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Blast2GO é uma ferramenta de Bioinformadtica que

usa o Blast (Basic Local Alignment Search Tool) e 0 GO
(Gene Ontology) para identificar e anotar funcionalmente
genes por meio da busca de similaridade significativa com
sequéncias conhecidas armazenadas em bancos de dados.
A atividade tem como objetivo apresentar uma estratégia
para predizer genes a partir da andlise de sequéncias de
DNA de diferentes organismos, a fim de estudd-los do
ponto de vista funcional. A atividade é indicada para
estudantes de graduagio e pds-graduagio que ji cursaram
ou que estejam cursando Genética e pretende propiciar
ao estudante a oportunidade de ampliar o conhecimento
sobre as estratégias de analises gendomicas.
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FUNCAO PEDAGOGICA
Aatividade proposta permite mostrar

uma das possibilidades de anotagio
de sequéncias de 4cidos nucleicos. E a par-
tir da anotacao que é realizada a identifi-

cessos de transcri¢do e tradugdo, ajustando a
quantidade e o tipo de proteinas que serio
fabricadas.

Anotacao - identificacao

cagio e andlise dos elementos genéticos que
constituem a estrutura dos genomas. Um

dos primeiros e mais importantes passos
na anotagio ¢ a identificagio de genes, uma
vez que os estudos das regides codificadoras
fornecem muitas informagdes sobre o fun-
cionamento dos organismos. O Blast2GO é
uma ferramenta de Bioinformatica que usa

A identificagio e a anotagio funcional de
genes em sequéncias de 4cidos nucleicos
permite compreender a estrutura e o funcio-
namento do genoma. O processo de anota-
¢do do genoma requer uma etapa de identi-
ficagio das sequéncias do gene predito, bem

na sequéncia de DNA de
elementos funcionais para a
expressao génica, através de
ferramentas de bioinformatica
ou experimentais.

Genoma - conteddo inteiro

como a indicagio da fungio bioldgica dessas
sequéncias codificadoras. A identificagio
de genes em organismos procariotos é mais
simples devido ao tamanho e 4 estrutura dos

de material genético em
um conjunto haploide de
cromossomos de uma espécie.

Bioinformatica - conjunto

o Blast (Basic Local Alignment Search Tool)
e 0 GO (Gene Ontology) para identificar e
anotar funcionalmente genes em sequéncias
de 4cidos nucleicos por meio da busca de si-
milaridade significativa com sequéncias de
genes conhecidos e armazenados em bancos

de dados.

A atividade tem como objetivo apresentar
uma estratégia para predizer genes a partir
da anilise de sequéncias de DNA, utilizando
o programa Blast2GO, em trechos do geno-
ma das seguintes espécies: Escherichia coli,
Arabidopsis thaliana, Mus musculus e Homo
sapiens. A atividade pretende despertar o
interesse pelas dreas de genética molecular e
gendmica, a fim de consolidar conhecimen-
tos sobre estratégias de investigagio nessas
dreas da ciéncia.

PROBLEMA PROPOSTO

O DNA ou 4cido desoxirribonucleico é uma
macromolécula constituida por unidades
chamadas de nucleotideos, cada nucleotideo
é formado por um grupo fosfato, uma deso-
xirribose e uma base nitrogenada. E a ordem
das bases nitrogenadas nas sequéncias do
DNA que controla o funcionamento dos ot-
ganismos por meio da expressao génica,

seus genomas. Em procariotos, os genomas
sio menores e as regides génicas (que codifi-
cam para alguma proteina) sio colineares em
seus produtos génicos. Por outro lado, em
organismos eucariotos os genes estio locali-
zados em meio a uma enorme quantidade de
sequéncias nio codificadoras (intergénicas).
Além disso, os genes de eucariotos normal-
mente apresentam regides nio codificadoras
(introns) intragénicas. Apesar das dificulda-
des em estudar genes em genomas grandes e
complexos como os eucariotos, essas inves-
tigagGes tornaram-se possiveis a partir do
desenvolvimento de diversas ferramentas de
andlise de dados da bioinformatica.

A identificagio de genes pode ser realizada
utilizando-se caracteristicas intrinsecas do

cédigo genético, tais como os codons de

inicio e de parada. Além disso, é possivel
usar métodos baseados em similaridade de
sequéncias, uma vez que os genes sio iden-
tificados em fun¢io da quantidade de simi-
laridade com sequéncias génicas bem ca-
racterizadas e armazenadas em bancos de
dados gendmicos. Para genomas eucario-

tos, a anotagdo de genes usando métodos de
similaridade é mais eficiente, uma vez que os
métodos baseados em caracteristicas intrin-

de sistemas computadorizados
de informagdo e métodos
analiticos aplicados a problemas
bioldgicos.

Codon - sequéncia de

trés nucleotideos do RNA
mensageiro que codifica um
Gnico aminoacido.

Bancos de dados

gendmicos - bancos de

dados que disponibilizam as
sequéncias de DNA de diversos
organismos ja estudados em
todo o mundo. Geralmente os
dados sao disponibilizados via
web.

Expressao génica - processo

seguindo os padroes definidos no codigo
genético. Os genes codificam as proteinas

e as proteinas atuam sozinhas ou conjunta-
mente com outras macromoléculas para de-
sempenhar alguma fungio celular. Assim, os
milhares de genes expressos em uma célula,
em particular, determinam as fun¢des bio-
l6gicas ativas nessa célula. Além disso, cada
etapa do fluxo de informagoes do DNA para
o RNA e para a proteina fornece a célula
pontos em potencial para regulagio dos pro-

secas s30 mais propensos a erros em geno-
mas mais complexos.

Uma importante ferramenta para anotagio
do genoma ¢ o Blast2GO (CONESA et al.,
2005) que permite realizar a identificagio e a
anotacio funcional de sequéncias génicas. A

no qual a informacao contida
em um ou mais genes é usada
na sintese de um produto
funcional.

Codigo genético - conjunto

identificagio dos genes é realizada pelo Blast
(do inglés Basic Local Alignment Search Tool)
(Veja mais em ANTUNES et al., 2014), um
algoritmo que compara a sequéncia de dci-
dos nucleicos de interesse com outras sequ-

de correspondéncias entre
trincas de nucleotideos no RNA
mensageiro e aminodacidos na
proteina.
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éncias conhecidas e armazenadas em banco
de dados para diversos organismos. A com-
paragio ou anilise de similaridade entre as
sequéncias ¢ feita por meio do alinhamento.
O alinhamento permite comparar a corres-
pondéncia de nucleotideos entre duas ou
mais sequéncias. Em um alinhamento, as
bases correspondentes entre as sequéncias
recebem o nome de match, as bases nio cor-
respondentes recebem o nome de mismatch e
as regides onde ocorre inser¢io ou delegio de
bases recebem o nome de gap.

Existem varias possibilidades de alinhamen-
to entre duas sequéncias e o melhor alinha-
mento ¢ escolhido com base nos parimetros
valor de score e E-valor. O valor de score é
calculado com base nas pontuagdes dos
matchs, mismatch e gaps. Os matchs, que re-
presentam regides de similaridades entre as
sequéncias, geralmente recebem pontuagdes
positivas, enquanto, os mismatchs e os gaps,
que representam regides de diferencas entre
as sequéncias, recebem pontuag¢des negativas.
O melhor alinhamento é o que possui maior
valor de score e menor E-valor. O E-valor cor-
responde ao niimero esperado de sequéncias
com similaridade tio alta como a encontrada
por razio do acaso. Quanto maior o E-valor,
maior a chance das correspondéncias entre
as sequéncias nio serem verdadeiras, dessa
forma busca-se um E-valor menor que 10,
valor considerado como ponto de corte. Du-
rante o Blast, a similaridade de sequéncias é
investida considerando os sentidos 3'- 5 e 5'-

3’ da fita de DNA.

O Blast permite a andlise de similaridade en-
tre a sequéncia de interesse e sequéncias ar-
mazenadas em bancos de dados. Nesse sen-
tido, existem varios tipos de Blast. O Blastn
busca sequéncia de nucleotideos em banco
de dados de DNA. O Blastp busca sequén-
cias de aminoacidos em banco de dados de
proteinas. O Blastx busca sequéncias de nu-
cleotideo em banco de dados de proteinas. O
tBlastn busca sequéncias de aminoécidos em
banco de dados de nucleotideo. E o tBlastx
busca sequéncia de nucleotideos traduzidos
em banco de dados de nucleotideo traduzi-
dos. A identificagio de genes em sequéncias
de 4cidos nucleicos pode ser realizada usan-
do, por exemplo, o Blastp, para identificagio
de genes codificadores de proteinas.

Apés a identificagio das sequéncias dos ge-
nes, é feita a anotagio funcional usando o
Gene Ontology, uma iniciativa que visa rela-
cionar genes e produtos de genes para diver-
sas espécies. O GO tem como objetivo classi-
ficar e representar os genes em trés categorias
funcionais:

a) componentes celulares - o termo “compo-
nente celular” indica a localizagio do pro-
duto do gene na célula, ou seja, indica se
esta localizado em organelas, no citoplas-
ma, nicleo ou parede celular.

b) fungio molecular - o termo “fungio mole-
cular” indica a fun¢io bioquimica do pro-
duto de expressio (atividade enzimdtica,
catalitica, regulatéria ou outros).

c) processos biolégicos - o termo “processo
biolégico” indica processos mais comple-
x0s como vias metabélicas (respiragio ce-
lular ou metabolismo de carboidratos).

O mesmo gene pode ser anotado em um ou
nos trés termos do Gene Ontology. As ano-
tagdes funcionais e as relagdes estabelecidas
entre os genes baseadas no GO sio inferidas
a partir de semelhangas entre as sequéncias.
A anotagio funcional é realizada por meio da
andlise dos produtos da expressio do gene,
ou seja, das proteinas. Existe a possibilidade
porque a fungio das proteinas é associada a
presenca de dominios, que sio unidades es-
truturais, funcionais e evolutivas. Os domi-
nios sio responsaveis pelo dobramento das
cadeias de aminoécidos e determinam o pa-
pel global das proteinas. O alinhamento da
sequéncia de interesse com banco de dados
de dominios permite identificar as regides
funcionais das proteinas e assim classificar as
familias de proteinas. Por exemplo, os sitios
ativos das enzimas sio bastante conservados
e permitem identificar genes com fungio ca-
talitica. O compartilhamento de dominios é
resultado de duplicages génicas ao longo da
evolugio (genes ortologos). Nesse contexto,
a anotagio usando o Blast2GO faz uso do
GO e permite a anotagio funcional do geno-
ma em larga escala.

O Blast2GO é uma ferramenta desenvolvida
em linguagem JAVA que pode ser instalada
em servidores ou mesmo no computador
pessoal (é uma ferramenta computacional
automatizada que permite a anélise de um
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grande niimero de sequéncias com uma pre-
cisdo aceitdvel e uma velocidade suficiente).
A versdo basica é oferecida gratuitamente
para a comunidade cientifica para ser usado
sem fins lucrativos e a versio PRO, a mais
rapida, é oferecida liviemente por uma se-
mana para teste. O Blast2GO permite a
realizacio de anotacio funcional in silico,
que inclui andlises estatisticas e visualiza-
¢oes graficas dos resultados. Nesta ativida-
de serd realizada uma anilise utilizando o
Blast2GO versio PRO a partir de analise
de trés arquivos FASTA contendo partes

do Blast2GO, disponivel em https://
www.blast2go.com/. Em “Request a Free
PRO Trial’, checar se o computador uti-
lizado cumpre os requisitos necessdrios
para a execugio do software. Em segui-
da, o estudante deve acessar a pagina de
download em “https://www.blast2go.
com/blast2go-pro/b2g-register-basic” e
registrar-se. O estudante receberd um e-
-mail com o c6digo de acesso que devera
ser inserido na janela inicial do software
e ativado.

Arquivo FASTA - formato

de sequéncias do genoma de diferentes es-
pécies eucariotas e procariotas. Este arquivo
de entrada, obtido anteriormente a partir de
bancos de dados publicos, serd usado para
a identificagio e investigacio funcional das
sequéncias. Os estudantes terio que rodar
as andlises no Blast2GO e interpretar os re-
sultados. Os resultados obtidos representam
inferéncias sobre a sequéncia e fungio dos
genes, porem sio confidveis visto que os re-
sultados sdo estatisticamente significativos.
No entanto, os resultados poderio, poste-
riormente, ser testados experimentalmente
por pesquisadores visando a confirmacio
das informagdes obtidas.

INSTRUCOES
PARA O PROFESSOR

1 - E recomendivel que o professor aplique
esta atividade em turmas de Graduagio
que possuem conhecimentos de Gené-
tica Molecular, tais como estrutura de
DNA, mecanismos de expressio génica
e métodos de sequenciamento, incluindo
os métodos cldssicos e os de nova gera-
¢ao.

2 - A proposta de atividade pode ser reali-
zada em aula pritica em laboratério de
informdtica ou como atividade extraclas-
se. Recomenda-se que cada estudante
entregue um relatério ao final das ativi-

dades.

PROCEDIMENTOS
PARA OS ESTUDANTES

1- Apés receber do professor o roteiro de
atividades e os arquivos em formato
“fasta’, o estudante deve acessar o site

Em seguida, é preciso acessar “Downlo-
ad Blast2GO"; logo apds deve-se acessar
show more download options e selecionar
a opgio adequada ao computador em
uso para que o download seja iniciado.
Basta executar a instalagio nos padroes
de recomendacgio do préprio software;
ao terminar, clicar em finish e um icone
terd sido criado em sua 4rea de trabalho.
Esta versio serd disponibilizada gratui-
tamente por uma semana. Ao inicializar
o software, é preciso concordar com os
termos de uso e, em seguida, inserir o
cédigo enviado para o e-mail do estu-
dante no momento em que se registrou.

Apés a ativagio do cddigo de acesso, o
software estd liberado para uso. Na pat-
te superior direita serdo exibidos icones
que representam os passos de analise. O
estudante deve comegar pelo primeiro
start quando serdo inseridas as sequén-
cias. Clicando em ‘start, acessar a opgio
load sequences e uma nova janela serd
aberta. Nesta nova janela é preciso clicar
em Browse para escolher o arquivo a ser
carregado. Nio é necessdrio alterar os
demais parimetros. A sequéncia forne-
cida nesta atividade é de nucleotideos, o
que a torna compativel com o default do
B2GO. Ao final, a sequéncia carregada
aparecerd em verde no canto inferior es-
querdo da tela. As andlises deverio ser
realizadas, separadamente, para cada se-
quéncia.

Para iniciar as anilises, é preciso cli-
car no icone blast, escolher a op¢ao run
blast e serd exibida a op¢io de banco
de dados a ser utilizado. Recomenda-
-se manter o default do software que

de arquivo em que na primeira
linha hd o simbolo maior

(>), sequido pelo titulo da
sequéncia e nas linhas seguintes
apresentam as sequéncias

de bases nitrogenadas do

DNA ou de aminodcidos de
polipeptidios.
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utiliza o banco de dados do NCBL. E MATERIAL D|DAT|CO

preciso fornecer um e-mail vilido para

registro no NCBL

O professor deve fornecer aos estudantes:
o roteiro contendo as informagdes da segio

)
\

Avangando a execugio serd necessirio  “procedimento para os estudantes’, os arqui-
escolher um formato de arquivo de re-  vos .fasta contendo as sequéncias a serem
sultados (output) a ser gerado no fim da  analisadas; o questionério.

etapa. Recomenda-se que os estudantes

selecionem o formato html para visuali-  QUESTION ARIO

zagio grifica dos resultados. Selecionar a
pasta de destino dos outputs e clicar em
run. O Blast serd iniciado e uma barra de

1) Com base na tabela de resultados para
cada uma das sequéncias informadas res-

” ponder:
progressio aparecerd no local onde a se-
quéncia foi carregada. a) Qual foi o0 E-value de cada uma das se-
; ) quéncias?
6 - Ao final da execugio, aparecerd uma
mensagem informando que o estudante b) Quantas e quais foram as classificagdes
. . A s
deve prosseguir para as proximas etapas. GO para cada uma das sequéncias?
Neste momento ¢ preciso clicar no icone ¢) Comparando os trés E-values informar

interpro e escolher a op¢ao run InterProS- que sequéncia teve menor chance de
can. Com todas as opgdes de resultados erro tipo 1 e explicar.
selecionadas, prosseguir igualmente com

todas as anélises até chart. Nesta op¢io 2) Com base no grifico combinado para a

sequéncia de Escherichia coli, fazer uma
andlise descritiva da anotagio feita pelo

Blast2GO.

é necessario gerar as andlises graficas de
cada etapa separadamente. Acessando
chart, comece pela primeira opgio Pro-
ject Statistics e repita a agio até o im. Ao 3) e é um pesquisador que trabalha
fim de cada anilise estatistica, salvar os o

estio se submetendo
ormato pdf. Em stes entos. Em uma dada
mbinado com \tificad ‘ superexpressio
eciona- ! wtir d ‘sequéncia deste

o Blast2GO
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auxiliar os estudos de efeitos adversos. De
acordo com a anotagio utilizando o Blas-

t2GO e o grifico (GO graphs) obtido
a) Qual é o gene?

b) Qual o processo biolégico relacionado
a0 gene e qual é sua descri¢do?

¢) Qual a fungio molecular relacionada
ao gene e qual é sua descrigio?

4) Supor que o pesquisador estd estudando
diferentes condi¢oes de desenvolvimento
em plantas, utilizando o organismo mo-
delo Arabidopsis thaliana. Anotar sequ-
éncias de DNA de individuos que foram
submetidos A condi¢cdes de estresse hi-
drico durante seu desenvolvimento. Para
melhor entender os efeitos da privagio de
dgua em plantas.

a) Algum gene apresentou resposta ao
tratamento de estresse hidrico?

b) Fazer uma andlise do provavel motivo
do gene responder ao estresse.

ENTENDENDO A ATIVIDADE
(RESPOSTAS)

1) Com base na tabela de resultados para

cada uma das sequéncias informadas res-
ponder:

a) Qual foi o E-value de cada uma das se-
quéncias?

Resposta: Para a sequéncia de E. coli
foi obtido um e-value de 0,0. Para a
sequéncia de Homo sapiens foi obtido
e-value de 4,8E-75. E, para a sequén-
cia de A. thaliana, foi obtido e-value de
2,2E-39.

b) Quantas e quais foram as classifica¢des
GO para cada uma das sequéncias?

Resposta: Para H. sapiens foram obtidas
4 anotagdes nas categorias GO e, para
A. thaliana, foram obtidas 6. Para E.
coli, conforme exemplificado na figura
1, foram obtidas 9 classificagdes nas ca-

tegorias GO:

@ Blst26080ic | ————— - [E=n )
 Fite Analysiz  Tock View He

CRCSCHCRCHCECN] S
mvmvmvmmm.mvm waghs  selea [¥] Hide unselected sequences.
@ "B2G Table: Sequencias Escherichiaceli 51 | o GEB - o

c) Comparando os trés E-values informar
que sequéncia teve menor chance de
erro tipo 1 e explicar.

Resposta: Para a sequéncia de E. coli
foi obtido um e-value de 0,0. Para a
sequéncia de H. sapiens foi obtido e-va-
lue de 4,8E-75. E, para a sequéncia de
A. thaliana, foi obtido e-value de 2,2E-
39. Comparativamente, a sequéncia de
E. coli teve o melhor e-value, pois foi o
mais préximo de zero. Quanto maior
0 E-value, menor a confianca de que as
correspondéncias sejam reais, e maior a
chance da similaridade entre as sequén-
cias serem devido ao acaso. Ou seja,
para esta sequéncia, a probabilidade de
atribuicio de falso positivo, ou cometi-
mento do erro tipo 1 é 0.

2) Com base no grafico combinado para a

sequéncia de Escherichia coli fazer uma
andlise descritiva da anotagio feita pelo

Blast2GO.

Resposta: Foram identificados 14 ter-
mos GO de processo bioldgico e 4 de
componente celular. O processo bio-
légico do gene foi identificado como
organizagio da biogénese, divisio nu-
clear mitdtica e processo celular entre
outros. O componente celular formado
pelo produto do gene esti relacionado
4 membrana. Descri¢io do processo
biolégico: um processo do ciclo celular,
compreendendo os passos pelos quais
o nicleo de uma célula eucaridtica
divide; o processo envolve a conden-
sagio de DNA cromossémico numa

Figura 1.

Tabela de resultados do
Blast2GO exibindo e-value,
nimero de categorias GO
encontradas para a sequéncia
de E. coli e o nome de cada

categoria.
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forma altamente compactada. Produz
dois nicleos filhos, cujo complemento
cromossdmico é idéntico ao da célula-
-mae. Descri¢io do componente celu-
lar: componente de uma membrana

que consiste em produtos de genes e
complexos de proteinas que tém pelo
menos uma parte da sua sequéncia de
peptideo incorporado na regido hidro-
fébica da membrana.

GO-Description:
A cell cycle process comprising

the steps by which the nucleus of a

eukaryotic cell divides; the process
involves condensation of chromosomal DNA
into a highly compacted form. Canonically,

mitosis produces two daughter nuclei
whose chromosome complement is identical
to that of the mother cell.

cellular_component

G0:0016020 =2

art of

membrane part
G0:0044425

isa

intrinsic component
- of membrane

of membr

GO-Description:

The component of a membrane
consisting of the gene products and
protein complexes having at least
some part of their peptide sequence
embedded in the hydrophaobic region
of the membrane.

Figura 2.
Grafico combinado gerado a
partir da sequéncia de E. coli.
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3) Supor o seguinte: um pesquisador que

trabalha com pacientes que estio se sub-
metendo a testes de medicamentos. Em
uma dada amostra, foi identificada a supe-
rexpressio de um gene. A partir da sequ-
éncia deste gene, fazer a anotagio usando
o Blast2GO como uma andlise comple-
mentar a fim de identificar a provével fun-
¢io do gene afetado pelo medicamento,
que podera auxiliar os estudos de efeitos
adversos. De acordo com a anotagio uti-

lizando o Blast2GO e o grifico (GO gra-
phs) obtido:

a) Qual é o gene?

Resposta: Gene de NADH dehydroge-

nase.

b) Qual o processo biolégico relacionado
a0 gene e sua descrigio?

Resposta: Transporte mitocondrial de
elétrons. Envolvido na transferéncia de
elétrons do NADH para a ubiquinona,
que ocorre durante a fosforilagio oxi-
dativa, mediada pela enzima de mul-
tiplas subunidades conhecidas como
complexo I.

¢) Qual a fun¢io molecular relacionada ao
gene e sua descri¢ao?

Resposta: A, nio-covalente seletiva, mui-
tas vezes estequiométrica, interacio de
uma molécula com um ou mais locais
especificos sobre outra molécula.

molecular_function

binding

GO-Description:
The selective,
non-covalent, often stoichiometric,
interaction of a molecule with one
or more specific sites on
another molecule.

4) Supor o seguinte: um pesquisador estu-

dando diferentes condigées de desenvol-
vimento em plantas, utilizando o organis-
mo modelo Arabidopsis thaliana. Anotar
sequéncias de DNA de individuos que
foram submetidos a condi¢des de estres-
se hidrico durante seu desenvolvimento.

Para melhor entender os efeitos da priva-
¢do de 4gua em plantas.

a) Algum gene apresentou resposta ao
tratamento de estresse hidrico?

Resposta: Fator 3 de crescimento meris-
temdtico em raiz.

Figura 3.

Resultado obtido de funcao
molecular para a sequéncia de
H. sapiens.
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b) Fazer uma anélise do provivel motivo ~CONESA, A,; GOTZ, S; GAR(;TA—GO—

do gene responder ao estresse. MEZ, ]JM.; TEROL, J; TALON, M;
ROBLES, M. Blast2GO: a universal tool
for annotation, visualization and analysis in
gene que induz o crescimento de raiz functional genomics research. Bioinformatics
em um individuo que estd sob estresse Applications Note, v.21,n.18, 2005.

hidrico possivelmente estd relacionada GRIFEITHS, A. J. E; WESSLER, S. R.; CAR-
a0 tratamento, uma vez que algumas ROLL, S. B.: LEWONTIN R. C. Intro-
plantas tém como estratégia aprofun- ducdo ¢ Genética — Rio de Janeiro:Guanaba-
dar suas raizes para atingir niveis mais ra, 102 Ed., 2013.

profundos do solo em busca de dgua
quando expostas a condi¢des desfavo-

Resposta: A expressio diferencial de um

The Gene Ontology Consortium. “The Gene
o > Ontology project in 2008”. Nucleic Acids Res.
réveis de abastecimento. 36 (Database issue): D440-4. d0i:10.1093/
nar/gkm883. (January 2008).
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