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Competéncias

Conceito de OREF, pesquisa de ORFs em sequéncias nucleotidicas (JV)

Previsao da localizacao de genes em genomas e metagenomas (JV)

Bioinformatica aplicada a taxonomia molecular (JV)

Estimac¢do de massa molecular de proteinas e acidos nucleicos (JV)

Alinhamentos de sequéncias: ferramentas e aplicacdes (PM)

Construgdo de arvores filogenéticas: modelos, ferramentas e aplicacoes (JV)

Previsao da fungdo de genes e/ou proteinas por pesquisa de dominios funcionais (JV)

Previsao da estrutura de proteinas; previsao da funcdo e compreensao dos
mecanismos de ac¢ao de proteinas através da bioinformatica estrutural (JV e PM)

Anotacao de sequéncias de bases de dados via Annothaton (JV)




Avaliacao - Bioinformatica

Exame teorico — JV 50%, PM 50%

Componente Pratica - Anotacao de 1 sequéncia
metagenomica (Annotathon) — ndao ha grupos;
exame pratico na Epoca de Recorréncia caso haja
reprovacao

NOTA FINAL = 70% Teorica + 30% Pratica
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Bioinformatica: o que € ?

O termo “bioinformatica” foi utilizado pela primeira vez em 1970 por Pauline Hog
e Ben Hesper, mas o seu significado alterou-se um pouco ao longo do tempo, nao
existindo uma definicao universalmente aceite.

“Bioinformatics 1s conceptualizing biology in terms of molecules (in the sense of
physical-chemistry) and then applying “informatics” techniques (derived from
disciplines such as applied math, CS, and statistics) to understand and organize
the information associated with these molecules, on a large-scale.”

“(1) Bioinformatics is the development of computational methods for studying the
structure, function, and evolution of genes, proteins and whole genomes.

(2) bioinformatics is the development of methods for the management and analysis
of biological information arising from genomics and high throughput experiments.”

Hesper B, Hogeweg P. Bioinformatica: een werkconcept. Kameleon. 1970;1(6):28-29




Biointformatica: Conceito

Bioinforméatica - campo interdisciplinar da
Biologia, Ciéncias Informaticas, Matematica e
Estatistica para analisar dados de sequéncias
bioldgicas e genomas (genes e disposicao de
genes em cromossomas) e prever a estrutura e
funcéo de macromoléculas




Bioinformatica vs. Biologia Computacional

Bioinformatica — aplicacdao de ferramentas computacionais a
analise e processamento de dados bioldgicos, geralmente de
grande volume.

Biologia Computacional — desenvolvimento mais genérico de
algoritmos computacionais capazes de resolver uma variedade
de problema bioldgicos incluindo (mas nao so0), algoritmos
bioinformaticos como o alinhamento, pesquisa de sequéncias,
comparacado de estruturas, identificacdo de motivos, filogenia
molecular, etc.




Algoritmo

Conjunto de instrucdes bem definidas para resolver
um problema; quando aplicado em informatica, um
algoritmo pode ser transformado em um programa e
este numa aplicacao informatica.




Algoritmo representado por
um diagrama de fluxo

Inicio

Fazer algo
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Bioinformatica: para que serve?

Limitacao da mente humana em armazenar e processar
informacao devido a:

Complexidade dos genomas
NP° crescente de genomas sequenciados

N° crescente de anotacoes estruturais, funcionais e
bibliograficas

N° crescente de estruturas de proteinas




Explosao de Sequenciacao
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Sequenciacao de Nova Geracao

Genomic
DNA

Input ‘ .
library Flow :."‘ An image of
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PCR Sequencing extended
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Como resolver esta limitacao humana?

* Aplicacdes computorizadas de
armazenamento de dados: bases de dados

» Aplicacdes computorizadas de
processamento de dados




Exemplo de Bases de Dados

(sequéncias primarias de acidos nucleicos e proteina com anota¢ao basica)

 GenBank (NCBI, EUA)
http:/ /www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/gquery.fcgi

« EMBL Nucleotide Sequence Database
(Europa) hep:/ /www.ebi.ac.uk/embl/

 DNA Data Bank of Japan (DDBJ, Japao)
http.:/ /www.ddbj.nig.ac.jp/




Tipo de dados armazenados

Sequéncias de DNA (desoxinucleétidos)
Sequéncias de RNA (nucledtidos)
Sequéncias de Proteina (aminoacidos)
Anotac0Oes estruturais

AnotacOes funcionais

AnotacoOes de localizacao intracelular
Anotacdes de localizacdo gendmica

Anotac¢des bibliograficas




Exemplo de Bases de Dados

(sequéncias primarias de acidos nucleicos e proteina com anota¢ao mais complexa)

* Ensembl (Genomas de vertebrados)
https.:/ / www.ensembl.org/

* Ensembl (Genomas Bacterianos)
https.:/ / bacteria.ensembl.org/

* UniProtKB/Swiss-Prot (Proteinas)
https.:/ / www.uniprot.org



https://www.ensembl.org/
https://bacteria.ensembl.org/

Exemplo de um gene anotado

(anotagdes do gene BRCA humano na plataforma Ensembl)

105.18 kb
32.32Mb E 32.j5ME 32. ath
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Exemplo de Bases de Dados

(estruturas secundarias de proteinas - dominios funcionais)

* InterPro
https.:/ /www.ebi.ac.uk/interpro/

e ScanProsite
https./ /prosite.expasy.org/scanprosite/




Estrutura Secundaria e
Dominios Funcionais

B pleated sheet

Amino acid
subunits

pregueadas




Dominios Funcionais Anotados

Ex: InterProScan — Anotacoes estruturais e funcionais)

NP_000609.1

Length 153 amino acids

Protein family membership
L@ i i

-G Insulin-like growth factor (IPRO22350)
=@ Insulin-like growth factor I (IPR022341)

Homologous superfamilies

1

Domains and repeats

1

Detailed signature matches

[ IPR0O36438 Insulin-like superfamily

Insulin family

@ 1PRO22341 Insulin-like growth factor 1

Insulin-like

Insulin, conserved site

» Homelagous superfam

153

B no IPR Unintegrated signatures

Other features

> Domain

» SSF56994 (Insulin-ike)

P PROQ27E (INSULINFAMLY)

> PRO2002 (INSLNLIKEGF)

P PRO200S (INSLNLIKEGF1)

> SMODOZE (ricF 1)
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GO Term prediction

Biclogical process

None predicted.

Molecular function
010005179 hormone activity
GO:0008083 growth factor activity

> SIGNAL_PEPTID... (...
> SIGNAL_PEPTID...

» SignalP-noTM

»

bid-lte (dsord...}

Cellular component
GO:0005576 extracellular region
G0:0005615 extracellular space




Como funciona a bioinformatica em
termos praticos?

Recolha de amostras (laboratoriais, ambientais)
Isolamento de DNA (ou RNA) [por vezes opcional]

Amplificacao de sequéncias de DNA (ou cDNA) por
PCR [opcional]

Sequenciacao de DNA
Armazenamento da sequéncia em ficheiros informaticos

Tratamento bioinformatico das sequéncias




Recolha de Amostras Ambientais

Annothaton: Amostras de agua do mar

september 2009 ~ december 2013
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Recolha de Amostras Ambientais

Annothaton: Amostras de agua do mar (http://annotathon.org/)




Preparacao para a aula
teorico-pratica

* Iraosite ANNOTHATON
http:/ /annotathon.org/

* Leiam a pagina “Rule Book” para ver o que tem que
fazer nas aulas tedrico-praticas




Como funciona a bioinformatica em
termos praticos?

Recolha de amostras (laboratoriais, ambientais)

Isolamento de DNA (ou RNA) [por vezes opcional]

Amplificacao de sequéncias de DNA (ou cDNA) por
PCR [opcional]
Genética Molecular

Sequenciacao
Armazenamento da sequéncia em ficheiros informaticos

Tratamento bioinformatico das sequéncias




Como funciona a bioinformatica em
termos praticos?

Recolha de amostras (laboratoriais, ambientais)
Isolamento de DNA (ou RNA) [por vezes opcional]

Amplificacao de sequéncias de DNA (ou cDNA) por
PCR [opcional]

Sequenciacao de DNA
Armazenamento da sequéncia em ficheiros informaticos

Tratamento bioinformatico das sequéncias




Sequenciacao de DNA

O Método de Sanger baseia-se no uso de desoxinucleotidos artificiais em reac¢oes
de sintese de DNA (polimeriza¢ao).

3’ =OH in normal DNA .
allows elongation. Deoxyribose

A DNA strand terminating in
a dideoxynucleotide cannot be - Dideoxyribose
elongated because a 3" —OH is G

necessary for polymerization.

Desoxinucleotidos vs. Didesoxinucle6tidos




Sequenciacao de DNA

Os didesoxinucleotidos bloqueiam a polimerizagao

DNA Polymerase reads the template strand and synthesizes a new second strand to match:

3= THCGCGGNIHCGGIRTGIYtSNCCGTITHGCTRCCGR* :
3' - ATGCGCCATTGCCATACARGCTGGCARATCGATGGCTA CAR - 5°

IF 5% of the T nucleotides are actually dideoxy T, then each strand will terminate
when & gets a ddT on s growing end:

TACGCGGTAACGGETATGTTCGACCGTTTAGCTACCGAT
TACGCGGTARCGGTATGTTCGACCGTTTAGC T
TACGCGGTAACGGTATGTTCGACCGTTTe
TACGCGGTAACGGTATGTTCGACCGT T
TACGCGGTAACGGTATGTTCGACCGT
TACGCGGTARCGGTATGTTe

TACGCGGTARCGGETATGTe

TACGCGGTARCGGTATe

TACGCGGTARCGGT

TACGCGGTe

Ex: Uso de ddTTP para gerar fragmentos de diferente tamanho terminando na posi¢do das T




Sequenciacao de DNA

Unknown sequence
¥ Racacciicaails
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+ DNA polymerase
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Como funciona a bioinformatica em
termos praticos?

Recolha de amostras (laboratoriais, ambientais)
Isolamento de DNA (ou RNA) [por vezes opcional]

Amplificacao de sequéncias de DNA (ou cDNA) por
PCR [opcional]

Sequenciacao de DNA
Armazenamento da sequéncia em ficheiros informaticos

Tratamento bioinformatico das sequéncias




Ficheiros Bioinformaticos

Ficheiros de texto

Ficheiros de DNA contém letras que representam
desoxinucleotidos

Ficheiros de Proteina contém letras que
correspondem a aminoacidos

Podem conter também notas explicativas sobre a
sequéncia que se denominam: ANOTACOES




Codigos de representacao de sequéncias
nucleotidicas em ficheiros bioinformaticos

Table 1: List of Nucleotides

Meaning Origin of designation

adenine

a
g
C
t

gora

fluerc

aorc

g ortiu

gorec
AH-bonds

aortiu weak interactions
2H-bonds

gore nota
or tiu

aorg not c
or tiu

aorc
ortfu

aorg
arc

aorgorc
or tfu, unknown, or other




Codigos de representacao de sequéncias
proteicas em ficheiros bioinformaticos

One-letter Three-letter

symbol

A
B
C
D
E
F

G
H
I

K
L
M

alanine
aspartic acid or asparagine
cysteine
aspartic acid
glutamic acid
phenylalanine
glycine
histidine
isoleucine
lysine

leucine

methionine

symbol

N KW € <G 82w RO T Z
*

!

symbol
Asn
Pro
Gln
Arg
Ser
Thr
Sec
Val
Trp
Xaa

Tyr

Glx

asparagine

proline

glutamine

arginine

serine

threonine

selenocysieine

valine

tryptophan

unknown or 'other’ amino acid
tyrosine

glutamic acid or glutamine (or substances such as

4-carboxyglutamic acid and 5-oxoproline that
yield glutamic acid on acid hydrolysis of peptides)




Formato de ficheiros de
sequéncias nucleotidicas e a.a.

« FASTA

« FASTA-PEARSON
« NBRF

- GCG

« PIR

* GenBank

« PHYLIP

« ASN.I

- PAUP




Formato FASTA

Ficheiro de texto (ASCII) com:
* Linha de comentario iniciada por “>"
* Sequéncia (nucleotidica ou proteica)

* Terminacao da sequéncia por “*” (opcional)

Exemplo:

> YCZZ2 Yeast protein in HMR 3’ region
MKAVVIEDGKAVVKEVGP*




Formato de ficheiros de
sequéncias

- FASTA

« FASTA-PEARSON

e NBRF
- GCG

« PIR

e GenBank

e PHYLIP

« ASN.1

- PAUP




Formato GenBank

Ficheiro de texto com:
* (Cabecalho (header)
* Anotacoes (features)

* Sequéncia




Formato GenBank: Cabecalho

Rﬂfﬁeq Id

LOCUS NC_000854 166545535 bp DMA circular BCT 03-DEC-2005

DEFINITION asropyrum pernix k1, complete genome.
ACCESSTION MC_000854
WERSTION MC_000854.1 GI:14600270
FKEYWORDS .
SOURCE Acropyrum permix K1 kK1
ORGANISM Asropyrum pernix
archaea; Crenarchaeota; Thermoprotei; Desulfurococcales;
Desulfurococcaceas; AEropyTLUm.
REFEREMZE 1
AUTHORS kKawarabayasi,y., Hino,v., Horikawa,H., Yamazaki,s., Haikawa,¥.,
Jin-no, k., Takahashi,m™., sekine,m., Baba,s., ankai,a., Kosugi,H.,
Hosoyama, &., Fukui,s., Magai,v., Wishijima,k., Makazawa,H.,
Takamiya,M., Masuda,s., Funahashi,T., Tanaka,T., Kudoh,¥.,
Yamazaki,J1., Kushida,M., oguchi,a., aocki,k., Kubota,K.,
Makamura,¥., Momura,N., Sako,¥. and Kikuchi,H.
TITLE Complete genome seguence of an aerobic hyper-thermophilic
crenarchaeson, Aeropyrum pernix kK1
JOURMAL DMA Res. & (27, 83-101 (19%%9%) PUBMED 10382906
REFERENCE 2 f(hases 1 to 166%26%5%)
ALUTHORS
TITLE birect submission
JOURMNAL submitted (05-JUL-2001) Wational center for Biotechnology
Information, MWIH, Bethesda, MD 20894, USA
REFERENCE 3 f(bases 1 to 1669625)
AUTHORS Tanaka,T., Hino,Y., kKawarabayasi,v. and Kikuchi,H.
TITLE birect submission
JOURMAL submitted (14-DEC-1928) Mational Institute of Technu1uﬁy and
Evaluation, Biotechnology Center, 2-459-10 Nishihara, shibuyaku,
Tokyo 151-0066, Japan
COMMENT PROVISIONAL REFSECQ: This record has not wet been subject to final
MCEI review. The reference sequence was derived from BagQO002,
COMPLETENESS: Tull Tength.

Header




Formato

w
&
g
h
o
X

FEATUREZ
SOource

misc_feature

GenBank: Anotacoes

Locationsoualifiers

1..1669605

Smol_type="genomic DMA"
Sodb_xref="taxon:272557"
Jorganism="Aeropyrum pernix k1"

Tocus_tag="aPE000L #——————Tocus tag
JOb_xref="GenelDn:1445602"
complement {213, .938)
Alocus_tag="APEQQCL"
ASprotein_Jd="MP_146594. 1"
strans1_table=11
Sodb_xref="GI:14600380"
Sodb_xref="GeneIDb:1445602"
Soodon_start=1
Jproduct="hypothetical protein”
Stranslation="MvDILSSLLLSLPFEVIGFLLYVLSPGSIWTPVKESIGY WY VSRR
WTVREASKLLGSLTLLASLISFVYGEAAYGITIQASTLALLLALITYVYTVEY SMRLAETLE
SLMGPVLEGFERPVGSTIKLEYLTIILLWYLISIVFSIEGSLKLY STGAYSTLASHLSIE
TLAGYTVWFLSVRKRPEAYVIPGLSRETIELLOQFFMPTSLSLIATGWYYMI LAGFHMwWWI T
LLAGWTTLFWYTMLIMIMKEGKY "

complement (935, .1276)
Slocus_tag="APEQQO0Q2"
Sdb_xref="GeneID:1445577"

complement (G938, 12767

Tocus_tag="aPE000Z +———Locus tag

protein_1d= 595.1"
strans1_table=11
Snote="similar to PIR:CE9525 percent identity:39.583 in
SHaa. "
Sdb_xref="GI:14600381"
Sodb_xref="GeneID:1445577"
JSoodon_start=1
Sproduct="hypothetical protein”
Stranslation="MDPADKLMKDARTGWLALAYL HVLVNHGALHGYWLRKT LGHNLMG
WTFPETZLYDALKRLEKLGLIKGRWWVRSGRGFLREYYELTDAGRET ¥ EVWVWEDFSKMW
GWLICRKGRE"

complement {1001, . >1180)

Slocus_tag="APEQQO0Q2"

Sdb_xref="coD:43477"

Jnote="Transcriptional regulator Padr-Tike family;

region: Padr"




Formato GenBank: Sequéncia

L R RV
[ BASE COUNT 360022 a 473378 < 466849 g 3650446 T
ORIGIN
1 aaataataat aaaaattaag tgactcatge attatoctac gaggraaaaa tatgttataa
61 attgtcccag actaccatca atttagggac aatagigttt aagggatggc cttoggaget
121 ggcagcetcgc gggttcaaac togogtaggg cccgagttct agttatagit gogtggattt
181 agataaattg agtatgatct ctcagtttta tatcaatact taccctcttt attaatcata
241 attaacattg tracaacgaa tagagrgotc actcocogoca acaggattat ccaccacata
301 TgQaatcoctg Ctaaaatcat atatacacct atagotatga gagataagga ggttggcatg
361 aaaaattgta atagctcgat cgtttcccga cttagtcctg gtattacata tgottccggce
421 ctttttacag atagaaaaac ggtatatcoct gotaatattit Caatagataa atgtgaagot
481 aacgttccgt atgcaccaat actatatagt ttaagagaac cttcaattga gaatacaatc
541 gagattagat aaactagraa tataaragtc aaatatttta atttaataga accractggce
501 TCgaatcoCtt Caaggactgg ThgQtttaaa Qactotatit Cgoogageoct catagaatat
661 Tocacgotaa Ctacggttat caatgeaagt aatagogeta gtgtagatgc ctgaatagta
721 ataccatatg ctgcaccaac Cacaaaagat attaaactcg ctaacaaagt aagcogaacec
781 aatagcttgc tcgotttaac cgtgacgoge ctagaaacat aaacatagoc tatgotctoc
841 Trttacaggog tocatattga Cccaggagac aataccaaga gaaarccaat tacaccaaat
5901 ggaagcgaca goaggagrga agatagrata totaccatta CTotChocCc tTtotgoaaa
961 TaagCcagoc aaccatcttt gagaaatcct ttactacaac Ctoatatgrc totcotaccag
1021 catchggttat trcatagtat TTcCrtrtaaag gQoccCcrtace gQotoctaacso Catcggocct
1081 ttattagocc cagottttct aacctcttca aagcatcata aagactogtc totgoaggog
1141 tccatcccat tagattgcca agaattttcd toaaccaata cccatgrtaga gotccatgat
1201 tgacaagrtac grgtaatact gocaatgcaa goacaccagt Cottgoatoc trcatcaget
1261 tatctgotgy atccacgtga Cacocaccat tttattagga agoctactat tagoatggag
1321 accacgacag agataccggc tggaggggea acaageoctgt Tfaccgatagt tagggotgea
1381 aaaactcctc caataccatt aaccgttcca tgogotattg ctggagtaat gatgoaghtt
1441 gaatgtctoc taagaggtaa aaggatgott gtaaatgeta togtgtataa tgtgaagact
1501 actatageogg gccaccoctg ggaatagert Ccacaatoto ctagoataga tacgttgraa
1561 ttataaccaQ cataaattaa gQgoageatgc Cagacactoco agataagacc tataataatg
1621 acctrtaccga gatcgttaac tTtcttatcg agtatggrga agagatatcc Totocagocy
1681 agrtcttctc Caagtgcaac aagrgcogitc atggraactc Crtgotataaq accaagrtaat
1741 attagtatta taaccgttgt aattagcaga gtagtattag atacctcctt gaagtatccg
1801 catggtccaa tactaacgoc taaagoctta gogattggta atgacatcac atatgagoet
1861 aatggcgeota CCgotgataa tatgguocat TtCaaggaty gaatattaat totcaagatt
15921 TCTTTTattt TCtocatgit acgatatccot Togacocata agocotgogat aacgoctgta
1981 gcaggtagoc acartcctaaa taggaggacy atcgrgagdoa goagritatt toggogtaag
2041 gttogtgotgg gotcttgeat tgacgttagt aactttatgg ctattgtata gtotaggagg
2101 tatgetggga <gaatgatac TOttaggaag actgcraaac cratgtaatg gogritatog
2161 atttcratac geoatactacy Tocaccgggy Tatttatcat grtatagatg tatttaagac
2221 caaagetgat ttaagaacct aacattgrtat atatagittg grtgttaccgt tggoggtaga
2281 gcaattaacg artgotggaa gogagotact aaaacatgag <taacaagca agotagrrat
2341 cggeogtatta ttgtccgttt ggatagtcat agttgeagtc atcaagcetca ggaagtactc
2401 gaggaatagg <cagatagteg gtctaattgrt agoggetota gocacagteg tggrtottagg
2461 tacaatagcc tatatattta acccgctcca aaccotatgge gottatctcog agagrtagaac
2521 attacaaatt agattcrtaca tgaatgatga agtogotott gacttatgta acgotoagrt
2581 grcattgota togagoagoa acgcaataaa Crtrtactctac attagaacta acggrattgo
2641 tgatocttic Tcaggtatia Ctgogggata trtacaaaact grtggatgaac gggaagocta
2701 tgtacttatc gotggtaagg acattgatga tgtcocttgea atcgaattcg acagtaaaat
2768l tatcctocta ggacttaaag gagogaatga CTtttaccaa aaactcataa trtacaaaag




Como funciona a bioinformatica em
termos praticos?

Recolha de amostras (laboratoriais, ambientais)
Isolamento de DNA (ou RNA) [por vezes opcional]

Amplificacao de sequéncias de DNA (ou cDNA) por
PCR [opcional]

Sequenciacao de DNA
Armazenamento da sequéncia em ficheiros informaticos

Tratamento bioinformatico das sequéncias (anotacgoes)




Traducao virtual de sequéncias
nucleotidicas em proteicas

quadro de leitura aberto (open reading frame [ORF])

5' 3
atgocccaagotgaatagogtagagggogtttbcatecatttgaggacgatgtataa

| atg cce aag ctg aat age gta gag ggg ttt teca tea bttt gag gac gat gta taa
Quadros de M 5 K L N ] v E G F =] =] F E D D W *

) 2 Lgoc cca age tga ata gog btag agg ggbt bttt cat cat ttg agg acg atg tat
leitura c p 8 * I A * R GG F H H L R T M Y

(readz'ngﬁ’ameS) +3 goo caa gocbk gaa tag cgt aga ggg gttt tke atec atkt tga gga cga tgt ata
A Q A E w R R G v F I I w G R C I




GenoOmica vs. MetagenOmica
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