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Resumo

Burkholderia sacchari é uma bactéria que naturalmente produz polihidroxialcanoatos (PHAs)
como reserva de carbono e de energia. PHAs sdo uma classe de polimeros biodegradaveis que apre-
sentam uma série de aplicagdes industriais e B. sacchari se mostrou um organismo promissor para
a produgdo em larga escala do polimero. Recentemente, 0 genoma da bactéria foi sequenciado,
abrindo a possibilidade para a reconstrucao de sua rede metabdlica em escala gendmica, o que po-
deria contribuir para o entendimento da fisiologia da bactéria, com implicagoes para sua melhoria
genética visando a produgdo mais eficiente de PHAs. Desse modo, o primeiro objetivo deste tra-
balho é reconstruir a rede metabélica da bactéria Burkholderia sacchari a partir de seu contetido
gendmico. Para isso, 0 genoma sequenciado foi montado e anotado. A montagem foi feita usando
28 tratamentos diferentes que foram avaliados de acordo com trés critérios: métricas de tamanho
da montagem, critério de qualidade da montagem, e completude da anotagdo. Os trés critérios fo-
ram usados como filtros para eleger a melhor montagem. O genoma eleito foi entdo usado para a
reconstrucdo automatica da rede metabolica usando a ferramenta ModelSEED, resultando em uma
rede composta por 1512 reagGes e 1890 metabolitos. Em seguida, a reconstrugao obtida foi sujeita &
adequagdo de vocabulario por meio da plataforma MetaNetX, onde também foram realizadas dois
tipos de andlise da rede. A analise de balango de fluxo mostrou que o modelo suporta crescimento.
A analise de nocautes de reacdes mostrou uma inconsisténcia no metabolismo de trealose. Assim,
curou-se manualmente a reconstrugéo e foi constatada uma falha na anotagio da enzima fosfoglu-
comutase, que foi considerada como candidata & reanotagdo. O processo de curadoria desta enzima
indicou duas lacunas: a dificuldade em se percorrer a via de uma maneira interativa e a dificuldade
em se modificar a reconstrucdo. Em decorréncia das dificuldades encontradas, o segundo objetivo
deste trabalho foi propor uma forma de representar a reconstrugéo de B. sacchari visando superar
as lacunas encontradas. A forma proposta foi através de um banco de dados orientado a grafo e
os resultados indicaram que esta representagdo consegue facilitar a tarefa de curadoria manual que

precisara ser feita em trabalhos futuros de refinamento da reconstrugéo.
Palavras-chave: polihidroxialcanoatos, engenharia metabélica de sistemas, montagem de novo,anotagéao

multidimensional, reconstrugiao metabélica, biocuradoria, modelo metabélico, banco de dados em

grafo

ii



Abstract

Burkholderia sacchari is a bacterium that naturally produces polyhydroxyalkanoates (PHAs) as
a carbon and energy storage material. PHAs are a class of biodegradable polymers which have many
industrial applications and the bacteria has emerged as a potential host for large-scale production
of the polymer. B. sacchari’s genome has been recently sequenced, opening up the possibility for its
metabolic network reconstruction. This could in turn be helpful to understand B. sacchari’s phy-
siology, with implications to the genetic improvement of the bacterium, leading to a more efficient
production of PHAs. Therefore, the first goal of this work is to reconstruct the metabolic network of
B. sacchari from its genomic content. Hence, the sequenced genome was assembled and annotated.
Assembly was performed with 28 different treatments, and each of them was evaluated according to
three criteria: size metrics, assembly quality criteria and annotation completeness. All three criteria
together were used as a filter to select the better assembly. The selected genome was used in the
automatic reconstruction with ModelSEED, resulting in a network composed of 1512 reactions and
1890 metabolites. Then, the reconstruction was subject to vocabulary standardization with Meta-
NetX, where two types of analysis were also carried out. Flux Balance Analysis showed that the
model can support growth and Reaction Knockout Analysis revealed an inconsistency in trehalose
metabolism. Therefore, the network was manually inspected and the shortcoming was found to be
related to the incorrect annotation of the enzyme phosphoglucomutase, which was considered as a
candidate for reannotation. The manual curation of this enzyme has indicated two gaps: the diffi-
culty in walking through the pathway and the difficulty in altering the reconstruction. Facing these
difficulties, the second goal of this work was to propose a representation of B. sacchari’s metabolic
network as a graph database. Results suggest that this form of representation can facilitate the task

of manual inspection that should be made in future work aiming to refine the reconstruction.

Keywords: polyhydroxyalkanoates, systems metabolic engineering, de novo assembly, multidimen-
sional annotation, metabolic network reconstruction, biocuration, metabolic model, graph database
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Capitulo 1

Introducao

Este capitulo descreve o contexto em que este trabalho se insere como também apresenta a
motivacdo e seus objetivos.

1.1 Contextualizacao

Os polihidroxialcanoatos (PHAs) sdo uma classe de polimeros produzidos naturalmente por
bactérias e arqueas sob a forma de granulos intracelulares (Anderson e Dawes, 1990). Apesar de
serem atualmente concebidos como classe, o polihidroxibutirato (P3HB) foi durante quase meio
século a unica instdncia de PHA conhecida: sua descoberta se deu em 1926 por Lemoigne, ao
passo que a primeira descri¢do de outros PHAs foi feita somente em 1974 por Wallen e Rohwedder
(Lemoigne, 1926; Wallen e Rohwedder, 1974). Entre estes dois marcos, uma série de descobertas
foram feitas sobre as propriedades e as fun¢des do P3HB. Foi descoberto, por exemplo, que os micro-
organismos produtores de P3HB acumulam esse polimero como material de reserva de carbono e
de energia em decorréncia de situagdes onde ha excesso de fonte de carbono ao mesmo tempo em
que hé limitagdo de algum nutriente essencial, como por exemplo, nitrogénio, fésforo ou oxigénio
(Steinbiichel e Fiichtenbusch, 1998). Outras descobertas de grande relevincia foram em torno da
biodegradabilidade do P3HB. Micro-organismos conseguem degradar o polimero P3HB até seus
monodmeros e usa-los como fonte de carbono (Lepidi, 1972; Merrick e Doudoroff, 1964).

Apesar de sua biodegradabilidade e de poder ser produzido a partir de fontes renovaveis, o
fato de P3HB ser um polimero rigido e quebradico fez com que suas aplicacdes industriais fossem
reduzidas. Foi somente a partir de 1974, que um amplo interesse foi voltado aos PHAs pois a
descoberta de novos mondmeros permitiu que novos polimeros, com diferentes propriedades termo-
mecanicas, pudessem ser produzidos (Sudesh et al., 2000). Assim, varios PHAs foram caracterizados
e uma abundéancia de aplicagdes foi proposta. Hoje, a escassez de propriedades termo-mecéanicas
néo é mais uma lacuna, contudo o prego o é. Assim, diversos esforgos ainda séo feitos para otimizar
e baratear a producgio de PHAs.

E nesse contexto de busca por melhorias na produgio de PHAs, em particular na busca por
melhores linhagens, em que se insere a descoberta da bactéria Burkholderia sacchari LMG19450,
que foi isolada no Brasil a partir do solo de uma plantacio de cana-de-agicar no trabalho de
Gomez et al. (1996). Este estudo visava rastrear bactérias produtoras de PHAs a partir de carboi-
dratos e também de 4cido propiénico. B. sacchari, que até entdo era conhecida por este nome, se

mostrou um micro-organismo promissor para ser usado na produgéo industrial de PHAs, pois apre-
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INTRODUGAO 2

sentou diversas caracteristicas de interesse, como o acimulo de altas taxas de polimero em relagio a
massa celular (até 68% de massa seca), versatilidade no uso de diferentes agiicares como substratos
para a producio do polfmero (incluindo substratos onde o Brasil se destaca mundialmente pela
produgéo, como é o caso da sacarose), auséncia de patogenicidade, actimulo poli-3-hidroxibutirato
(P3HB) a partir de sacarose com um rendimento acima de 80% do méximo teérico, entre outras
(Gomez et al., 1996). Por outro lado, apesar dessas caracteristicas, o estudo também identificou
que a bactéria ndo converte acido propiénico até hidroxivalerato (HV) com uma boa eficiéncia, e
isso tem implicages negativas caso se queira produzir o copolimero P(3HB-co-HV) com bom ren-
dimento. No mais, a bactéria é promissora, mas precisa de melhorias genéticas a depender de sua
aplicagdo. Assim, desde que B. sacchari foi isolada, o Laboratério de Bioprodutos da Universidade
de Sdo Paulo empreendeu uma série de iniciativas tanto para melhor caracterizar a fisiologia da
bactéria quanto para identificar potenciais de melhoria.

1.2 Motivagao

O modo come os gargalos identificados em B. sacchari foram abordados pelo Laboratério de
Bioprodutos seguiu um panorama comum: primeiro, com base na literatura disponivel, levantava-se
uma hipétese acerca do alvo a ser atacado. A seguir, o alvo selecionado era atacado por meio de
modificacdes genéticas e, por fim, contrastava-se os resultados obtidos experimentalmente com os
previstos. Essa forma geral de abordar o problema est4 esquematizada na figura 1.1 e ela implicou
em dois tipos de resultados.

De um lado, o problema identificado foi atacado com sucesso ao se percorrer o ciclo uma tinica
vez. Esse é o caso do trabalho de Silva (2000), onde o problema identificado foi o baixo rendimento
que a bactéria apresentou na converséo de propionato a HV mencionado. A hipétese levantada foi a
de que haveriam duas ou mais vias de catabolismo de propionato que o estariam desviando do seu
fim preterido, o HV. Diante dessa hip6tese, os autores planejaram modificagbes genéticas por meio
da técnica de mutagénese aleatéria com raios ultravioleta e selecionaram mutantes afetados no me-
tabolismo de propionato. Como tltima etapa do ciclo, os mutantes foram testados em biorreatores
e as andlises indicaram que o rendimento havia aumentado significativamente. Embora este traba-
lho de Silva e colaboradores tenha culminado nas anélises de caracterizagio posteriores feitas por
Bramer et al. (2002) e mais tarde por Pereira et al. (2009), estas analises visaram a corroboragio
da hipétese levantada, sendo que o problema inicialmente identificado foi praticamente solucionado
em um Unico ciclo de engenharia metabélica.

Por outro lado, o trabalho de Lopes et «l. (2009) é um dos casos onde o problema identifi-
cado néo foi solucionado com um tunico ciclo de engenharia metabélica. Neste exemplo, o gargalo
identificado foi a baixa produtividade que B. sacchari apresentou na sintese de P3HB a partir de
xilose em comparagio com a sintese a partir de glicose. Entdo, o gene zylA foi selecionado como
alvo com base na hipétese de que sua superexpressio poderia contribuir para o aumento da taxa
de crescimento celular. Assim, o gene zylA foi clonado e superexpressado em B. sacchari como
estratégia de modificagdo. Os experimentos foram conduzidos em biorreator, mas nao indicaram
aumento da produtividade, que era o problema inicial. Embora o estudo nao tenha continuado,
para que o problema inicialmente levantado fosse resolvido, seria necessario que uma nova hipétese

fosse levantada, dando inicio a um novo ciclo.



INTRODUGAO 3

Os dois exemplos apresentados tanto atestam que o ciclo tradicional de engenharia metabélica
fornece bons resultados, quanto atestam suas limitagdes: a possibilidade de o ciclo ter que ser
percorrido intimeras vezes traz consigo o risco deste processo se revelar extenso e custoso. Isso vai
ao encontro de outros trabalhos que confirmam tais limitagdes, como sio o caso de Tee et al. (2014),
Knuf e Nielsen (2012), Lee et al. (2011) e Blazeck e Alper (2010). Para contornar as limitacdes, estes
trabalhos sugerem que o ciclo tradicional seja complementado com abordagens oriundas do campo
da Biologia de Sistemas. Nesta nova abordagem, nomeada por Lee et al. (2011) de Engenharia
Metaboélica de Sistemas, ocupam papel de destaque os modelos computacionais que simulam o
funcionamento do metabolismo microbiano em uma escala sistémica.

A importéncia destes modelos esta baseada no fato de que seu uso traria mais dinamismo ao
processo de melhoria de linhagens. De acordo com Knuf e Niclsen (2012), isso se justifica pois os
resultados das simulagdes usando os modelos poderiam guiar a escolha de alvos a serem atacados,
complementando assim a geragdo de hip6teses baseadas somente na literatura. Além disso, ainda
de acordo com esses autores, os modelos poderiam ser usados como arcabouco para a anélise e
interpretagdo de dados 6micos (transcriptdmica, metabolémica, fluxémica, e assim por diante), o
que serviria para refinar o modelo, melhorar sua capacidade preditiva e, em consequéncia, ajudaria
na elaboragdo de hipéteses mais acuradas.

Exemplos de beneficios no uso de modelos computacionais sistémicos podem ser encontrados
em (Blazeck e Alper, 2010). Em um dos exemplos elencados, Blazeck e Alper conseguem aumentar
o rendimento de treonina a partir de um nocaute triplo que havia sido simulado in silico. Sem a
simulagdo, atestam os autores, essa estratégia seria inviavel.

Assim, para tomar proveito dos beneficios atestados na literatura com respeito a esse tipo de
abordagem, seria de grande valia construir um modelo computacional sistémico para Burkholderia
sacchari. Para isso, de acordo com Thiele e Palsson (2010a), é preciso antes fazer um processo
conhecido por reconstrugio da rede metabélica, um processo que envolve o catalogo e organizacio
do conhecimento a respeito do genoma, da fisiologia e do metabolismo do organismo em questao.
Em resumo, o modelo computacional é uma representagdo de uma reconstrugio metaboélica em
um formato factivel para simulagdes. Enquanto que a reconstrugdo é mais ampla, um catalogo.
Entretanto, reconstrugio e modelo sdo intimamente relacionados, pois a acuricia do modelo em
predizer o fenétipo estd intimamente relacionada com quéo bem anotada est4 a reconstrugio. Nesse
sentido, reconstruir uma rede metabdlica em escala gendmica é um empreendimento extenso e
iterativo. Por exemplo, para Escherichia coli, o processo ja dura mais de 10 anos e ainda restam
muitas lacunas em sua reconstrugdo, muito embora tenham havido uma série de resultados positivos
com o modelo dessa enterobactéria (Oberhardt et al., 2009).

Apesar de extensa, as reconstrugdes podem ser facilitadas com o uso de ferramentas automati-
zadas que partem de um genoma anotado, ou até mesmo de um genoma montado, e reconstroem
automaticamente a rede metabolica. Somado a isso estd o fato de que Burkholderia sacchari teve
seu genoma recentemente sequenciado no trabalho de Alexandrino et al. (2015). Assim, seria viavel
reconstruir a rede metabolica de B. sacchari, mesmo que de uma maneira incipiente e sujeita a

esforgos de curadoria manual em trabalhos posteriores.
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1.3 Objetivos

Atestada a importancia de se obter uma reconstrucao para B. sacchari e a viabilidade deste
empreendimento, o primeiro objetivo deste trabalho é reconstruir a rede metabélica em escala
gendmica a partir do sequenciamento da bactéria. Além disso, o segundo objetivo deste trabalho
é propor uma forma de representar a reconstrugdo de modo a facilitar os extensos trabalhos de
curadoria manual que serdo feitos no futuro.

Com relagd@o ao que foi dito, os objetivos especificos so:

[. Objetivo 1: reconstruir a rede metabélica em escala genémica a partir do sequenciamento da
bactéria

[.i. Montar os conjunto de reads gerados pelo sequenciamento;
Lii. Anotar o genoma montado;

[.ili. Reconstruir a rede metabélica a partir do genoma anotado;

II. Objetivo 2: Propor uma forma de representar a reconstrugio de modo a facilitar as etapas de

curadoria manual

ILi. Representar a reconstrugéo de B. sacchari como um banco de dados orientado a grafo

A pormenorizagdo dos objetivos especificos e os métodos empregados para tanto sao apresenta-
dos nos capitulos apropriados, conforme a organizagio a seguir:

1.4 Organizagao do Trabalho

O trabalho esta dividido em seis capitulos, incluindo esta Introdugdo. No Capitulo 2, sdo apre-
sentados os conceitos fundamentais para a compreensdo dos capitulos subsequentes. O Capitulo 3
mostra como o genoma de B. sacchari fol montado, anotado e validado. O Capitulo 4 trata do
processo de reconstrugdo da rede metabélica, feita a partir do genoma anotado. Além disso, este
capitulo trata das andlises que foram feitas na rede reconstruida e mostra uma etapa de curadoria
manual. Depois, no Capitulo 5, duas lacunas identificadas durante as etapas de curadoria manual
sdo mostradas, além de uma proposta de solugio para resolvé-las. Finalmente, no Capitulo 6 ¢
apresentada uma vis&o geral do trabalho, suas contribuigdes e sugestdes para pesquisas futuras.
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Figura 1.1: Ciclo de engenharia metabdlica tradicional e de sistemas. Em (a), € mostrado o panorama
geral adotado pelo Laboratério de Bioprodutos da USP para a melhoria genética de Burkholderia sacchari, no
contezto da engenharia metabdlica tradicional. A partir desse panorama, sio ezemplificadas duas insténcias:
o trabalho de Silvu (2000) e o trabalho de Lopes el al. (2009). Em (b), € mostrada a sugest@o Knuf e Nielsen

(2012) para a complementagéo do ciclo tradicional com abordagens de Biologia de Sistemas, dando resultado
a um ciclo de engenharia metabdlica expandido.



Capitulo 2

Conceitos Fundamentais e Definicoes

2.1 O genoma: o que é e como conhecer seu conteado

O genoma é todo o contetido genético presente em um organismo e este contetdo est4 codificado
na molécula de DNA. Bactérias, como é o caso de Burkholderia sacchari, ndo apresentam envelope
nuclear e seu contetido genético esta localizado em um tinico compartimento celular, o citoplasma.
Neste compartimento se encontram os cromossomos e também podem se encontrar plasmideos,
sendo que o genoma neste caso & a soma do contetido genético destes dois tipos de replicons. A
figura 2.1 traz uma representagdo esquematica de uma célula bacteriana e mostra o que seria o
genoma nestes organismos e sua base molecular, o DNA.

Cromossomo  Plasmideos
—

Figura 2.1: llustragcdo de uma célula bacteriana genérica mostrando a presenga de um cromossomo e de
dois plasmideos em seu citoplasma. O genoma, por ser a lotalidade do material genético de um organismo,
seria, neste caso, o conjunto dos trés elementos genéticos presentes e sua base molecular é o DNA.

O genoma é composto por genes e elementos nio codificantes. Saber a ordem dos nucleotideos
que o compde se tornou fundamental em diversos ramos das ciéncias da vida, por exemplo, no
presente trabalho o conhecimento do genoma ir& permitir o conhecimento do conjunto de genes da
bactéria B. sacchari, que por sua vez serd importante para se inferir o conjunto de rea¢des quimicas
que acontecem por meio das enzimas codificadas pelo conjunto de genes. Assim, é possivel dividir o
conhecimento do contetido genémico em dois aspectos: o primeiro é o conhecimento da ordem dos
nucleotideos e isso & possivel através de técnicas de sequenciamento de DNA e de montagem. J4 o
segundo aspecto se refere ao conhecimento do teor informacional de uma sequéncia de DNA e isso

6
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é obtido através de técnicas de anotagdo. Abaixo sdo detalhadas as etapas desses dois aspectos.

2.1.1 Inferéncia da ordem dos nucleotideos no genoma

Desde os primeiros métodos de sequenciamento de DNA que surgiram na década de 1970, cujos
exemplos incluem os trabalhos pioneiros de Sanger e Coulson (1975) e de Maxam e Gilbert (1977),
até as inovagdes mais recentes, foi desenvolvida uma diversidade de tecnologias de sequenciamento:
microeletroforese, sequenciamento por hibrida¢ao, observagdo em tempo real de moléculas isoladas,
entre véarias outras (Shendure ¢ Ji, 2008). Entretanto, apesar desse amplo leque de opgbes desen-
volvidas, todas elas compartilham da mesma limitacio técnica: a incapacidade de determinar a
ordem dos nucleotideos de trechos muito longos de DNA como, por exemplo, de um cromossomo
inteiro. De fato, todos os métodos de sequenciamento sdo restritos 4 determinagdo de fragmentos
menores, cujos comprimentos dependem da tecnologia empregada (Loman e Pallen, 2015). Somente
a carater de ilustracdo, se fosse imaginado um espectro de variagdo de tamanho dos fragmentos,
em um extremo estariam pequenos fragmentos de 35 pares de bases, caso da tecnologia Genome
Analyzer, de 2008, da empresa lllumina (Hernandez et al., 2008). No outro extremo estariam frag-
mentos relativamente bem maiores, da ordem de 15.000 pares de base, caso da tecnologia PacBio
RS, de 2013, da empresa Pacific Biosciences (Heiner et al., 2013).

Nesse contexto, para sequenciar o genoma completo de um organismo, é preciso contornar a
limitagdo tecnolégica apresentada. Para tanto, foi desenvolvida uma série de estratégias, incluindo
o primer walking, o sequenciamento direcionado a sitios de restrigao de enzimas e o sequenciamento
shotgun (Simpson e Pop, 2015). Dentre elas, se destaca a estratégia shotgun, que se mostrou a ma-
neira mais bem sucedidas de contornar a limitagéo técnica do sequenciamento (Kaiser et al., 2003).
Proposta no final dos anos 1970 por Staden (Staden, 1979), esta estratégia se baseia na fragmenta-
¢do aleatoéria do genoma, resultando em intimeros trechos que sdo, em seguida, sequenciados. Esses
fragmentos sequenciados, chamados de reads, precisam ser entdo organizados mediante o uso de
algoritmos computacionais para que possam revelar sequéncias contiguas a eles subjacentes, conhe-
cidas por contigs (Miller et al., 2010). A estratégia shotgun é mostrada nos itens (a) e (b) da figura
2.2.

O processo de organizacio dos reads até os contigs é referido na literatura por montagem dos
reads e é classificado em duas categorias. O primeiro caso é quando j4 se dispde de informacoes
sobre a sequéncia do genoma de interesse. Nesse caso, a montagem dos reads se da pelo seu ali-
nhamento contra o genoma de referéncia. O segundo caso é a montagem de novo do genoma, ou
seja, quando os reads sdo organizados sem o auxilio de informagGes prévias sobre o genoma de
interesse (Kisand e Lettieri, 2013). Neste caso, a ordenagio dos reads se d4 por meio da mescla de
sobreposicdes identificadas entre pares de reads, podendo ser vista com mais clareza nos itens (c) e
(d) da figura 2.2. Apesar da classificagdo delineada, a montagem usando um genoma de referéncia
e a montagem de novo ndo sdo abordagens mutuamente excludentes e ambas podem ser usadas no

mesmo processo de montagem de reads (Pop, 2009).

2.1.2 Anotagado do genoma

O processo de anotagio visa atribuir informagdo biolégica as sequéncias obtidas através da
montagem do genoma. Este processo acontece em duas etapas sucessivas, ambas envolvendo o uso

de métodos computacionais (Stein, 2001).
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ATCGCTAGCTCCGAGATCCTAGCTCCGTTAGCTAGCTCCGAGATC
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Figura 2.2: Visdo geral das etapas envolvidas no sequenciamento sholgun e na montagem de movo de
um genoma. Apds a fragmentagdo do genoma (u), os fragmentos resultantes s@o sequenciados (b) para a
inferéncia de suas sequéncias de nucleotideos, sendo que essas sequéncias sio chamadas na literalura de reads.
Em seguida, algoritmos computacionais identificam sobreposigdes entre pares de reads (c) e os mesclam,

fazendo com que sejem obtidas sequéncias maiores, chamadas de contigs (d). Adaptado de Shendure e Ji
(2008) e Baker (2012)

A primeira etapa se refere a predi¢do de genes no genoma, mas pode também envolver a predicao
de RNAs ndo codificantes como, por exemplo, 0 RNA ribossomal e o RNA transportador. J4 a
segunda etapa se refere a atribuigdo de fungdo propriamente dita aos genes preditos na etapa
anterior. Nesta etapa sdo atribuidos metadados s caracteristicas identificados com base em métodos
de homologia. Esses metadados podem ser informagées a respeito da localizacsio deste feature no
genoma, a funcéo que exerce ou até mesmo o nimero EC (Enzyme Comission Number) relacionado
a enzima que o gene codifica.

Normalmente as duas etapas mencionadas estao disponiveis em uma tGnica ferramenta que pode
ser usada através de uma interface web ou por meio de uma aplicacdo local. Exemplos dessas
ferramentas sdo: BaSYS (Van Domselaar et al., 2005), [GS (Galens et al., 2011), Prokka (Seemann,

2014) e RAST (Overbeek et al., 2014).

2.2 O conceito de anotagao multidimensional do genoma

A descricio da anotagdo de genomas no item anterior conceitualiza este processo como a catalo-
gacdo de componentes celulares e a atribui¢do de metadados aos mesmos. O trabalho de Reed et al.
(2006) vem complementar essa concepgao da anotagio ao propor o conceito de anotagéo multidi-
mensional de genomas. Sua unidimensionalidade, segundo os autores, se deve ao fato de que esta
anotacio é uma lista de componentes celulares. No proximo nivel da hierarquia, as anotagdes bi-
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dimensionais levam em consideragéo as descrigdes sobre interagdes entre os componentes celulares.
Assim, a anotagéo bidimensional néo é somente uma lista de componentes, como a anotagéo uni-
dimensional o €, mas sim uma rede de interagio. Em razdo dos diferentes tipos de interacao que
existem na célula, as anotagdes bidimensionais podem se referir a redes metabélicas, redes de sina-
lizagdo e/ou redes de interagdo entre protefnas. J4 anotagdes tridimensionais adicionam descrigdes
espaciais & rede de interagdo entre os componentes da rede e, por ultimo, anotagées quadridimen-
sionais levariam em conta também as mudangas que acontecem no genoma por meio do processo
evolutivo. Entretanto, estes dois altimos nfveis de anotagio sdo atualmente apenas tericos de
acordo com Reed e colaboradores, pois atualmente s6 existem métodos e informagdes para se fazer
as duas primeiras dimensées de anotagao.

Anotagao unidimensional: Anotagao bidimensional:
Enumeragao de componentes Reconstrucao de rede
.
[ 1 )
T T2
-1 A7
— = Interagdo
-1 [l tentre
12 proteinas
1 -
i 1 Interagéo
@ ~ enfre
| -1 @® | metabdlitos
~— _—_

Genoma |dentificagdo e  Interagéo entre Representacio
catalogagdo dos 0S componentes estequiométrica
componentes
biolégicos

Figura 2.3: O conceito de anotagdo multidimensional. Adeptado de Reed et al. (2006)

2.2.1 Reconstrugao metabdlica

A reconstrugio metabélica é uma instancia de anotagdo bidimensional na qual a rede de intera-
¢8o que estd sendo reconstruida é a rede metabdlica. Assim, € necessirio anteriormente conceituar
o que séo redes metabolicas: elas sdo uma representagio de um conjunto de reagdes bioquimicas
que acontecem em um organismo. As reconstrugoes metabolicas, por sua vez, sdo a representagéo
de uma rede metabdlica de uma forma estruturada e contendo metadados. Esses metadados podem
ser informagoes genéticas e bioquimicas, por exemplo, para uma determinada reagéo, os metadados
podem informar qual & a enzima que catalisa aquela reagdo. O formato geralmente usado para
representar reconstrugées metabodlicas € a planilha eletrénica. A reconstrugéio é vista como uma
base de conhecimento especffica para um organismo. Dentro dessa base, h4 uma lista de reagdes
bioquimicas e, por conseguinte, é possivel representar essas reagdes num formato computacional e
fazer simulagbes. A acurécia dessas simulagbes depende da qualidade das informag6es presentes no
banco de dados e isso faz com que o processo de reconstruir a rede metabolica seja iterativo com o
processo de se chegar a um modelo computacional preditivo para o funcionamento do metabolismo.
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Modelos metabdlicos em escala genémica

Entre os metadados presentes em uma reconstrugao metabdlica, estdo informacoes sobre a este-
quiometria das reagoes. Desse modo, pode ser inferida a matriz estequiométrica desta reconstrugéo.
As dimensdes dessa matriz s8o0 m por n, onde m se refere ao niimero de metabolitos no sistema
e n se refere ao nimero de reagdes. J4 o contetido dessa matriz diz respeito & estequiometria de
cada metabolito para cada reagdo da rede. Por exemplo, o elemento (7,j) desta matriz indica o
coeficiente estequiométrico que o metabolito ¢ apresenta na reagéo j.

A matriz estequiométrica é uma pega central nas anilises do metabolismo, onde a maioria dos
métodos de anélise gravita em torno de uma tnica descrigio matemética (Llaneras e Pico, 2008): a
conservagio de massa dos metabélitos internos de um sistema. Seja z = (z1, z2..., Zm) 0 vetor que se
refere s concentragdes dos metabélitos internos do sistema, na unidade (mol/L), v = (v1,v2...,vy)
o vetor que se refere aos valores dos fluxos nas reages do sistema, na unidade (mol.L7'h™1) e § a

matriz estequiométrica, a referida conservagdo de massa é representada pela equacgéo 2.1:

dz
di

Com essa descrigdo matemadtica, é possivel fazer simulagGes computacionais sobre metabolismo

=S (2.1)

de modo a inferir as taxas de fluxo das reagdes. Essas simulagbes s@o muito importantes em en-
genharia metabdlica pois o conhecimento dos fluxos permite saber, por exemplo, quanto a célula
estd consumindo de determinado substrato e quanto estd produzido de determinado produto. Os
métodos desenvolvidos para resolver a equagdo 2.1 se classificam, de acordo com Gombert e Nielsen
(2000) em modelos cinéticos e modelos estequiométricos. Os primeiros trabalham com a equagéo
de conservacdo de massa, além de parametros cinéticos. O objetivo deste tipo de analise & determi-
nar a relagdo entre os fluxos das reagfes e as concentragoes internas dos metabélitos. A limitagdo
desta abordagem é que a determinagdo experimental da concentragao dos metabdlitos é muito de-
safiadora. J& os modelos estequiométricos sao mais difundidos pois usam algumas premissas que
visam facilitar na modelagem. Nesses modelos, se considera estado estacionario, que é a situagao
onde ndo ha variagdo na concentragdo dos metabdlitos internos ao sistema. A suposigdo de estado
estacionario também pode ser interpretada como a auséncia de actimulo de metabélitos internos.
Matematicamente, a condicao de estado estacionario é descrita pela equagdo 2.2:
we{l,...,m},%=o=>s-u=o 2.2)
Os modelos estequiométricos partem da equagdo 2.2 e a abordam de diversas maneiras. Dentre
elas, ganharam destaque a Analise de Balango de Fluxo. Nesse contexto, a maioria dos autores
considera modelo metabélico como sendo o formato computacional simulével que contém a matriz
estequiométrica, além de algumas restrigdes que servem para a Analise de Balango de Fluxo. Dentre
estes autores, alguns defendem ainda que o modelo néo basta ser simuldvel, mas também deve ser

preditivo, como é o caso de Rolfsson e Palsson (2015).



Capitulo 3

Montagem e anotacao do genoma de B.

sacchari

3.1 Consideragoes Preliminares

O genoma de Burkholderia sacchari foi sequenciado com a estratégia shotgun pelo Laboratério
de Bioprodutos da USP, que recorreu 4 empresa Macrogen para a prestagao do servigo. A tecnologia
de sequenciamento usada foi 454 GS FLX Titanium e o servigo como um todo compreendeu, além
do sequenciamento propriamente dito, a montagem do conjunto de reads gerados. Pelo fato da
montagem que foi entregue ter tido um carater preliminar, onde foi usado um 1nico software e com
os pardmetros padrdo, o presente capitulo visa olhar com mais cautela para este processo, tanto
por meio de montagens mais robusta, quanto pela validagio dessas montagens. Como a bactéria
nunca havia sido previamente sequenciada, a montagem dos reads gerados tem que necessariamente
seguir a abordagem de novo. Desse modo, abaixo é apresentada uma breve descrigao sobre o estado
da arte com respeito a esse tipo de montagem. Depois, serd mostrada qual foi a estratégia adotada
para B. sacchari, os métodos usados, e, finalmente, os resultados obtidos.

3.2 Revisao de Literatura

A montagem de novo de genomas sequenciados com a abordagem shotgun envolve, como dito
no capitulo anterior, a junc¢do de reads por meio da identificagdo de sobreposigdes em suas extre-
midades. Como sdo centenas de milhares ou milhdes de reads, se faz necessario o uso de métodos
computacionais para resolver a tarefa de monta-los para a obtengéo do genoma - e essa tarefa se
mostrou ser computacionalmente bastante desafiadora, com diversas formalizagdes apontando que
o problema seja NP-completo Nagarajan e Pop (2009).

Uma das primeiras formalizagdes tratava a montagem de reads como uma instancia do problema
de se achar o Shortest Common Superstring (SCS). Essa abordagem visava encontrar a menor
string ! que contém todos os reads como substrings. Além do inconveniente de que o problema
SCS ser NP-completo (Gallant et al., 1980; Maier, 1978; Réihd e Ukkonen, 1981), uma limitagao
desta abordagem é sua premissa. Nela, é assumido que o genoma é o resultado do menor caminho

a ser percorrido no grafo, entretanto, sabe-se que hd muitos elementos repetitivos no genoma e a

! string, em Ciéncias da Computagio, se refere a uma sequéncia de caracteres

11
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abordagem SCS, por otimizar o menor caminho, acaba por colapsar as repetigoes, enviesando o
genoma obtido.

Outras formalizagfes mais realistas, que levam em conta as repeticdes, foram entdo propostas.
Elas se baseavam no uso de grafos, mais especificamente na construcdo da montagem como a busca
por caminhos em um grafo formado a partir dos reads e serviram de base para a maioria dos software
de montagem atuais. Entretanto, todas essas abordagens também foram provadas ser NP-completas
(Medvedev et al., 2007).

Apesar de tanto as formalizagdes SCS quanto as baseadas em grafos tenham se mostrado compu-
tacionalmente intrataveis, Nagarajan e Pop (2009) comenta que essas provas se basearam em casos
de piores cenérios possiveis, onde o tamanho do read & menor que o padrio da repeti¢io, e argu-
mentam que em cendrios favoraveis, o problema da montagem pode ser devidamente tratavel. Desse
modo, a complexidade decorre da prépria composi¢do do genoma e dos reads. Em um trabalho pos-
terior, os mesmos autores argumentam que dependendo da estrutura dos reads, a montagem pode
variar de trivial, passando por computacionalmente intratével até impossivel (Nagarajan e Pop,
2013). Entretanto, alegam os autores que casos triviais sdo raros e que na maioria da vezes a
complexidade da montagem se faz presente.

A forma de resolver o impasse da complexidade da montagem para a maioria dos genomas (ou
complexidade préatica para Simpson e Pop (2015)), foi através do desenvolvimento de algoritmos
baseados em heuristicas. Para o caso da formalizagio SCS, o método usado foi o guloso (greedy).
Exemplos de montadores que usam esse método sdo, de acordo com Narzisi e Mishra (2011), TIGR,
PHRAP, CAP3, entre outros. Com relagdo as formalizagbes baseadas em grafos, trés métodos
foram desenvolvidos, de acordo com Simpson e Pop (2015) : Overlap-Layout-Consensus (OLC) cujas
implementagdes sdo encontradas em CELERA, CABOG, ARACHNE; grafos de de Bruijn, cujos
exemplos sdo Velvet e Euler e, por fim, string graphs, onde um representante é o Edena.

Esses métodos sao uteis pois permitem chegar a uma solugdo aproximada quando o problema
da montagem se revelar ambiguo, onde virios genomas sdo possiveis de serem reconstrufdos a partir
do mesmo conjunto de dados. Por outro lado, por serem aproximagoes, o resultado da montagem
usando essas heuristicas pode ser fragmentado e/ou sujeito a erros Ghodsi et al. (2013). Além disso,
de acordo com Howison et al. (2013), por ter que escolher deliberadamente uma solugéo entre uma
diversidade de possibilidades, as heuristicas acabam por afunilar o espago de solugbes possiveis até
“uma estimativa pontual da verdadeira sequéncia do genoma”, deixando fora desse espago solugdes
que poderiam ser igualmente viaveis.

Se Howison et al. (2013) alerta para a multiplicidade de hipéteses a jusante do processo de
montagem com algoritmos, Koren et al. (2014) alerta para a multiplicidade de hipbteses que podem
ser geradas & montante: diante do fato de que h4 uma grande quantidade de montadores disponiveis
para escolha, cada qual funcionando de acordo com um algoritmo, diante do fato de que dentro dos
préprios montadores h4 uma série de parametros que podem ser modificados e, por dltimo, diante
do fato de que o conjunto de reads pode ser tratado de diversas maneiras, entéo é possivel permutar
os fatores supracitados de modo a obter uma quantidade quase ilimitada de genomas montados.

Diante dessa multiplicidade de hip6teses a respeito do genoma tanto & montante quanto & jusante
da etapa de montagem, duas perguntas tem sido levantadas. Essas hipéteses seriam ao menos
consistentes entre si? E se nao, haveria alguma estratégia que levaria a uma melhor reconstrugdo do
genoma? Dois estudos que repercutiram bastante na comunidade bioinformética ajudam a jogar luz
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nessas questdes: Assemblathon Earl et al. (2011) e GAGE Salzberg et al. (2012). Neles, a resposta
para a primeira quest&o é que ndo hé consisténcia nem entre montadores diferentes e até mesmo, em
alguns casos, nem entre os resultados para o mesmo montador. A resposta & segunda questio & que
nao hd uma estratégia inica que seja a melhor. Cada montador seria bom em alguns aspectos, mas
perderia em outros. A maior concluséo destes estudos é que nio ha uma receita para a montagem
de novo de genomas. Foi a partir dessa conclusdo que Koren et al. (2014) sugere que a montagem
de novo de genomas deveria ser feita usando uma ampla variedade de estratégias e, entdo, elas
deveriam ser avaliadas de acordo com algum critério de interesse para que seja eleita a montagem
mais Util em relagéio & pergunta biolégica que esta sendo levantada.

Com relagdo & avaliagdo de montagens, os métodos e técnicas se dividem num sentido geral
em dois grupos: métricas internas, que usam somente informagdes tomadas da prépria montagem e
métricas externas, que requisitam informagdes adicionais (Ekblom e Wolf, 2014).

As estatfsticas padrdo foram as primeiras métricas internas desenvolvidas para a avaliagdo das
montagens e elas se baseiam em critérios de tamanho. Sdo exemplos: N50, tamanho do maior con-
tig, tamanho total da montagem, entre outras. Apesar de essas métricas ainda serem umas das
mais utilizadas, elas ndo conseguem capturar a qualidade da montagem Ekblom e Wolf (2014);
Nagarajan e Pop (2013); Narzisi e Mishra (2011); Vezzi et al. (2012a,b) e um exemplo disso é a
conclusdo do estudo de Vezzi et al. (2012a), que mostrou que a métrica N50 teve uma baixa cor-
relagdo com qualidade dos contigs montados. Assim, as limitagbes dessas estatisticas padrao fez
com que fossem desenvolvidas métricas internas mais robustas, como o uso de caracteristicas para
a detecgéio de inconsisténcias internas, que foi proposto por Phillippy et al. (2008).

Apesar dos avangos nas métricas internas, sfo as métricas externas que permitem uma avaliacao
mais acurada com respeito & qualidade da montagem. Nesse grupo se incluem o0 mapeamento contra
um genoma de referéncia, o sequenciamento de transcriptoma, entre outros. Entretanto, Vezzi et al.
(2012a) alertam que é preciso ter cautela com as métricas externas e argumentam, como exemplo,
sobre as limitagdes da métrica de alinhar os contigs montados contra um genoma de referéncia e

contar o nimero de misassemblies.

3.3 Estratégia adotada para B. sacchari

Embora Koren et al. (2014) estd se baseando em estudos feitos usando dados da tecnologia
[llumina para propor sua sugestdo (de montar o genoma usando uma série de estratégias e depois
selecionar a melhor baseada em critérios de interesse), ela ainda continua valida para dados 454 ao
se levar em conta estudos que comparam montadores especificos para dados dessa tecnologia. Um
desses exemplos é o trabalho de Finotello et al. (2012), que compara cinco montadores tanto com
relagdo 4 métricas internas quanto com relagdo a métricas externas e conclui que ndo houve nenhum
software cujo desempenho foi muito melhor do que os outros. Ao contrario, eles apresentaram
“diferentes caracteristicas em termos de acuracia e completude da montagem”.

Assim, serd usada a sugest@o de Koren e colaboradores neste trabalho, onde o genoma sera
montado usando vérios software e diferentes tratamentos do conjunto de reads bruto. Entao, os
genomas montados serdo sujeitos a avaliagbes com vistas a escolher a melhor montagem.

A escolha dos montaremos foi pautada em revisoes ja feitas acerca de montadores iteis para
pirossequenciamento e a escolha do método de tratamento dos reads foi pautada na estrutura e
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qualidade do conjunto de reads e na qualidade do sequenciamento usado. Por fim, a escolha das
métricas foi pautada em métricas internas, externas e também em métricas sobre o da anotagéo dos
genomas montados uma vez que isso tem intima relagdo com a qualidade da reconstrugéo e justifica

o motivo de montagem e anotagdo estarem juntas neste capitulo.

3.4 Materiais e Métodos

3.4.1 Obtengdo e descrigdo do conjunto de reads

O conjunto bruto de reads foi obtido através do sequenciamento de novo do genoma de B.
sacchari usando o sequenciador 454 GS FLX Titanium (Alexandrino et al., 2015). Os dados brutos
do sequenciamento estdo disponiveis em um arquivo no formato SFF (Standard Flowgram Format) e
foram depositados na base de dados Sequence Read Archive, do National Center for Biotechnological
Information. Nesta base de dados, os reads podem ser acessados através do identificador SRX736502.

Apé6s o sequenciamento de um genoma é bastante recomendado a anélise do conjunto de reads
brutos por software de controle de qualidade (Edwards e Holt, 2013). Estes software descrevem o
conjunto de reads gerados por meio de graficos e estatisticas como, por exemplo, a distribuigdo do
valor de qualidade para cada posi¢do do read, a presenga de adaptadores indesejados, o conteiido
GC, entre outras funcionalidades. Com os resultados dessa descrigdo & possfvel inferir a quali-
dade do sequenciamento feito e isso permitiria o posterior desenho experimental da estratégia de
preprocessamento dos conjunto de reads antes da montagem. Assim, com relag@o ao controle de qua-
lidade, foram usados dois software: o FASTQC (http: / /www.bioinformatics.bbsrc.ac.uk/projects/
fastqc/) e o Prinseq (Schmieder e Edwards, 2011). Este foi usado através de seu servidor web no
enderego http:/ /prinseq.sourceforge.net/ e aquele foi usado por intermédio da plataforma Galaxy
(Blankenberg et al., 2010; Giardine et al., 2005; Goecks et al., 2010), que & um conjunto de ferra-
mentas e algoritmos de bioinformatica que integra, entre outros, o FASTQC.

Uma vez que tanto o FASTQC quanto o Prinseq exigem que os dados estejam em formato
FASTQ e como os dados brutos gerados pelo sequenciador 454 estavam em formato SFF (Standard
Flowgram Format), foi necessério converté-los ao formato adequado. Para isso foi usada a ferramenta
SFF converter, disponivel dentro do proprio Galaxy, com parametro para nao modificar os dados.
O arquivo FASTQ gerado pelo Galaxy foi usado internamente pelo FASTQC, enquanto que para o
Prinseq, o arquivo precisou ser exportado para seu servidor.

Com os softwares de controle de qualidade foi possivel constatar que os dados brutos continham
785.669 reads, que somavam um total de 395.269.906 pares de base. A média de tamanho do conjunto
de reads & de 503,10 pb, com desvio padrdo de 39,83 pb. O menor e o maior read continham,
respectivamente, 53 e 1.200 pb. Essas informagdes a respeito da distribuigdo de tamanho dos reads
podem ser vistas na figura 3.1.

Além disso, observa-se que o conjunto de reads apresenta uma super-representagao dos nucleo-
tideos GACT em sua extremidade 5°, mostrada na figura 3.2. Entretanto, foi verificado que esses
nucleotideos sdo inerentes & propria tecnologia 454 e servem somente para calibrar o sinal de luz que
a reagdo de polimerizagio de DNA emite. Por ser uma sequéncia exdgena, a maioria dos montado-
res especificos para o pirossequenciamento consegue identificar e eliminar estes quatro nucleotideos

devidamente.
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Figura 3.1: Distribuicdo de tamanho dos reads provindos dos dados brutos.
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Figura 3.2: Super-representagio da sequéncia GACT na extremidade 5’ dos reads.

3.4.2 Selecdo dos algoritmos de montagem

Para a escolha dos algoritmos de montagem foi feita uma reviséo de literatura sobre monta-
dores especificos para a tecnologia de sequenciamento 454 GS FLX Titanium. Foram encontra-
dos dois artigos: “Comparative Analysis of algorithms for whole-genome assembly of pyrosequen-
cing data” (Finotello et al., 2012) e “Comparing de novo assemblers for 454 transcriptome data”
(Kumar e Blaxter, 2010). O primeiro faz uma analise comparativa de algoritmos de montagem
para o pirosequenciamento de DNA, enquanto que o segundo faz uma anslise comparativa para
a montagem do pirossequenciamento de RNA. Embora haja essa diferenca, o modo de funciona-
mento dos algoritmos independe da aplicagéio a que se destinam e, por isso, ambos os artigos foram
considerados como relevantes.

Os algoritmos analisados por Finotello et al. (2012) sdo os seguintes:

s Newbler
e Cabog

e Mira

e PCAP454

e CLC Assembly Cell

J4 no artigo de Kumar e Blaxter (2010), os algortimos analisados sdo:
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e Newbler
e CAP3
e MIRA
e SeqMan

e CLC Assembly Cell

Dentre estes sete montadores levantados, o CLC e o SeqMan, por serem acessiveis mediante
pagamento, n&o foram selecionados para uso neste trabalho. Além disso, PCAP454 néo foi encon-
trado e a referéncia que o citava, no trabalho de Finotello et al. (2012), estava desatualizada 2. Os
montadores restantes CABOG, MIRA, Newbler e CAP3 se mostraram viaveis e, por isso, foram os
escolhidos para a montagem do genoma de B. sacchari.

3.4.3 Selegdo da estratégia de pré-processamento dos reads

As estratégias usadas para o preprocessamento do conjunto de reads sdo divididas, de modo
geral, em remogdo de trechos de baixa qualidade nas extremidades destes fragmentos e em eliminagéo
de reads (Schmieder e Edwards, 2011). Esta tltima estratégia pode ainda ser dividida em eliminagdo
de reads seguindo algum critério de interesse (por exemplo eliminar reads com relagio ao tamanho,
ntimero de N’s, complexidade, entre outros), onde o objetivo é filtrar sequéncias de baixa qualidade,
e em eliminagio de reads aleatérios, onde o objetivo & realizar o downsample do conjunto de reads.
Nesse contexto, levando em consideragio a descrigdo que foi feita do conjunto de reads de B.
sacchari, foram desenhadas as estratégias de preprocessamento a seguir. Para cada uma das trés

estratégias apresentadas sido apresentadas justificativas acerca das escolhas que foram tomadas.

Remogao de trechos nas extremidades dos reads

Foi constatado que todos os quatro algoritmos de montagem selecionados realizam automatica-
mente a remogio de extremidades de baixa qualidade seguindo critérios préprios. Assim, optou-se
por deixar que cada algoritmo tomasse sua decisdo com respeito & estratégia de remogéo de extre-
midades. No entanto, também foi constatado que o CAP3 foi o unico montador que nao consegue
reconhecer GACT como um adaptador 454 e, por isso, ndo remove esta sequéncia da extremidade
5' dos reads. Diante disso, foi preciso remover a sequéncia GACT dos conjunto de reads bruto antes
da aplicagdo do montador CAP3 e, para tanto, foi usado o programa Trim sequences, disponivel
através da plataforma Galazy. J4 para os outros montadores, CABOG, Newbler e MIRA, foram
usados brutos sem modificaggo.

Eliminacdo de reads de baixa qualidade

H4 dois artigos na literatura que estudam os fatores que influenciam a qualidade dos reads
sequenciados com tecnologia 454 e esses artigos se mostraram bastante informativos para a escolha
da estratégia de eliminagfo de reads baseadas em critérios. De acordo com Huse et al. (2007), é
uma pequena quantidade de reads de baixa qualidade que contém a majoria dos erros encontrados

2 A referéncia é a pagina web http://www.medcomp.medicina.unipd.it/pcap454.html
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no sequenciamento 454 GS++. Além disso, a maioria desses erros encontrados foi associada a reads
cujo tamanho se afastava consideravelmente da média e reads que continham a presenga de até
mesmo uma Unica base N. Assim, o autor argumenta que & necessério eliminar reads com tais
caracteristicas para a obtencio de um conjunto de readscom maior qualidade.

Entretanto, o estudo mais recente de Gilles et al. (2011) argumenta que o padrdo de erros da
tecnologia 454 GS FLX Titanium é diferente da tecnologia 454 GS++ avaliada por Huse e cola-
boradores. Ao avaliar somente erros exclusivos para 454 GS FLX Titanium, Gilles e colaboradores
asseveram que para esta tecnologia a presenca de erros estd distribuida mais uniformemente e na
média ha poucos erros por read. Além disso, os autores atestam que no contexto da tecnologia 454
@GS FLX Titanium, a remogio de reads com erros pode néo ser efetivo na melhora da qualidade
global da montagem.

Com relagio ao exposto, optou-se por néo realizar a eliminacdo de reads de baixa qualidade.

Eliminagao de reads aleatdrios

No estudo comparativo entre montadores feito por Finotello et al. (2012), os autores fazem o
downsample do conjunto de reads da seguinte maneira: o dado bruto tinha 72x de cobertura e foi
reduzido até 4x por meio de intervalo de 4x, isto é, por meio de redugdes sucessivas que subtraiam
4x de cobertura a cada passo. No total, os autores obtiveram 18 subconjuntos a partir do original.

No caso do presente trabalho com B. sacchart optou-se por uma distancia menor entre o conjunto
de reads de menor cobertura e o maior. Essa opgéo foi baseada no manual de instrugdes do montador
MIRA, onde é sugerido que a cobertura seja mantida entre 18 e 60x de cobertura para dados 454.
Este manual se mostrou a anica fonte de informagGes, entre a literatura consultada, a respeito de
uma faixa de valores de cobertura ideais.

O dado bruto de B. sacchari tinha 49x de cobertura e foi filtrado para seis conjuntos de reads:

90% do total de reads, equivalente a 44,57x de cobertura;

80% do total de reads, equivalente a 39,62x de cobertura;

o 70% do total de reads, equivalente a 34,67x de cobertura;

60% do total de reads, equivalente a 29, 71X de cobertura;

50% do total de reads, equivalente a 24,76x de cobertura;

e 40% do total de reads, equivalente a 19,80x de cobertura;

Como o Newbler e 0 CABOG 3 requerem o formato de entrada SFF e o MIRA e 0 CAP3 requerem
o formato FASTQ, duas abordagens foram adotadas e sdo para se fazer cumprir o downsample
proposto: para o Newbler e o CABOG, usou-se o programa sff__extract (disponivel na prépria sufte
de aplicativos do Newbler) para filtrar reads do arquivo SFF. Ja no caso de MIRA e CAP3, usou-se
o programa seqtk (https://github.com/ lh3/seqtk). Essas duas abordagens sdo mostradas na figura
3.3.

30 CABOG, na verdade, ndo exige diretamente o arquivo SFF, mas sim o arquivo no formato FRG(frag). Entre-
tanto o CABOG possui o algoritmo sffToCA que converte o SFF para FRG.
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Figura 3.3: Tratamento dudo ao conjunto de reads. Os dados brutos gerados pelo sequenciamento 454 estdo
formatados em um arquivo SFF. A filtragem desse conjunto de reads bruto foi feita de acordo com os valores
da coluna do meio da figura e precisou ser feita de duas maneiras diferentes. Para os montadores Newbler
e CABOG usou-se a estratégia mostrada na coluna da esquerda, onde o arquivo bruto SFF foi filtrado pelo
programa sffextract. Para os montadores MIRA e CAPS usou-se a estratégia da direita, onde o arquivo bruto
SFF foi convertido ao formato FASTQ através da plataforma Galazy e este arguivo FASTQ foi fillrado com

o uso do programa seqtk

3.4.4 Montagem do genoma usando os algoritmos escolhidos

A montagem com o algoritmo Newbler foi feita usando o programa runAssembly da suite de
aplicativos GS Data Analysis Software, disponivel através do endereco http://454.com/products/
analysis-software/. Os parametros usados foram os padréo do programa. Para o montador MIRA, a
montagem foi baseada nas instrugdes presentes em seu manual, disponivel em http://mira-assembler.
sourceforge.net/docs/ DefinitiveGuide ToMIRA.html. O arquivo manifesto exigido para este monta-
dor foi configurado com os seguintes valores para o parametro job: genome, de novo e accurale.
Todos os outros pardmetros foram mantidos como padrédo. Com relagao ao montador CABOG, cada
arquivo SFF obtido através do processo de downsample precisou ser convertido ao formato FRG
através do programa sffToCA, disponivel no enderego eletrénico http://wgs-assembler.sourceforge.
net/wiki/index.php/SffToCA. Os parametros usados foram os padrdes. Finalmente, o montador
CAP3 foi obtido através do enderego http://seq.cs.iastate.edu/cap3d.html. De acordo com a docu-
mentagao presente no enderego mencionado, a montagem deve ser feita usando arquivos no formato
FASTA separados dos arquivos de qualidade QUAL. Desse modo, recorreu-se & plataforma Galaxy
para transformar cada um dos sete arquivos FASTQ obtidos nas etapas de tratamento em pares de
arquivos FASTA e QUAL. Com relagéo & montagem, todos os parametros usados foram os padrdes

do algoritmo.
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3.4.5 Anotagao das montagens

A anotagdo das montagens foi feita com a ferramenta RAST (Aziz et al., 2008; Brettin et al.,
2015; Overheek et al., 2014). O arquivo FASTA gerado pelos montadores foi submetido na plata-
forma web com todos os parametros padrdo, com exce¢io do Tazonomy ID, que é especifico para o

organismo em questdo e que para Burkholderia sacchari é 159450.

3.4.6 Avaliagao dos genomas
Meétricas padrao de montagem

As montagens foram avaliadas quanto & quanto as estatisticas padréo foi feita com a ferramenta
QUAST (Gurevich et al., 2013), através de sua aplicagdo pela linha de comando. Dentre as varias
métricas disponibilizadas pelo QUAST, foram selecionadas as seis métricas a seguir: nimero de
contigs gerados pelas montagens, nimero de contigs maiores de 1.000 pb, tamanho total da mon-
tagem, tamanho total da montagem considerando contigs maiores de 1000 pb, tamanho do maior
contig e N50. Esta tltima se refere ao tamanho no qual a soma de todos os contigs que sdo maiores
ou iguais a este tamanho representa pelo menos 50% do tamanho total da montagem. Como ja foi
mencionado na Revisio de Literatura, métrica de tamanho podem néo ter boa correlagdo com a
qualidade (Vezzi et al., 2012a) e, por isto, a avaliagio dessas métrica teve um carater exploratério

e eliminatorio.

Alinhamento com sequéncias conhecidas

Para validar as montagens, foram alinhadas todas as sequéncias disponiveis para B. sacchart no

NCBI contra cada uma das montagens. As sequéncias em questdo sdo descritas na tabela 3.1.

Nome N° de acesso NCBI Referéncia
Burkholderia sacchari strain IPT10 168 ribosomal RNA NR_025097 Brémer et al. (2001)
gene, partial,sequence
Burkholderia sacchari strain IPT101 xylose isomerase gene, FJ374785 Lopes et al. (2009)
complete cds
Burkholderia sacchari prp gene cluster, complete sequence AY033092 Bramer et al. (2002)
Burkholdceria sacchari strain IPT101 ATP synthase beta HQ398450 Estrada-de los Santos ct al. (2013)

chain (atpD) gene, partial cds

Burkholderia sacchari strain IPT101 glutamate synthase HQ398498 Estrada-de los Santos et al. (2013)
large subunit (gltB) gene, partial cds

Burkholderia sacchari strain IPT101 GTP binding protein- HQ398545 Estrada-de los Santos et al. (2013)
like (lepA) gene, partial sequence

Burkholderia sacchari strain IPT101 recombinase A-like HQ398592 Estrada-de los Santos et al. (2013)
(recA) gene, partial sequence

Burkholderia sacchari strain LMG 19450 DNA gyrase subu- HQ849212 Lemaire et ol (2012)
nit B (gyrB) gene, partial cds

Tabela 3.1: Sequéncias de nucleotideos disponiveis no NCBI para Burkholderia sacchari

O método de alinhamento usado foi 0 BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), através de
sua aplicagio pela linha de comando. Para alinhar as sequéncias escolhidas contra as montagens,



MONTAGEM E ANOTAGAO DO GENOMA DE B. SACCHARI 20

foi preciso indexar todos os conjuntos de contigs.

Estatisticas da anotagdo e comparagdo do contetido génico

A avaliacio das montagens se deu por meio do total de features obtidos. Esses features se referem
ao conjunto de genes que codificam tanto para proteinas quanto para RNAs. Essa informagao é
disponibilizada pelo préprio anotador RAST. Além disso, o anotador faz a inferéncia do provavel
nimero de genes faltantes a determinada anotagéo com base na comparagdo com as anotacoes em
seu banco de dados. Essa informacio também foi usada como critério de avaliagdo. Com relagao
ao contetido das anotagdes, foram feitas comparagdes par a par de todas as anotagdes para obter
0s genes que estavam presentes em uma, mas que ndo o estavam na outra. Para isso, foi usado o
programa Function Based Comparison do RAST.

3.5 Resultados e Discussao

3.5.1 Estatisticas das montagens

A montagem resultou nas estatisticas mostradas na tabela 3.2.

Tabela 3.2: Métricas de tamanho, obtidas com a ferramenta QUAST, para cada um dos 28 tratamentos
aplicados 4s montagens.

Me®)
s (20 op) 1gs 1000 oe) ) (Z 0 pb’ (/ 1000 9‘01 2107 cont
ento contiB® VT onti®® YT o 0¥ T vo t,om o™
Montador Trate™ N e ae Parnd® farnd® Tar \\\50
40 286 159 7,42 7,34 601.926 142.362
50 273 166 7,41 7,35 819.183 189.313
60 272 152 7,41 7,35 470.080 185.597
MIRA 70 250 152 7,40 7,35 542.291 189.369
80 245 124 7,40 7,33 685.421 189.991
920 270 145 7,41 7,35 686.205 189.308
100 292 150 7,42 7,35 686.322 189.355
40 87 87 7,16 7,16 570.114 166.060
50 80 80 7,16 7,16 569.773 191.037
60 86 86 7,17 7,17 569.808 188.353
CABOG 70 81 81 7,16 7,16 569.803 170.493
80 82 82 7,16 7,16 569.808 188.353
90 84 84 7,16 7,16 569.809 170.765
100 86 86 7,17 7,17 569.809 170765
40 118 92 7,25 7,24 569.723 195.614
50 116 84 7,25 7,24 603.044 209.081
60 114 78 7,25 7,24 603.061 214.207
Newbler 70 115 81 7,26 7,24 603.291 215.069
80 121 80 7,26 7,24 603.370 208.943
90 125 84 7,26 7,24 603.370 207.931
100 121 79 7,26 7,24 603.119 208.943
40 804 293 7,78 7,45 184.123 48.282
50 894 261 7,86 7,46 343.185 71.142
60 1.068 271 7,97 7,47 425,804 84.771
CAP3 70 1.191 264 8,06 7.47 216.046 68.857
80 1.327 256 8,16 7,48 462.612 83.853
90 1.457 282 8,27 7,51 352.436 85.116

100 1.692 359 8,51 7,58 220.836 66.466
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Com relagdo ao niimero de contigs, usualmente se usa a premissa de quanto menor o nimero
de contigs, melhor seria a montagem. Assim, analisando todos os contigs, 0 CABOG se sai melhor,
seguido de Newbler, MIRA e CAP3. Nota-se uma fragmentagao muito grande da montagem feita
por esse tltimo montador. Entretanto, pelo fato de que o CABOG apresentou o mesmo nimero de
contigs tanto para maiores de 0 pb quanto para maiores de que 1000 pb, nota-se que o montador
filtrou automaticamente, em razio dos parimetros padréo usados, os contigs abaixo de 1000 pb.
Assim, é mais razoavel comparar os contigs maiores de 1000 pb para todas as montagens e essa
comparagao mostra que o Newbler passa o CABOG, ficando em primeiro lugar. MIRA continua em
terceiro e CAP3 fica em ultimo, ainda fragmentando bastante, mas ndo tanto como antes.

O niimero de contigs, por sua vez, tem intima relagdo com o tamanho total da montagem. Assim,
também é viavel comparar somente os tamanhos totais quando se consideram os contigs maiores ou
iguais a 1000 pb. As maiores montagens so de CAP3 e MIRA, nesta ordem, e este fato se mostra
um reflexo de que os dois montadores também foram aqueles que produziram mais coniigs. Em
se tratando dos outros montadores, CABOG produziu as menores montagens e Newbler ficou na
terceira posiggo.

Com relagéio ao maior contig, o MIRA se mostrou o montador capaz de produzir os maiores
contigs, seguido por Newbler, CABOG e CAP3. E, por tltimo, sobre o N50, o Newbler se mostrou
o montador cujas montagens tem o maior N50, seguido de CABOG, MIRA e CAP3. Entretanto,
N50 tem relagdo com o tamanho total da montagem e este, como dito, tem relagdo com o nimero
de contigs obtidos. Assim, a plotagem cumulativa é uma alternativa para tirar o viés do nimero de
contigs. Por meio desta plotagem, mostrada na figura 3.4, é possivel visualizar como o incremento
do tamanho total da montagem quando se leva gradativamente mais contigs em consideragédo. Nela,
ainda se mantém o distanciamento observado do CAP3 para com os demais montadores.

Somadas todas essas observagdes, o panorama que se tem é que Newbler, CABOG e MIRA O
CAP3 apresentam diferentes pontos fortes. Newbler fica em primeiro em mais quesitos, CABOG na
maioria deles e MIRA se destacou na métrica de maior contig. Por outro lado, CAP3 apresentou os
piores resultados em todas as métricas analisadas. Desse modo, optou-se por exclui-lo das etapas
subsequentes de avaliagdo.

3.5.2 Alinhamento das montagens com sequéncias conhecidas

Das oito sequéncias de nucleotideos alinhadas, sete delas se alinharam por inteiro em todos os 21
conjuntos de contigs obtidos nas montagens, apés a eliminagdo do montador CAP3. Naturalmente,
o alinhamento teve alguns mismatches, mas ndo foi esse o fator mais relevante. Por outro lado, a
sequéncia NR_ 025097, do gene 168S, foi a responsével por alinhamentos que diferiram considera-
velmente entre os montadores. O resultado é mostrado nas figuras 3.5 , 3.6 e 3.7 . Nestas figuras,
a linha horizontal superior de cada subfigura representa o gene 165, que conta com 1.523 pares de
base. E a linha inferior representa o contig cujo alinhamento ao gene 163 se mostrou o mais extenso
dentre todos os alinhamentos encontrados com a ferramenta BLAST.

O MIRA se destacou pois todos os alinhamentos continham o gene 16S por inteiro. O Newbler
apresentou trés dos oito alinhamentos por inteiro e o CABOG n#o apresentou nenhum. Outro
destaque para o MIRA foi que, comparando aos alinhamentos inteiros do Newbler, o do MIRA se
encontrou sempre em um fragmento de 5000 pares de base, enquanto que 0 do Newbler estava em

um fragmento de 1.200 pares de base.
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Figura 3.4: Aumento cumulativo do tamanho da montagem conforme o incremento do nimero de contigs
para cada um dos tratamentos dados ao conjunto de reads.
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Figura 3.5: Resultado do alinhamento entre o gene 168 e o conjunto de contigs de cada montagem que
usou o montador MIRA. Cada uma das figuras a-g representa um iratamento dado ao conjunto de reads e,
nelas, a linha horizontal superior se refere ao gene 168, enquanto que a linha inferior se trata do contig que
btidos. A visualizagdo de todos os alinhamentos foi feila

apresentou o maior alinhamento dentre todos os o
usando a ferramenta Kablammo.
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Figura 3.6: Resultado do alinhamento entre o gene 1 6S e o conjunto de contigs de cada montagem que
uson o montador Newbler. Cada uma das figuras a-g representa um tratamento dado ao conjunto de reads
e, nelas, a linha horizontal superior se refere ao gene 165, enquanto que a linha inferior se trata do contig
que apresentou o maior alinhamento dentre todos os obtidos. A visualizacdo de todos os alinhamentos foi
feita usando a ferramenta Kablammo.
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Figura 3.7: Resuliado do alinhamento entre o gene 16S e o conjunto de contigs de cada montagem gque
usoun o montador CABOG. Cada uma das figuras a-g representa um tratamento dado ao conjunto de reads
e, nelas, a linha horizontal superior se refere ao gene 168, enquanto que a linha inferior se trata do contig
que apresentou o maior alinhamento dentre todos os obtidos. A visualizagio de todos os alinhamentos foi
feita usando a ferramenta Kablammo.



MONTAGEM E ANOTAGAO DO GENOMA DE B. SACCHARI 26

3.5.3 Estatisticas das anotagoes

As anotagdes com o RAST resultaram nos dados mostrados na tabela 3.3. Nela é possfvel
observar que a montagem com o MIRA resultou em anotagdes com mais features. Isso pode ter
relagio com a maior tamanho que da montagem doa MIRAs. Apesar de ter mais features, o MIRA

teve mais provaveis genes ausentes.

Tabela 3.3: Estatisticas das anotagédes.

Montador Tratamento Numero de features Numero de possiveis genes ausentes

40% 6971 79

50% 6.929 73

60% 6.935 73

MIRA 70% 6.931 67
80% 6.931 69

90% 6.931 80

100% 6.933 77

40% 6.713 61

50% 6.708 63

60% 6.721 63

CABOG 70% 6.706 64
80% 6.718 69

90% 6.708 69

100% 6.703 69

40% 6.776 73

50% 6.770 74

60% 6.774 68

Newbler 70% 6.770 77
80% 6.772 7

90% 6.780 77

100% 6.775 78

3.5.4 Comparagio do contetido génico

As comparagdes, com respeito ao conteddo de features, entre pares de anotagdo resultou nas
informagdes sumarizadas nas figuras 3.8 e 3.9 . Ambas as figuras dizem respeito ao nimero de fea-
tures que uma determinada anotagdo contém em relagéo & anotagio com que esta sendo comparada.
Entretanto, a diferenga entre as figuras é que para a primeira, sdo considerados todos os features
anotados, e para a segunda, séo considerados somente os features que dispunham de niimero EC
e/ou que se relacionavam a mecanismos de transporte.

Antes do detalhamento dos resultados, é importante pontuar como as figuras 3.8 e 3.9 devem
ser interpretadas. Para isso, o exemplo a seguir pode ser ilustrativo. Tomando a figura 3.8 como o
exemplo, em sua primeira linha e segunda coluna ha o nimero 1. Este valor deve ser interpretado

como a quantidade de features que sdo exclusivos da anotagio da montagem 100_MIRA ( montagem
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que usou o software MIRA com 100% do conjunto de reads ) quando esta é comparada com a
montagem 90_MIRA.

Desse modo, como é vantajoso para os préximos passos da reconstrugdo metabélica que o con-
teado da anotagio do genoma seja o mais completo possivel, seria interessante buscar, nas figuras
mencionadas, por colunas em cujas células estdo os menores valores possiveis.

O panorama que se observa & que, para a figura 3.8 , as montagens MIRA 50 e 60 se destacaram
pois suas colunas foram as que possufam os menores resultados. Ja com relagao & figura 3.9 , se
destacaram as mesmas anotagdes usando o MIRA, além de quatro anotagdes das montagens usando
o CABOG: 100_CABOG, 90_CABOG, 70_CABOG e 60_CABOG.
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Figura 3.8: Comparagio do conteddo de génico total entre pares de anotagdes. Para cada par, o valor
mostrado representa quantos produtos génicos estavam presentes em determinada reagdo (linhas), mas que
ndo o estavam na outra (colunas)
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Figura 3.9: Comparacio do contetido de génico entre pares de anotagdes. Para cada par, o valor mostrado
representa quantos produtos génicos que continham o numero EC ou que se relacionavam com mecanismos
de transporte estavam presentes em determinada reagao (linhas), mas que ndo o estavam na outra (colunas)

3.6 Conclusoes

Foi escolhida a montagem MIRA 29 para dar continuidade no processo de reconstrugéo meta-

bélica. A escolha se deveu ao fato dessa montagem ter tido resultados satisfatorios nos trés critérios

estabelecidos em comparagiio com as outras montagens.



Capitulo 4

Reconstrucao da rede metabdlica em

escala gendmica de B. sacchari

4.1 Consideragoes Preliminares

Neste capitulo, pretende-se reconstruir a rede metabélica de B. sacchari a partir do genoma
anotado que foi escolhido no capftulo anterior. Primeiro, seré {feita uma breve revisdo de literatura
visando mostrar como o modo de reconstruir redes metabolicas se alterou ao longo dos dltimos 30
anos e qual é seu estado da arte. Depois se afirmard a abordagem usada para o caso de B. sacchari,

a seguir serdo mostrados os métodos empregados e, por fim, os resultados obtidos.

4.2 Revisao de Literatura

Antes da era gendmica, o processo de reconstrugdo de redes metabélicas residia basicamente no
uso de informagdes a respeito da caracterizagéo bioquimica das enzimas de determinado organismo
e também de no uso de informagdes da literatura e essas reconstrugoes eram limitadas a poucos
organismos, como Escherichia coli, Clostridium acetobutylicum e Bacillus subtilis (Feist et al., 2009).

Com o sequenciamento do primeiro organismo néao viral em 1995 a biologia entra na era pés-
gendmica. A partir de entfo, ha uma disponibilidade cada vez maior de genomas sequenciados e
anotados e esse fato acaba sendo um divisor de 4guas com respeito ao modo como as redes metabo-
licas vinham sendo reconstruidas. Ao contrério de antes, o processo de reconstrugéo usa os genomas
anotados como esqueleto onde sdo adicionadas informagGes coletadas na literatura e a primeira
reconstrugdo da rede metabélica usando essa abordagem foi feita para a bactéria Haemophilus in-
fluenza em 1999 (Edwards e Palsson, 1999). Ela foi reconstruida baseada na anotagao do genoma
que havia sido feita por Fleischmann et al. (1995). Este trabalho também foi acompanhado de
estudos computacionais da rede reconstruida.

No ano seguinte, houve a reconstrugdo de mais um organismo modelo: Escherichia coli, no traba-
lho de Edwards e Palsson (2000a). Da mesma forma como para H. influenza, E.coli foi reconstruida
a partir de bases de dados e também teve suas capacidades analisadas in silico. Entretanto, estu-
dos posteriores fizeram a ligagdo entre modelo e experimentos. No trabalho de Edwards e Palsson
(2000b) a reconstrugdo foi usada para predizer o fenétipo de uma linhagem modificada e no tra-
balho de Edwards et al. (2001) o mesmo modelo foi usado para predizer o fenétipo em diferentes

29
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condigoes fisiologicas.

O sucesso dessas abordagens tanto in silico quanto in vivo incentivou a reconstrugdo de outros
organismos e fez com que comegassem esforgos em diregio & criagio de ferramentas para automatizar
partes do processo. Na primeira metade dos anos 2000, essas ferramentas ainda eram incipientes,
mas acabou por modificar 0 modo como a reconstrugéo era feita. Um exemplo dessas primeiras
ferramentas & o desenvolvimento do software Pathway Tools por Karp et al. (2002). O impacto
dessas ferramentas no processo de reconstrucio aconteceu em 2005, quando Borodina et al. (2005)
publicam a primeira rede reconstrufda de uma maneira semi-automatizada e fazem uma anélise
critica das lacunas deste tipo de abordagem.

Em paralelo & criagio das ferramentas, foi sendo desenvolvida uma metodologia para o processo
de reconstrugio. Reed et al. (2006) propde a fundamentagdo conceitual da érea, onde a reconstrugao
da rede metabolica passa a ser vista como uma insténcia do processo de anotagéo multidimensional
de genomas. Além disso, neste trabalho os autores propde um guia para o processo de reconstrugéo.
Essas orientagdes se amadurecem no trabalho de Feist et al. (2009), onde os autores descrevem
como processo de reconstrugdo que estd sendo feito & época e como elas estdo sendo curadas e
validadas. Em 2010, o amadurecimento da area culmina no procolo de instrugdes no trabalho de
Thiele e Palsson (2010a), mostrado na figura 4.1. Ainda hoje, ele representa o padrdo-de-ouro em
termos de metodologia para a condugio de reconstrugdes metabolicas. Se antes os organismos eram
reconstruidos com base em esforgos esparsos, a partir de 2010, diversos organismos sao reconstruidos
a partir desse guia.

Também por volta do fim dos anos 2000, florescem avangos na automatizacio das reconstrugao
no sentido de torna-las completamente auténomas. Esses softwares criam reconstrugoes automati-
camente e alguns deles, como no caso do novo Pathway Tools (Karp et al., 2010), geram até mesmo
os modelos metabolicos e também permitem etapas de anélise da rede. Em resumo, o protocolo de
Thiele e Palsson ¢ incorporado nas ferramentas de reconstrugao metabdlica que estao sendo desen-
volvidas e muitas reconstrugdes partem do uso dessas ferramentas automatizadas como ponto de
partida para a reconstrugdo. Desse modo, fica evidente a importancia das plataformas no processo
de reconstrugdo metabélica.

Com relagio aos desenvolvimentos acima mencionados, Monk et al. (2014) se propde a avaliar
o estado da arte na area e faz uma analise critica acerca do conhecimento metabélico de 117
reconstrugdes metabolicas. Os autores percebem um descompasso entre o ritmo de gerac@o de
reconstrugdes e o ritmo de geragéo de reagdes bioquimicas novas. Este aumentava a uma velocidade
bem menor do que aquele, indicando que maioria das reconstrugGes sao baseadas em outras ji
feitas e pouco contribuem na expansdo do conhecimento metabdlico como um todo. Além disso,
o0s autores apontam para uma outra limitagdo que permeia a maioria das reconstrugdes: a falta de
padronizagéo no vocabulério a respeito de metabdlitos e de reagoes. Os autores argumentam que a
falta de padronizagdo é um impeditivo para o estudo comparativo entre reconstrugdes metabdlicas
e afirmam que das 117 reconstrugdes analisadas, somente foi possivel a comparagio de 53 em razéo
dessa auséncia de controle de vocabulario.

A falta de padronizagéo é um tema recorrente em outros estudos criticos sobre as reconstrugoes.
Ravikrishnan ¢ Raman (2015) analisaram 99 reconstrugoes e, assim como Monk e colaboradores,
constatam que ha falta de padronizagio de metabélitos e reagbes para a maioria das reconstrugdes
analisadas e que isto é um gargalo para a comparagao entre reconstrugdes. Entretanto, Ravikrish-
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Reconstuciio aacunho

1) Obter anotagéio do genoma

2) identificar as fungSes metabdiicas candidatas
3) Obter as reagBes metabdiicas candidatas

4) Montar reconstruglio rascunho

5) Coletar dados experimantais

Rafinamento da reconstrucio

8) Determinar ¢ verificar o uso de substratos e cofatores
7) Obter a férmula neutra para cada matabdiito

8) Determinar a formula com cargas

9) Calcular & estequiometria da reacBo

10) Determinar a direcionatidade da reacio

11) Adiclonar informaciio sobre a localizagic dos genes e das reaglies
12) Adicionar Informag5es sobre subsistemas

13) Verificar @ assoclachio gene-protelna-reacio

14) Adicionar identificador aos metabditos

15) Determinar e adicionar métrica de conflanca

16) Adicionar referéncla @ notas

17) Identificar informac&io sobre outros organismos

18) Repetir 08 passos € a 17 para todos o8 genes

19) Adiclonar reacbes espontineas

20) Adicionar reacbes de transporte extracelular & perplasmdtico
21) Adicionar reacdes de troca

22) Adicionar reacles de transporte intracelular

23) Desenhar mapa metabdlico (opcional)

24-32) Determinar a composicio da biomassa

33) Adicionar reaclo de k cBo de bk

34) Adiclonar a reagio de manutengéo de ATP

35) Adicionar reagdes de demarxia

36) Adickonar reagdes de captaciio

37) Determinar o8 requisitos para meio da crascimento

Reunir os dados e dissaminar a rede

85) Imprimir o conteddo do modelo em Matlab
96) Adicionar Informagdes sobre lacunas na
reconstrugdo

"Avalincdo da rede

43-44) Testar se a rede estd balanceada quanto a carga & massa

45) ldentificar “becos sem salda™ metabdlicos

46-48) Realizar andlise de lacunas

49) Adicionar reagSes de troca falantes

50) Definir restric3es de troca para determinada condicéo

51-58) Testar 0 modelo para ciclos estequiomatricamente balanceados

58) Recalcular lista de lacunas

60-65) Testar s 08 precursores de biomassa podem ser produzidos em melo padriio
66) Testar se os pracursores de biomassa podem ser produzidos em outros meios
67-75) Testar se 0 modelo pode produzir produtos de excreclo conhecidos
76-78) Chacar reagles bloqueadas

79-80) Calcular o fendtipo resultante de delecies de um Gnico gene

81-82) Testar incapacidades j& conhecidas para o organisme

83) Comparar propriadades fisiolégicas praditas com propriedades conhecidas
84-87) Testar se o modelo consegue crescer répldo o suficiente

88-04) Teatar se 0 modelo cresce demasiadaments répido

38) Iniclallzar o COBRA Toolbox

30) Camegar a reconstrucio no Matiab
40) Verificar a matriz estequiométrica
41) Definir funglo objetivo

42) Definir restricBes

Figura 4.1: Protocolo de Thiele e Palsson (201 0)

nan e Raman vio além da identificagdo do problema e sugerem que esse gargalo poderia ser con-

tornado com o uso de ferramentas apropriadas como o MetRxn ([Kumar et al., 2012) e 0 MetaNeX

(Ganter et al., 2013), mas que ainda sio largamente subutilizadas.

4.3 Proposta adotada para B. sacchari

Tomando como base o estado da arte descrito, onde as ferramentas de reconstrucdo automa-

tizada desempenham um papel central, se es

sas ferramentas dispusessem de todo o conhecimento

bioqufmico disponivel, a questéo a respeito de como conduzir o processo de reconstrugdo poderia ser

reduzida & questdo de escolher a melhor plataforma dentre as disponfveis. Como isso nao & valido,

isto &, como estas ferramentas estiio restritas a uma ou poucas bases de dados, a questd@o sobre &
escolha do software passa a ser ofuscada por uma questdo muito mais premente: & necessirio que as
reconstrucdes geradas pelas ferramentas automaéticas sejam padronizadas, tal como foi alertado por
Monk et al. (2014) e Ravikrishnan e Raman (2015). Padronizar reconstrugBes traria mais robustez
as etapas de curadoria manual e faria com que diferentes reconstrugoes fossem comparéaveis. Dessa

maneira, no presente trabalho, o uso de ferramentas de padronizagéo de vocabulario & uma questio

central.

Com relagio a essas ferramentas de padronizagdo e unificagéo de bases de dados, Pfau et al.

(2015) comenta que MetaNetX é atualmente a ferramenta mais completa tanto porque padroniza

uma maior variedade de informagGes como porque permite, além da adequagdo de vocabulario, a

analise da rede metabdlica reconstruida.

Assim, a proposta de reconstrugéo para B. sacchari compreendera a escolha de uma ferramenta
de reconstrugdo automatizada e a padronizagao desta reconstrugdo com a plataforma MetaNetX. A
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rede reconstruida e com vocabulario controlado sera entdo sujeita a duas andlises que serao feitas
dentro da prépria plataforma do MetaNetX: Analise de Balango de Fluxo e Analise de Nocautes
de ReagBes. A primeira visa testar se a rede metabélica é capaz de suportar crescimento, ou seja,
se ndo haveria lacunas na formagéo de biomassa enquanto que a segunda visa testar o impacto da
auséncia de reagdes individuais no crescimento celular.

4.4 Meétodos

4.4.1 Selegao de ferramenta para reconstrucao automatica

Na literatura consultada, o trabalho de Hamilton e Reed (2014) foi o Gnico que comparou dife-
rentes ferramentas automaticas de reconstrugao metabdlica. Por isso, ele foi usado como guia para a
escolha da ferramenta para ser aplicada ao genoma anotado de B. sacchari. Nesse estudo, os autores
compararam quatro ferramentas de reconstrugéo automaética com respeito as etapas do protocolo
de Thiele e Palsson. Cada ferramenta foi investigada com rela¢io ao modo como executa cada uma
das etapas (ou conjunto de etapas): se a etapa é executada automaticamente sem o intermédio do
usudrio, se a etapa é executada mediante assisténcia do usuario e se a etapa nao é realizada. A
figura 4.2 mostra uma visdo geral das ferramentas analisadas e das etapas consideradas.

Automatico
Legenda Requer assisténcia

Sem suporte

SuBliMinaL
ModelSEED
RAVEN
PathwayTools

1) Obter anotagao do genoma
2) Ildentificar as fungdes metabdlicas candidatas
3) Obter as reagdes metabdlicas candidatas
4) Montar reconstrugéo rascunho
6) Determinar e verificar o uso de substratos e cofatores
7. 8) Obter a férmula neutra para cada metabdlito
9, 43-44) Calcular a estequiometria da reagéo
10) Determinar a direcionalidade da reagao
11) Adicionar informagé&o sobre a localizagao dos genes e das reagdes
12) Adicionar informagdes sobre subsistemas
13) Verificar a associagéo gene-proteina-reagéo
Refi fod 14) Adicionar identificador aos metabdlitos

15) Determinar e adicionar métrica de confianga

LOTEICAD 16) Adicionar referéncia e notas
17) ldentificar informag&o sobre outros organismos
19) Adicionar reagdes espontaneas
20) Adicionar reagGes de transporte extracelular e periplasmatico
22) Adicionar reages de transporte intracelular
23) Desenhar mapa metabdlico (opcional)
24-33) Determinar a composigio da biomassa ] =
34) Adicionar a reagéo de manuteng&o de ATP BT
35,36) Adicionar reagbes de demanda
37) Determinar os requisitos para meio de crescimento EE]
45) dentificar “becos sem salda” metabdlicos
46-48) Realizar anélise de lacunas
51-58) Testar o modelo para ciclos estequiometricamente balanceados
60-66) Testar se os precursores de biomassa podem ser produzidos em meio padréo

évaliacac da rede 67-75) Testar se 0 modelo pode produzir produtos de excre¢io conhecidos R
76-78) Checar reagdes bloqueadas
79-80) Calcular o fenttipo resultante de delegdes de um Unico gene
81-83) Testar incapacidades ja conhecidas para o organismo
83) Comparar propriedades fisioldgicas preditas com propriedades canhecidas
84-94) Testar se o modelo consegue crescer rapido o suficiente |

Elapas omitidas 6, 18, 21, 38-42, 49-50, 59, 95-96

Reconstrucio rascunho

Figura 4.2: As ferramentas de reconstrugdo automdtica incorporaram o protocolo de Thiele e Palsson.
Eztraido de Hamilton e Reed (2014).
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Dentre as ferramentas avaliadas, Model SEED se mostrou a mais adequada para reconstruir a
rede metabélica de B. sacchari. Primeiro pois é a ferramenta que mais executa etapas automati-
camente. Segundo porque consegue inferir a composi¢io de biomassa da bactéria e determinar o
requerimento quanto & ATP de manutengdo (Subliminal também consegue inferir a composigao de
biomassa, entretanto ndo consegue inferir ATP de manutengdo e também executa menos passos
automaticamente). Além disso, embora o estudo de Hamilton e Reed nao mostre esse fato, Model
SEED tem integragio com o anotador RAST usado na anotagéo do genoma montado. Desse modo,
Model SEED foi a ferramenta de reconstrugao escolhida.

4.4.2 Reconstrucio automatica com a ferramenta selecionada

O genoma anotado que foi selecionado no capftulo anterior foi submetido & reconstrugéo au-
tomética usando a ferramenta ModelSEED, versdo 1.0, disponivel no enderego eletrénico http:
/ /seed-viewer.theseed.org/seedviewer.cgi?page=ModelView, com parametros default.

4.4.3 Controle de vocabulario

A ferramenta MetaNetX foi usada através de sua aplicagio web, disponivel em http://metanetx.org /.
Através dessa aplicagio o modelo metabélico construido pelo Model SEED e em formato SBML foi
submetido. Os parametros usados so os seguintes: para o quesito Mapping to MNXref, o pardmetro
utilizado foi All E para o quesito SBML type o pardmetro utilizado foi SEED.

4.4.4 Anilise da rede reconstruida
Analise de Balango de Fluxo

Apesar de toda a complexidade envolvida no anélise de balango de fluxos, a plataforma Meta-
NetX s6 disponibiliza um tinico botdo para que essa anélise seja executada. Por tras desse bot&o, o
MetaNetX assume que a funcio a ser otimizada é a formagdo de biomassa e que os limites superi-
ores e inferiores para o fluxo pelas reagdes sdo aqueles configurados originalmente no modelo, néo
havendo possibilidade de alteragdes. Além disso, o MetaNetX assume que os metabolitos externos
sdo aqueles que sdo exteriores ao compartimento do citosol. A ABF foi executada no modelo de B.

sacchari por meio do MetaNetX.

Analise de Nocautes de Reagoes

A ANR tem o mesmo embasamento teérico da ABF. Seu modo de funcionamento & através da
restrigao do limite superior e do limite inferior de uma reagio ao zero, isto &, o nocaute desta reagéo.
Para cada nocaute é feita a ABF e visando testar se o modelo consegue crescer naquela condigao,

ou, em outras palavras, se a equagdo de formagao de biomassa consegue suportar fluxo.
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4.5 Resultados e Discussao

4.5.1 Reconstrugido automatica

A reconstrugio automatica pelo Model SEED resultou em 1.511 reagdes, 1168 metabdlitos e
1545 peptideos. Além disso, o modelo conta com trés compartimentos: fora do sistema, espaco
extracelular e espago citoplasmatico . Com relagio a esses compartimentos, nota-se a auséncia do
espago periplasmatico, afinal Burkholderia sacchari € uma bactéria gram-negativa. A equagéo de
formagao de biomassa obtida é mostrada na figura 4.3.

0.2030 pyridoxal 5'-phosphate + 0.003¢ Mn(2+) +
35.54@03 H20 + ©.0030 (65)-5,6,7,8-tetrahydrofolate +
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1.0000 RNA transcription + 0.0030 Mg(2+) + 0.1206 L-
tyrosine + ©.2039 holo-[acyl-carrier protein] + 0.1794
L-serine
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0.003@ (6S)-5-methyl-5,6,7,8-tetrahydrofolate + @.2466
L-arginine + ©.1278 L-methionine + 0.2110 L-threonine
+ 0.0030 Co(2+) + 0.0030 menaquinone-8 + 2.5098
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Figura 4.3: Representagdo esquemdtica da equagdo de formagdo de biomassa de B. sacchari inferida pela
ferramenta Model SEED

4.5.2 Adequacdo de vocabulario

A adequagéo de vocabulario resultou no seguinte mapeamento. Com relagao as reagoes, das 1.511

reagdes, 1.467 foram mapeadas 4 linguagem MNXref com identificador e descri¢do diferente. As 44
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reagdes restantes foram parcialmente mapeadas. Com relagdo aos metabdélitos, do total de 1.168,
1.081 foram mapeados com identificador e descri¢ao diferente, 86 foram mapeados com identificador
diferente, mas com a mesma descricio e um metabdlito foi mapeado com ambos identificador
e descricio iguais. Por tltimo, com relagio acs compartimentos, dos trés compartimentos, dois
foram mapeados com identificador diferente, mas com a mesma descri¢do e um foi mapeado com
o mesmo identificador mas com descri¢do diferente. Além disso, a classificagiio das reagoes feita

automaticamente pelo MetaNetX culminou nos resultados mostrados na figura 4.4:

Classificac3o das reagdes quanto 3 localizagdo Resultado
g 8,9%
ReagGes que acontecem 10,7% !
dentro do citoplasma 161 135
ReacoOes de transporte entre
a regido extracelular e o 1215
Regido extracelular citoplasma (89,4%)
Reagdes de transporte
entre a regido Citop. <-> citop.

extracelular e o Regido extrac. <-> citop.

Compartimento externo ao citoplasma Comp. ext. <-> Reg. extrac.
modelo
Classificagdo das reacdes quanto a associagdo Resultado
200000C ®—
j 136
| l 1375
A+B<-> C A+B<—-> C (91%)
{ | L ) J
T |

Reagdes Associadas: estdo

associadas a um ou mais

Reagdes Orfds: ndo se
encontram associadas

Reagdes associadas
Reagdes orfas

genes/proteinas
Classificacdo das reagdes quanto a Resultado
direcionalidade
A+B<-=> C A+B-->C
\ J
S L f 822 689
Reagdes (54,4%)  (45,6%)
Reagdes Bidirecionais unidirecionais
Unidirecionais
Bidirecionais

Figura 4.4: Classificagdo das reagdes de B. sacchari pelo MetaNetX quanto a localizagdo, associagdo e
direcionalidade.
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4.5.3 AnaAlise da rede reconstruida
Analise de crescimento

A andlise de crescimento realizada através da Analise de Balango de Fluxo resultou em cresci-

mento celular. Isso indica que ndo ha lacunas entre os precursores e a formagéo de biomassa.

Analise de nocautes de reagoes

A anslise de nocautes de reagdes resultou em 293 nocautes letais. Isso quer dizer que cada
presenca é obrigatéria para que to que os precursores da reagao de formagao de biomassa . Dentre
esses nocautes, chamaram atencdo aqueles que estavam envolvidos com o transporte entre compar-
timentos. A lista desse subconjunto de nocautes letais é mostrada na tabela 4.1. Nesta listagem, o
que chamou atencéo foi a presenga do carboidrato trealose (3% linha da tabela, a,a-trehalose). A
presenca da reagdo de transporte de trealose do meio extracelular para o meio intracelular implica
que trealose ¢ essencial para B. sacchari e que a bactéria néo seria seria capaz de crescer na auséncia
desta fonte de carbono. Este resultado, porém, est4 em conflito com o que se sabe sobre a fisiologia
da bactéria. No artigo que descreve B. sacchari como uma nova espécie, Bramer e colaborado-
res realizaram testes de assimilagio de varias fontes de carbono e constataram que a bactéria nao

consegue crescer quando usa somente trealose como finica fonte de carbono (Brémer et al., 2001) .

Tabela 4.1: Subconjunto dos 293 noucates letais que envolvem o transporte de metabdlitos entre o compar-
timento externo e a regido extracelular

1 L-lisina [extracelular] <==> 1 L-lisina |externo]
1 Co(2+) [extracelular] <==> 1 Co(2+) [externo]

1 a ,a-trealose [extracelular] <——> 1 e,o-trealose |externo]
1 tiamina [extracelular] <==> 1 tiamina [externo]
1 Mg(2+) [extracelular] <==> 1 Mg(2+) [externo|
1 Fe(2+) [extracelular] <==> 1 Fe(2+) [externo]

1 espermidina [extracelular] <==> 1 espermidina [externo]
1 Fe(3+) [extracelular] <==> 1 Fe(3+) [externo]

1 glicilasparagina [extracelular] <==> 1 glicilasparagina |externo]
1 Zn(2+) [extracelular] <==> 1 Zn(2+) [externo]
1 Cl(1-) [extracelular] <==> 1 Cl(1-) [externo]
1 Cu(2+) [extracelular] <==> 1 Cu(2+) [externo]
1 Mn(2+) [extracelular] <==> 1 Mn(2+) [externo|
1 citosina [extracelular] <==> 1 citosina [externo]
1 Ca(2+) [extracelular] <==> 1 Ca(2+) [externo]
1 K(+) [extracelular] <==> 1 K(+) [externo]

Desse modo, na tentativa de solucionar o conflito entre reconstrugao e evidéncia biolégica, foram
percorridas todas as reagdes desde a entrada de trealose na célula até a formagdo de biomassa e
foi constatado que o gargalo estava na produgdo de glicose-1-fosfato, afinal a reconstrugdo obtida
apresenta esta molécula como precursora longinqua da formacdo de biomassa e s6 trealose conse-
guiria suprir a célula com glicose-1-fosfato. Assim, pesquisou-se dentro do proprio MetaNetX de
onde poderia estar sendo providenciada a glicose-1-fosfato em outros organismos e foi constatado
que G1P pode ser produzido através de G6P. Essa reagdo se mostrou relevante pois a conversao de
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Tabela 4.2: Reacdes envolvendo G1P que estdo presentes em outros modelos, mas que ndo o estdo em B.
sacchari. Os modelos usados foram bigg iJN746, bigg_iAF1260, seed_ Seed272560_3 e iso_1Y0844_fluzi
para P. putida, E. coli, B. pseudomallei e B. subtillis, respectivamente. Todos os modelos foram obtidos
através do MetaNetX

Organismo Reagoes

Pseudomonas putida KT2440 1 G6P [¢] <=1 G1P [c]

1 GBP [] <=1 GIP [¢]
1 GIP [e] ->1 GIP [x]
Escherichia coli K12 1 GIP [p] + 1 H20 [p] ->1 fosfato [p] + 1 D-glicose [p]
1 G1P [¢] + 1 a-maltohexaose [c] <=>1 fosfato [c] + 1 a-maltoheptaose [c]
1 a-D-galactose-1P |¢] + 1 UDP-D-glicose [¢] <=>1 G1P |¢] + 1 UDP-a-D-galactose ]

1 CDP-D-glicose [c] + 1 difosfato [c] <=>1 H(+) [¢] + 1 G1P [c] + 1 CTP [¢]
Burkholderia pseudomallei 1 fosfato [c] + 1 sacarose [c] <=>1 GIP [c] + 1 D-frutose [c]
K96243 1 G6P [¢] <=1 GIP |¢]

1 G6P [¢] <=:»1 G1P |c]

2 fosfato [c] + 1 G1P [e] ->2 fosfato [e] + 1 G1P [c]

1 G1P [e] ->1 G1P [x]

2 GIP [¢] ->1 D-glicose [c] + 1 D-glicose-1,6-bifosfato [c]

Bacillus subtilis 168

G6P até G1P poderia fazer com que a célula ndo se limitasse & trealose.

Entretanto, era preciso ter mais respaldo antes de simplesmente adicionar a equagao, entdo no
intuito de procurar por alguma falha na anotagio ou alguma anotagdo equivocada, recorreu-se a
base de dados MetaCyc para procurar pela reagio desejada. Foi verificado que ela é catalisada pela
enzima fosfoglucomutase, de nimero EC 5.4.2.2., e o panorama encontrado é mostrado na figura
4.5. Nesta figura, nota-se que a enzima fosfoglucomutase de Pseudomonas aeruginosa é capaz de
catalisar tanto a reagéo 5.4.2.2 desejada quanto a reagéo correlata 5.4.2.8, onde é usado o substrato
manose, ao invés de glicose.

Foi visto, através do anotador RAST, que o namero EC 5.4.2.8 esta presente em B. sacchari.
Desse modo a sequencia de Pseudomonas e de B. sacchari foram alinhadas e o resultados indicou
55% de identidade e 72% de aminoacidos positivos. As sequéncias das duas enzimas, além do
resultado do alinhamento, sio mostrados na figura 4.6.

Esses resultados foram considerados como evidéncias de que a reagéo de converséo entre G6P e
G1P pode ocorrer em B. sacchari. Assim, a reagao foi adicionada & reconstrugio. Para comprovar
o sucesso das alteragdes, foi feita uma nova anélise de nocaute, que revelou 288 reagdes letais. A
tabela 4.3 mostra a disjungéo entre os dois conjuntos. Nela consta a presenga da equagdo de entrada
de trealose na célula e isso significa que a alteragéo feita foi responsavel por mudar a essencialidade

do modelo quanto & trealose, fato compativel com os resultados de Briamer et al. (2001).

4.6 Conclusoes

A rede metabolica em escala gendmica de Burkholderia sacchari foi reconstruida e esta disponivel
nos formatos SBML e arquivo TSV (Tab-Separated Values - arquivo cujos valores estdo separados
por tabulagdo). Além da reconstrugdo foi feita uma etapa de curadoria manual que resultou na
inclusdo de uma reagio no modelo. Nessa. etapa, foi usado como premissa a equagdo de formagdo de
biomassa gerada pela ferramenta Model SEED. Por ser uma reagdo inferida com base na composigao
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Saccharomyces

Homo saplens

Archasoglobus fulgidus
Bacillus subtilis

Escherichia colf Laclococcus factis Solanum tuberosum

Figura 4.5: A enzima fosfoglucomutase em diferentes organismo. Esta figura mostra a relagdo. Eztraido do
banco de dados MetaCyc.

Tabela 4.3: Lista mostrando o disjungdo entre os 293 nocautes letais obtidos antes da reanotagio e os 288
nocautes letais obtidos na andlise posterior

1 a ,o-trealose [e] <=>1 a ,a-trealose [x]

1 UDP-D-glicose [c] + 1 difosfato [c] <=>,1 H(+) [c] + 1 G1P [c] + 1 UTP [c]

1 G6P [c] + 1 UDP-D-glicose [¢c] <=>1 H(+) [c] + 1 UDP [c] + 1 o ,a-trealose 6-fosfato [c]
1 UTP [¢] + 1 ADP [c] <=>1 ATP [¢] + 1 UDP [c]

1 o ,a,-trealose [e] + 1 fosfoenolpiruvato [c] <=>1 piruvato [c] + 1 & ,a-trealose 6-fosfato [c]

de outras bactérias, esta rea¢do esté sujeita a erros.

Por fim, & necessario mencionar que apesar das caracteristicas de interesse da plataforma Me-
taNetX (principalmente a completude de sua padronizagéo e a possibilidade de realizar analises da
rede), foram observadas algumas lacunas que dificultaram o processo de curadoria manual da en-
zima fosfoglucomutase. Quando se leva em consideragéo que as etapas de refinamento do protocolo
de Thiele e Palsson, mais especificamente a etapa 18, sugerem que cada gene seja inspecionado indi-
vidualmente, estas lacunas identificadas podem tornar a curadoria da reconstrugao de B. sacchart,
nos moldes do MetaNetX, demasiadamente longa e enfadonha. Desse modo, essas lacunas foram

enderegadas neste trabalho e seréio pormenorizadas no capitulo seguinte.
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phosphoglucomutase

PAOY1 / 1C / PRS 101 /

QUERY
>p|P26276 | ALGC_PSEAE Phosphomannomutase/

0S=Pseudomonas aeruginosa (strain ATCC 15692 /

LMG 12228) GN=algC PE=1 Sv=4
MSTAKAPTLPASIFRAYDIRGVVGDTLTAETAYWIGRAIGSESLARGEP

SBJICT
>fig|159450.65.peg.551 Phosphomannomutase (EC
5.4.2.8) [B. sacchari]
MISQSIFKAYDIRGVIGKTLDTDTARAIGRAFGSEVRAQGGDAVVIARD
GRISGPDLSAALADGLRAAGVDVVNVGMVPTPYGYFAASVPLKLASGER
SIDSCIVVTGSHNPPDYNGFKMVLRGKAI YGEQIQALYQRIVDERFESG
AGTYADYDIADEYIARIVGDVKLARPMKIVVDTGNGVAGALAPRLFKAL

CVAVGRDGRL SGPELVKQLIQGLYDCGCQVSDVGMVPTPVLYYAANVLE
GKSGYMLTGSHNPPDYNGFKIVVAGETLANEQIQALRERIEKNDLASGY
GSVEQVDILPRYFKQIRDDIAMAKPMKVVVDCGNGVAGVIAPQLIEALG
CSVIPLYCEVDGNFPNHHPDPGKPENLKDL IAKVKAENADLGLAFDGDG
DRVGVVTNTGTIIYPORLLMLFAKDVYSRNPGADIIFDVKCTRRLIALI
SGYGGRPYMWKTGHSLIKKKMKETGALLAGEMSGHVFFKERWFGFDDGI
YSAARLLEILSQDQRDSEHVFSAFPSDISTPEINITVTEDSKFAIIEAL
QRDAQWGEGNITTLDGVRVDYPKGWGLVRASNTTPYLYLRFEADTEEEL

LARIQADFKRVILAEKPDAKLPF

GCELVELFTEVDGTFPNHHPDPAHPENLQDVIRALKETDAEVGFAFDGD
GDRLGYVTKDGEIIYPDRQLMLFAEEVLSRNPGKQIIYDVKCTRNLAKW
VKEKGGEPLMWKTGHSLVKAKLRETGAPLAGEMSGHVF FKDRWYGFDDG
LYTGARLLEILTRVADPSKLLNGLPNSHSTPELQLKLEEGENFALIAKL
QQNAKFTGADDVITIDGLRVEYPDGFGLARSSNTTPVVVMRFEADNDAA

ERIKTYFRNQLKAVDSSLPVPF

Identidades
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Sbjct 5
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Sbhjct 65
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Shjct 245
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Sbjct 305
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Sbjct 364
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Sbjct 424

= 253/461 (55%), Positivos = 331/461 (72%), Gaps = 10/461 (2%)
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SIF+AYDIRGV+G TL +TA IGRA GSE A+G V + RDGR+SGP+L L G
SIFKAYDIRGVIGKTLDTDTARAIGRAFGSEVRAQGGDAVVIARDGRISGPDLSAALADG 64

LVDCGCQVSDVGMVPTPVLYYAANV-LEGKSG==~~-~~ VMLTGSHNPPDYNGFKIVVAG 123
L G V +VGMVPTPY Y+AA+V L+ SG +++TGSHNPPDYNGFK+V+ G
LRAAGYDVVNVGMVPTPVGYFAASVPLKLASGERSIDSCIVVTGSHNPPDYNGFKMVLRG 124

ETLANEQIQALRERIEKNDLASGYGSVEQVDILPRYFKQIRDOIAMAKPMKVVVDCGNGY 183
+ + EQIQAL +RI SG G+ DI Y +I D+ +A+PMK+VVD GNGY
KAIYGEQIQALYQRIVDERFESGAGTYADYDIADEYIARIVGDVKLARPMKIVVDTGNGY 184

AGVIAPQLIEALGCSVIPLYCEVDGNFPNHHPDPGKPENLKDLIAKVKAENADLGLAFDG 243
AG +AP+L +ALGC ++ L+ EVDG FPNHHPDP PENL+D+I +K +A++G AFDG
AGALAPRLFKALGCELVELFTEVDGTFPNHHPDPAHPENLQDVIRALKETDAEVGFAFDG 244

DGDRVGYVTNTGTIIYPDRLLMLFAKDVVSRNPGADI IFDVKCTRRLIALISGYGGRPVM 303
DGDR+GVVT G IIYPDR LMLFA++V+SRNPG II+DVKCTR L + GG P+M
DGDRLGYVTKDGE L IYPDRQLMLFAEEVLSRNPGKQI T YDVKCTRNLAKWVKEKGGEPLM 304

WK TGHSL IKKKMKETGALLAGEMSGHVF FKERWFGFDDGIYSAARLLEILSQDQRDSEHV 363
WKTGHSL+K K++ETGA LAGEMSGHVFFK+RW+GFDDG+Y+ ARLLEIL++ D <+
WK TGHSLVKAKLRETGAPLAGEMSGHYF FKDRWYGFDDGLYTGARLLEILTR-VADPSKL 363

FSAFPSDISTPEINITVTEDSKFAIIEALQRDAQW-GEGNITTLDGVRYDYPKGWGLVRA 422
+ P+ STPE+ + + E  FA+I LQ++A++ G ++ T+DG+RV+YP G+GL R+
LNGLPNSHSTPELQLKLEEGENFALTAKLQQNAKFTGADDVITIDGLRVEYPDGFGLARS 423

SNTTPVLVLRFEADTEEELERIKTVFRNQLKAVDSSLPVPF 463
SNTTPV+V+RFEAD + L RI+ F+ + A +PF
SNTTPYVVMRFEADNDAALARIQAOFKRVILAEKPDAKLPF 464

Figura 4.6: Alinhamento entre as duas enzimas fosfomanomutases usando a ferramenta BLAST.



Capitulo 5

Representacao da rede metabdlica
reconstruida como um banco de dados

orientado a grafo

5.1 Consideragoes Preliminares

As lacunas que foram identificadas na ferramenta MetaNetX com respeito as etapas de curado-
ria manual sdo tratadas no presente capitulo. Resolver tais lacunas, ou pelo menos apontar diregdes
para resolvé-las, é importante pois trard mais robustez e agilidade ao extenso processo de curadoria
manual que precisara ser feito em trabalhos futuros que tenham em vista o refinamento da recons-
trugdo rascunho de Burkholderia sacchari. Assim, diante da importéncia da curadoria manual, este
capitulo é dedicado & proposta de uma nova forma de representar a reconstrugéo metabélica para
superar as lacunas encontradas. Assim, primeiro serdo descritas as dificuldades encontradas, depois
ser4 proposta a nova forma de representagéo e, por fim, serd mostrado como ficaria o processo de

curadoria manual com a nova representagao.

5.2 Lacunas encontradas no processo de curadoria manual

5.2.1 Dificuldade em se percorrer vias metabolicas

Durante as etapas de curadoria manual da enzima fosfoglucomutase, foi necessario inspecionar os
componentes da rede metaboélica de B. sacchari para descobrir qual era a razdo de trealose ser uma
fonte de carbono essencial, enquanto que os dados experimentais indicavam a situagfo contréria.
Desde a entrada de trealose na célula, cada passo foi inspecionado segundo o procedimento descrito
na figura 5.1. Nesse processo, o nome do metabélito era inserido no campo de buscas e os resultados
exibidos mostravam em quais reacdes aquele metabdlito aparecia. Entdo, repetia-se esse processo
tantas vezes quanto fosse necessério. Dois problemas se mostram aqui: a dificuldade de se percorrer

as vias metabolicas e a auséncia de uma visdo geral sobre elas.
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Figura 5.1: Ezemplo ilustrando como vias metabdlicas podem ser percorridas usando o MetaNetX. Para
examinar os componentes de uma via metabdlica, € necessdrio acessar a lista de todas as reagdes da re-
construgdo de interesse (primeiro screenshot), onde hd um campo designado para buscas. Como exemplo,
pesquisou-se por glicose-1-fosfato e a busca resultou em quatro reagdes que contém esse metabslito (segundo
scrennshot), onde glicose-1-fosfato foi destacado em amarelo. A seguir, supondo que o metabslito dTDP-
alfa-D-glicose seja de interesse, seu nome deve ser inserido novamente no campo de buscas, que resultou em
duas reagdes (terceiro screenshot). Por fim, esse procedimento se repete quantas vezes necessdrio.

5.2.2 Dificuldade na edigao da reconstrugao

Para inserir reacdes na reconstrucgo foi necessario escolher a reagio desejada através da plata-
forma web, escrevé-la no campo indicado na figura 5.2 e, entdo, realizar a fuséo (com a ferramenta
Split/Merge) das duas listas de reagdes (a reconstrugéo que se estd curando e a reagdo individual
visada). Todo este procedimento descrito se mostrou excessivamente burocratico e demandou muito
tempo para a execucdo de uma tarefa aparentemente simples de adicionar uma reagéo & recons-
trucéo que se estd curando. Igualmente burocratico é o procedimento de retirar reagdes de uma
reconstrugdo. Apesar de ndo ter sido removida nenhuma reacdo durante as etapas de curadoria

manual, foi feito um exemplo de como seriam estas etapas (figura 5.3).
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Figura 5.2: Etapas necessdrias para a inclusdo de uma reagdo individual ou uma lista de reagdes na re-
construgdes em que se estd curando pela plataforma MetaNetX. Considerando uma reconstrugio ezemplo
que foi inserida no MetaNetX (primeiro screenshot), para adicionar uma lista de reagdes de interesse a essa
reconstrugdo, primeiro € necessdrio inseri-la na plataforma do MetaNetX (segundo screenshot), onde ela
serd tratada como uma reconstrugdo (lerceiro screenshot). Depois, € preciso mesclar as duas reconstrugées
(quarto screenshot) para finalmente obter uma reconstrugdo curada (quinto screenshot)
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Figura 5.3: Etapas necessdrias para a remogio de uma reagdo individuel ou uma lista de reagdes na recons-
trugdes em que se estd curando pela plataforma MetaNetX. Considerando uma reconstrugio exemplo que foi
inserida no MetaNetX (primeiro screenshot), para remover uma lista de reagées de interesse dessa recons-
trugdo, primeiro € necessdrio inseri-la na plataforma do MetaNetX (segundo screenshot), onde essa lista
serd tratada como uma reconstrucdo (terceiro screenshot). Depois, é preciso combinar logicamente as duas
reconstrugdes por meio do operador ldgico NAO, que ird criar uma reconstrugdo final contendo as reagdes
que 86 pertencem a reconstrucio ezemplo e ndo & lista adicionada (quarto screenshot)
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5.3 Proposta de solugao das lacunas identificadas

Diante das lacunas identificadas, elas poderiam ser resolvidas usando uma variedade de abor-
dagens. Para restringir o espago de soluges, foi usada como ancora uma outra lacuna identificada
na literatura: o problema da representacéo das reconstrucoes.

Apesar de muitos trabalhos se referirem as reconstrugdes metabolicas como bases de conheci-
mento (Feist et al., 2009; Hamilton e Reed, 2014; Heavner e Price, 2015; Thiele e Palsson, 2010a,b),
a maioria das reconstrugdes continua sendo publicada como planilhas eletrénicas e/ou como arqui-
vos no formato SBML (Ravikrishnan e Raman, 2015). O caso nio é diferente para o MetaNetX.
Nele, as reconstrugdes estdo disponiveis tanto em arquivos TSV (que indiretamente se referem a
tabelas) como em arquivos SBML nas versdes 2 e 3.

Esses dois formatos, entretanto, ndo séo os ideais para se representar reconstrugées metaboélicas.
De acordo com Ravikrishnan e Raman (2015), representa¢bes em planilhas eletrénicas, por ndo
serem estruturadas, sdo dificeis de serem validadas e sua andlise pode ser complexa. Com relagdo
aos arquivos SBML, Heavner e Price (2015) afirmam que este formato é atil para a representagao
de modelos metabélicos, mas ndo o & para a representagdo de reconstrugdes metabolicas. Para elas,
0s autores sugerem que a estrutura de bancos de dados seria a mais adequada:

“...current standards for structured data formats that enable publishing and exchanging models
(such as the Systems Biology Markup Language (SBML) or the Minimal Information Required
in the Annotation of Models (MIRIAM) standard are designed for model exchange, rather than
reconstruction exchange. It is likely that exchange and annotation of a reconstruction requires
a database schema definition, rather than a markup language, which may be more suitable for
exchange of functional models.” (Heavner e Price, 2015)

Nesse contexto, a sugestdo de Heavner de representar reconstrugdes como base de dados foi
usada para guiar a escolha de uma solugao para as lacunas encontradas no processo de curadoria
manual. Com relagdo aos tipos de bancos de dados, Robinson et al. (2015) afirma que dados muito
interconectados sdo melhor representados por meio de bancos de dados ndo relacionais, mais es-
pecificamente por meio de bancos de dados em grafo. Esse tipo de banco representa as entidades
como noés e os relacionamentos como arestas que ligam os nés. De acordo com os autores, esse tipo
de representagdo deixa mais intuitiva a modelagem conceitual dos dados e torna as pesquisas por
buscas de caminho no grafo mais rapidas.

Como os dados de uma reconstrugao metabélica sao muito interconectados, seria interessante,
entdo, de acordo com Robinson e colaboradores, que fossem representados através de um banco de
dados em grafo. E dentre os varios bancos de dados em grafo existentes, foi visto que o OrientDB
(http://orientdb.com/) apresenta uma interface visual que seria til para o processo de curadoria
manual. Assim, representar tanto as informagdes contidas no MetaNetX quanto a reconstrugdo de
B. sacchari através do banco de dados em grafo OrientDB tem o potencial de resolver tanto as
lacunas encontradas durante as etapas de curadoria manual quanto a lacuna da representagdo das
reconstrugdes, identificadas por Ravikrishnan e Raman (2015) e Heavner e Price (2015), respecti-

vamente.
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5.4 Materiais e Métodos

5.4.1 Descrigao do conjunto de dados

Trés tipos de dados diferentes foram usados na nova proposta. Os dois primeiros se referem aos
dados de 30.897 reagses e de 124.835 compostos quimicos, que formam a base do MetaNetX. Estas
informagdes estdo disponfveis para download através do enderego http://metanetx.org/mnxdoc/
mnxref.html e estdo formatadas em arquivos TSV.

Para ilustrar como o arquivo de reagbes esta estruturado, suas duas primeiras linhas sdo mos-
tradas abaixo:

MNX_ID Description Formula Charge Mass InChi SMILES Source
MNXMO1 H(+) H 1 1.0079 InChI=1S/p+1 [H+] chebi:15378

E para ilustrar a estruturag&o do arquivo de compostos quimicos, também sdo mostradas suas

duas primeiras linhas:

MNX_ID Equation Description Balance EC Source
MNXRO1 1 MNXMO1l = 1 MNXM1 1 ‘H(+) > = 1 ‘H(+) ‘true MNXRO1l

O terceiro tipo de dado que foi usado no banco de dados em grafo diz respeito is reagdes que
estdo presentes em Burkholderia sacchari. Este arquivo também esta em formato TSV e um exemplo
de sua entrada é mostrado a seguir.

RES5447DA3_LR 1 MNXM10368@MNXC3 --> 1 MNXM2@MNXC3 + 1 MNXM8197@MNXC3
RE5447DA3_LR MNXR27639 4.2.1.0 seed:rxn05365

5.4.2 Modelagem conceitual do banco de dados

Baseado no contetido dos trés arquivos supracitados foi desenhado um banco de dados em que
ha trés tipos de classes de nés: Metabolitos, Reagoes Gerais e Reagdes Especificas. As reacoes gerais
sdo reagbes em que a direcionalidade ndo esta descrita. As reagdes especificas se diferenciam das
gerais ndo s6 pela presenca de direcionalidade, mas também por conter informacdes a respeito
das enzimas que as catalisam. Cada classe de nos criados contém uma lista de propriedades, como
mostra a figura 5.4, e as informagGes usadas para preencher essas listas foram retiradas dos arquivos
mencionados no item acima.

A modelagem dos relacionamentos entre os nés procurou ser o mais intuitiva possivel. Ha trés
tipos de relacionamento, todos unidirecionais: IS_ CONSUMED (é consumido) é a conexdo que
parte de um metaboélito substrato e vai até a reagdo geral que o consome. PRODUCES (produz)
é o relacionamento que parte de uma reacdo geral e chega em um substrato produto. E, por fim,
IS_INSTANCE_OF (é uma insténcia de) & o relacionamento que se origina de uma reagéo especi-

fica e vai até sua respectiva reagio geral.
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MODELAGEM CONCEITUAL MNX_ID:

Description:

Formula:

Charge:

Mass:

InChi:

SMILES:

Source:

IS_CONSUMED /_\ PRODUCES
r 3
Metabolite Metabolite
MNX_ID; MNX_ID:
Description: IS_INSTANCE_OF Description:
Formula: Formula:
Charge: Charge:
Mass: Mass:
InChi: InChi:
SMILES: SMILES:
Source: Source:
SpecificReaction

MNX_ID:

Equation:

Criginal Identifier:

EC number:

Pathway:

Source:

Organism:

Figura 5.4: Modelagem conceitual do banco de dados. Os nds pertencem a trés tipos de classes: Metabdlitos,
Reagoes Gerais € Reagdes Especificas. As propriedades de cada classe foram extraidas dos arquivos no formato
TSV do MetaNetX.

5.5 Resultados e Discussao

5.5.1 Percorrendo vias metabélicas com a nova proposta

Foi feito um exemplo de como seria a investiga¢do dos elementos de uma via metaboélica de uma
maneira sequencial na nova proposta de representagdo. A figura 5.5 mostra o passo-a-passo dessa
investigagdo por meio de seis screenshots. Os resultados indicam que a representacio da maneira
proposta traz mais agilidade & tarefa de percorrer vias metaboélicas. No banco de dados em grafo,
partindo de um metabélito de interesse, com dois cliques se chega a um metabélito produto. J4 na
curadoria usando a plataforma MetaNetX, para obter um metaboélito produto é necessério realizar
uma busca acerca do metabdlito de interesse.
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Figura 5.5: Eremplo ilustrando como vias metabdlicas podem ser percorridas usando o banco de dados
criado. Em (a), um metabolito de interesse € selecionado. Ao clicar nesse metabolito, um menu de opgdes se
abre (b) e, dentre elas, € possivel verificar com quais outros nds da rede este metabdlito tem relacionamento
IS_CONSUMED (c). Ao clicar nessa opgdo, é mosirado a rcagdo que consome este metabslito (d). De
maneira andloga, € possivel inguirir a reagdo para verificar quais metabolilos sdo produzidos por ela. Nesse
caso, clica-se na reagdo (e) e o resultado é mostrado na subfigura f.
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5.5.2 Edicao da reconstrugio com a nova proposta

Em razao da modelagem conceitual do banco de dados criado, h4 duas formas de adicionar
reagoes a ele. A primeira é a adigiio de reagbes gerais, que é mostrada na figura 5.6. Nela, primeiro
se adiciona um né representando a reacdo geral e , em seguida, sdo adicionadas as relagdes deste
nd para com os ndés que representam os metabélitos. Ja a segunda forma de adicionar reagdes é
através da adicio de reagdes especfficas. Este caso é similar ao caso acima, pois também comega
com a adigdo de um no representando a reagso, mas se diferencia no passo posterior, onde a reacgéo
especifica adicionada é ligada a uma reacio geral ja existente. Com relagiio & remogéo de uma
reagéo, quer seja ela geral ou especffica, o procedimento a ser empregado é mostrado na figura 5.7
e consiste em clicar na reagio que se deseja excluir, clicar no fcone lixeira no menu que aparecer e,
finalmente, confirmar a remocéo através de uma caixa de dialogo.

» L T e e gy
[omoe f e am—] ]
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[y,

/|
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Figura 5.6: Ezemplo ilustrando como uma reacio € adicionade ao banco de dados. Considerando dois
metabdlitos de interesse, para adicionar uma reacdo entre eles € necesdrio clicar no botdo Add Vertez ,
indicado pela seta vermelha na subfigura a. Depois de preenchidas as informagdes sobre a classe de né a
ser adicionada € os atributos desse nd, o banco de dados mostra o elemento adicionado em b. Entdo, para
indicar que o metabolito MNXM1458 é consumido pela reagdo adicionada, clica-se sobre o metabdlito e
seleciona-se a opgdo adicionar aresta. Dessa maneira, é preciso arrastar a aresta até o né de interesse (c)
e selecionar qual a classe deste relacionamento. Por ser uma relagio de consumo, foi selecionada a classe
IS_CONSUMED (d) e o resultado dessa inclusdo de relacionamento é mostrado em (e). Por fim, repete-se
o precedimento para o relacionamento de producdo entre a reagdo ezemplo e o metabdlito MNXM{05 (e)



REPRESENTACAO DA RECONSTRUGAO

e e e = |
m
o
L=
Y fé"
(a)
Basiworse | Shsturier | BrsarCown | v
|
[

(b)
(c)

o | S
1

L

(d)

Figura 5.7: Ezemplo ilustrando a remogdo de uma reagdo do banco de dados. Considerande uma reagdo
que deseja ser removida (a), ao clicar sobre esta reagdo, um menu de opgdes € exibido(b). Neste menu, o

icone lizeira indica a opgdo de delecdo do componente da rede. Ao clicar nesse icone e confirmar a delegio
(c), a reagio € excluida da reconstrugéo (d).
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5.6 Conclusoes

Foi obtida uma nova forma de representar e armazenar a reconstrugdo de B. sacchari. Esta
nova forma, o banco de dados em grafo, resolve a questdo proposta por Heavner e Price (2015) da
auséncia de formatos robustos para reconstrugdes, traz mais intuitividade no processo de percorrer
os elementos de uma via metabélica e torna a questdo da alteragdo da reconstrugdo mais 4gil.
Entretanto, a solugio proposta ainda deixa em aberto o gargalo de transformar a reconstrugao

editada para um formato simuldvel, como, por exemplo, os arquivos SBML.



Capitulo 6

Consideracoes Finais

6.1 Contribuigoes

Este trabalho tem trés contribuigées principais: primeiro, o conhecimento do contetido genémico
da bactéria Burkholderia sacchari; segundo, o conhecimento de sua rede metabélica; terceiro, uma
proposta de representacao de reconstrugoes metabolicas através de um banco de dados orientado a
grafos.

Com relago as duas primeiras contribui¢Ges, sua importancia est4 relacionada ao modo como
facilitam o ciclo de engenharia metabélica da bactéria, onde o conhecimento do conteindo gendémico
e a relagao deste com o reactoma é extremamente itil tanto para identificar gargalos na producio de
algum produto de interesse quanto para atacé-los por meio de estratégias de modificagdo genética.

Entretanto, apesar da importancia deste trabalho ter sido, desde o comego, atrelada & pesquisa
aplicada de B. sacchari, este trabalho também pode ser visto do ponto de vista da pesquisa basica.
Sawana et al. (2014) fizeram uma analise filogenomica do género Burkholderia e seus resultados
mostram que algumas assinaturas moleculares seriam o indicio de que este género seria composto
por dois subgrupos distintos. Os autores propde entdo que o género Burkholderia deveria ser dividido
em dois géneros: Burkholderia e Paraburkhoderia. No género que foi mantido estariam os organismos
patogénicos. No novo género, estariam espécies ambientais, que é o caso de B. sacchari. Nesse
contexto, a reconstrugdo que foi feita para Burkholderia sacchari representa apenas a segunda
reconstrugéo de uma espécie de Burkholderia e a primeira do novo género proposto Paraburkholderia
(figura 6.1). Desse modo, a reconstrucéo de B. sacchari é importante também para a pesquisa basica,
onde pode ser usada em anélises comparativas entre o metabolismo desta espécie e o metabolismo
das espécies patogénicas.

Com relagfo & terceira contribuigdo, sua importancia est4 no modo como ele facilita as etapas
de curadoria manual que precisardo ser feitas nas etapas de refinamento da rede. Nesse sentido, a
importancia do banco de dados desenvolvido ndo se restringe ac escopo deste trabalho e pode se

estendida para qualquer reconstrug@o metabdlica.
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que a espécie apresenta rede metabdlica em escala genémica reconstruida. Adaptado de Sawana et al. (2014)
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6.2 Sugestoes para Pesquisas Futuras

O genoma de B. sacchari foi recentemente ressequenciado, desta vez usando tecnologia Illu-
mina MiSeq com reads pareados. Esse novo sequenciamento poderd ajudar na reducgio do niimero
de contigs obtido com a montagem usando a tecnologia 454. Um exemplo disso é o trabalho de
Utturkar et al. (2014), que mostrou que a montagem hibrida contendo dados 454 e Illumina supera
a montagem individual.

Com relag@o & anotagao e reconstrugao metabdlica, é necessario que estudos futuros revisem a
equacao de biomassa que foi proposta computacionalmente. Isso poderia, num primeiro momento,
ser feito usando as descrigbes sobre a composi¢do bioquimica de B. sacchari presente no estudo
de Bramer et al. (2001), mas também deveria ser complementado com outros experimentos. Neste
altimo caso, uma sugestao é seguir as diretrizes do trabalho de Tervo e Reed (2013), onde é proposto
um arcabougo computacional para guiar o desenho de experimentos que visam corrigir a equagao
de formagio de biomassa.

Uma outra sugestdo é acerca da curadoria manual da reconstrugdo. Com base nos estudos de
Brémer ef al. (2001); Mendonga et al. (2014), seria prontamente possivel curar manualmente as vias
do propicnato, de catabolismo de xilose, e vias de assimilagao dos coprodutos usados.

Com relagdo a representagdo como um banco de dados em grafo, as sugestGes para pesquisas
futuras seriam colocar o banco de dados em grafo criado numa aplicagdo web que poderia ser usada
por diversos usuarios. Seria de grande valia nesse caso tornar as funcionalidades mais intuitivas a
usuarios que tem pouco conhecimento sobre programacao e bancos de dados. Além disso, seria im-
portante para a transparéncia da reconstrugdo (Heavner e Price, 2015) que as inferéncias feitas por
homologia pudessem ser distinguidas daquelas inferidas por meio de evidéncia bioquimica. Nesse
sentido, Thicle e Palsson (2010a) propde um critério de confianga que atribui notas as reagdes de
acordo com o tipo de evidéncia encontrada. Nessa proposta, o valor 4 se refere a evidéncia bioqui-
mica, 3 & dados genéticos experimentais, 2 tanto & dados fisiol6gicos quanto & dados obtidos por
inferéncia de funcdo de produtos génicos, 1 a inferéncia mediante modelagem da rede reconstruida
e 0 se refere & auséncia de evidéncia. Desse modo, a inclusdo desse sistema de classificagdo poderia
ser de fato implementada na base de dados em grafo através da criagdo de um par chave-valor para

a entidade Reacao.



Apéndice A
Artigo publicado

Comunicagdo do sequenciamento e montagem do genoma de Burkholderia sacchari na revista
Genome Announcements.
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urkholderia sacchari LMG 19450 was isolated in the 1990s

from the soil of a sugarcane plantation in Brazil (1) and was
described as a new species (2). This bacterium has attracted inter-
est from industry because of its capability to metabolize different
carbon sources (sucrose, xylose, organic acids, etc.), reach high
cell densities, and accumulate high levels of polyhydroxyalkano-
ates (PHA) (3-5) and also because it is sensitive to a large number
of antibiotics (3). The aim of sequencing the genome was to iden-
tify genes involved in the catabolism of xylose and other sugars
derived from biomass, as well as genes involved in PHA metabo-
lism.

Genomic DNA was extracted using the DNeasy blood and tis-
sue kit (Qiagen). The DNA was concentrated to 353.9 ng/uL, and
the quality was assessed by agarose gel electrophoresis and on
a NanoDrop spectrophotometer (Thermo Scientific). Whole-
genome sequencing was performed by Macrogen (Seoul, South
Korea) using the 454 GS FLX sequencing platform, which gener-
ated 785,669 reads. The sequencing reads were assembled with
Newbler (Roche), and contigs annotation was carried out using
the Rapid Annotation Server Subsystem Technology (RAST) (6).

The draft genome is composed of 121 contigs with a total
length of 7,265,069 bp (depth of coverage, 49X) and a G+C con-
tent of 64.03%. The mean size of the contigs is 60,042 bp, and the
Ny, is 208,943 bp. RAST identified 6,741 coding regions, among
which there were genes related to carbohydrate catabolism, e.g.,
xylose transporter ATP-binding subunit (xylG), xylose trans-
porter substrate-binding protein (xylF), xylose isomerase (xylA),
xylulokinase (xyIB), and xylose operon regulatory protein (xy/R)
for xylose catabolism; to fatty acid catabolism, e.g., acyl-CoA
synthetase (fadD), acyl-coenzyme A (CoA) dehydrogenase
(fadE), enoil-CoA hydratase-S-specific (fadB-fad]); and to PHA
metabolism, e.g., polyhydroxyalkanoic acid synthase (phaC) and

May/June 2015 Volume 3 Issue 3 e00313-15
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3-ketoacyl-CoA thiolase (phaA). No pathogenesis-related gene
was found in B. sacchari LMG 19450. Only one gene associated
with resistance to antibiotics, encoding undecaprenyl diphospha-
tase, was found, and it has been associated with resistance to bac-
itracin (7).

Considering that this bacterium has the potential to convert a
wide range of carbon sources, B. sacchari LMG 19450 represents a
promising candidate for the production of FHA and other bio-
based products.

Nucleotide sequence accession numbers. This whole-genome
shotgun project has been deposited at DDBJ/EMBL/GenBank un-
der the accession number JTDB00000000. The version described
in this paper is the first version, JTDB01000000.
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