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RESUMO

ESLABAO, Marcus Redil. Sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma
de um novo isolado de Leptospira borgpetersenii. 2012. 32f. Dissertacdo —
Programa de PdOs-Graduacdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas,
Pelotas.

A leptospirose é uma zoonose negligenciada com distribuicdo global. A doenca é
causada por bactérias patogénicas do género Leptospira, as quais acometem
humanos e varios animais domeésticos e silvestres, acarretando graves problemas a
saude humana e prejuizos na pecuaria. O presente trabalho teve como objetivo
sequenciar o genoma da Leptospira borgpetersenii sorogroupo Ballum cepa 4E,
isolada de camundongo doméstico (Mus musculus), um dos principais reservatorios
deste género. A sequéncia completa do genoma foi determinada através do sistema
SOLID™, onde foram obtidas mais de 85 milhdes de leituras com tamanho de 50 pb
cada. Essas leituras foram utilizadas para obtencdo de scaffolds dos dois
Cromossomos presente neste organismo, através de montagem ab initio com o0s
softwares Velvet e Edena; e posterior orientagdo das contigs com o software G4All.
Com a conclusdo da montagem, 0 cromossomo maior apresentou o tamanho de
3.071.053 pb, 40,58% de conteudo GC, 36 tRNA, 4 rRNA e 2.908 fases de leitura
abertas (ORF). Para o cromossomo menor o total de bases foi de 305.940 pb,
conteaddo GC de 40,25%, 277 ORFs, nenhum tRNA e rRNA foram preditos. Foi
observada uma reducdo do cromossomo maior da cepa 4E em ralacdo ao
cromossomo maior da cepa L550, onde 99 genes da cepa L550 nédo estédo presentes
na cepa 4E e cerca de 394 kb de regido ndo codificante também foi perdida. A
principal hipétese para a reducéo é o efeito da presenca de um grande namero de
elementos méveis, processo observado no genoma de outras cepas da espécie L.
borgpetersenii. O método Applied Biosystems SOLID™ 4 permitiu a determinacéo da
sequéncia do genoma de L. borgpetersenii cepa 4E, com ampla cobertura e
acuracia. Os metodos de montagem ab initio utilizados proporcionaram aproveitar ao
maximo as sequencias geradas.

Palavras-chave:  Sequenciamento. Leptospira. Genoma. Next-Generation

Sequencing.



ABSTRACT

ESLABAO, Marcus Redil. Sequencing, assembly and genome annotation of a
new isolated of Leptospira borgpetersenii. 2012. 32f. Dissertagdo — Programa de
P6s-Graduagdo em Biotecnologia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Leptospirosis is a neglected zoonosis with global distribution. The disease is caused
by pathogenic bacteria of the genus Leptospira, which affect humans and various
domestic and wild animals, causing serious problems to human health and damage
to livestock. The objective of this study was to determine the genome sequence of
Leptospira borgpetersenii serogroup Ballum strain 4E, isolated from domestic mice
(Mus musculus), one of the main reservoirs of this genus. The complete genome
sequence was determined using SOLID™ system, which generated over 85 million
50 bp reads. These reads were used to obtain scaffolds of the two chromosomes
present in this organism through the ab initio sequence assembly with Velvet and
Edena softwares and orientation of contigs with G4All software. With completion of
the assembly process, the large chromosome was 3,071,053 bp, GC content of
40.58%, 36 tRNA, 4 rRNA and 2,908 open reading frames (ORF). The small
chromosome has 305,940 bp, GC content of 40.25%, 277 ORFs, no tRNA or rRNA.
A reduction in the large chromosome of 4E strain was observed compared to the
large chromosome of L550 strain, where 99 genes of L550 strain are not present in
the 4E strain and about 394 kb of non-coding region was also lost. The main
hypothesis for this reduction is the effect of the presence of a large number of mobile
genetic elements. Genome reduction has been observed in other strains of L.
borgpetersenii. The Applied Biosystems SOLID™ 4 method allowed determination of
the genome sequence of L. borgpetersenii strain 4E, with wide coverage and
accuracy. The ab initio assembly methods used allowed for complete utilization of the
sequences generated.

Key Words: Sequencing. Leptospira. Genome. Next-Generation Sequencing.
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1 INTRODUCAO

1.1 Leptospirose: aspectos gerais

A leptospirose é uma zoonose de distribuicdo global causada por bactérias
patogénicas do género Leptospira, as quais acometem varios animais domésticos e
silvestres. O ciclo de transmissdo desta doenca envolve a interagdo entre
reservatérios animais, um ambiente favoravel e grupos humanos ou animais
suscetiveis. Os fatores de risco associados a infeccdo dependem, portanto, de
caracteristicas da organizacdo espacial, dos ecossistemas e das condi¢cGes de vida
e trabalho da populacdo (MURHEKAR et al., 1998).

Os humanos séo infectados pela penetracédo de leptospiras nas mucosas e
na pele lesada ou integra, quando em contato com agua contamina. A doenca pode
se apresentar nas formas subclinicas ou formas graves com alta letalidade. Ela, na
maioria dos casos, se inicia abruptamente com febre, mal-estar geral e cefaleia. A
forma anictérica aparece em 60% a 70% dos casos. A doenca pode ser discreta, de
inicio subito com febre, cefaleia, dores musculares, anorexia, nauseas e vOmitos.
Dura de um a vérios dias, sendo frequentemente rotulada como sindrome gripal ou
virose. Uma infec¢do mais grave pode ocorrer. Na forma ictérica, a fase septicémica
evolui para uma doenca ictérica grave, disfuncdo renal, fenbmenos hemorragicos,
alteracdes cardiacas e pulmonares, associadas a taxas de letalidade que variam de
5% a 20% (LEVETT, 2001).

Na pecuaria nacional e mundial a ocorréncia da leptospirose acarreta
prejuizos econdmicos (VASCONCELOS, 1997). Esta doenca pode se manifestar
tanto na forma esporadica quanto a endémica. Os mamiferos domésticos de
producéo, trabalho e companhia sédo susceptiveis e acometidos por leptospiras tanto
nas areas urbanas como rurais (VASCONCELOS, 1997). Nas espécies de interesse
zootécnico (ovinos, bovinos, caprinos, equinos e suinos) a leptospirose esta
relacionada a distlrbios reprodutivos causando abortamentos, natimortalidade,
esterilidade e queda de fertilidade. Dependendo do sorovar envolvido e de fatores
relativos ao hospedeiro, como grau de imunidade e estado fisiolégico, pode
ocasionar grandes prejuizos econdémicos nos rebanhos com mortalidade de animais

jovens e queda no ganho de peso e na producdo de leite (FAINE ET AL,
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1999;GUIMARAES, 1982) A vacinacdo é uma importante acdo preventiva contra a
infeccdo dos animais por leptospiras. Para esse fim, vacinas inativadas sao as mais
utilizadas (DELLAGOSTIN et al., 2011). Porém vacinas convencionais, constituidas
de células inteiras inativadas (bacterinas) ndo proporcionam protecdo efetiva contra
os diferentes sorovares causadores da leptospirose (ADLER; DE LA PENA,
2010;LEVETT, 2001).

O género Leptospira possui dezenove espécies, sendo usualmente
classificada com base na sorologia em sorogrupos e sorovares. Destas espécies
treze sdo patogénicas: L. alexanderi, L. alstonii, L. borgpetersenii, L. inadai, L.
interrogans, L. fainei, L. kirschneri, L. licerasiae, L. noguchi, L. santarosai, L.
terpstrae, L. weilii, L. wolffii, podendo ser classificada em mais de 260 sorovares, e
seis espécies sao saprofitas: L. biflexa, L. meyeri, L. yanagawae, L. kmetyi, L.
vanthielii, podendo ser classificadas em mais de 60 sorovares (ADLER; DE LA
PENA, 2010;FAINE ET AL, 1999). Dentre as espécies citadas acima foram listadas
no Brasil até o ano de 2007 as espécies patogénicas: L. santarosai, L. interrogans,
L. kirshneri e L. borgpetersenii (SILVA et al., 2009), contudo, estudos realizados na
cidade de Pelotas-RS resultaram em quatro novos isolados de L. noguchii (SILVA et
al., 2007;SILVA et al., 2009), até entdo nado reportado no Brasil e quatro novos
isolados de L. borgpetersenii (DA SILVA et al., 2010).

Atualmente apenas seis genomas desta ampla diversidade do género
Leptospira estdo disponiveis, sendo eles: L. biflexa cepa Paris e L. biflexa cepa
Ames (PICARDEAU et al., 2008); L. interrogans cepa L1-130 e L. interrogans cepa
Lai (NASCIMENTO et al., 2004); L. borgpetersenii cepa L550 e L. borgpetersenii
cepa JB197 (BULACH et al., 2006).

Para que haja o estudo e criagdo de novas tecnologias, como vacinas
recombinantes e diagnosticos moleculares, se faz necessaria uma fonte ampla e
confiavel de dados onde o pesquisador podera conhecer pontualmente o organismo
no qual estd trabalhando. O sequenciamento e anotacdo do genoma s&o
fundamentais para um entendimento mais aprofundado de um determinado ser,
onde a falta destas informagbes implica na inviabilidade ou dificuldade no

desenvolvimento das tecnologias citadas.
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1.2 Sistema de sequenciamento

“‘Next-generation sequencing” ou plataformas de nova geracdo sdo métodos
de sequenciamento capazes de gerar milhdes de leituras de pequenas, com elevada
acuricia e cobertura apresentando ainda reducdo de custo e tempo de
sequenciamento, gerando em poucas horas a mesma quantidade de dados que
seria gerada por centenas de sequenciadores do tipo capilar. Dentre esta novas
plataformas podemos citar SOLID™ (Applied Biosystems), 454 GS FLX (Roche) e
lllumina (Genome Analyzer). Diversas probleméticas surgiram com estas novas
tecnologias, dentre elas, realizar montagem de genomas com leituras curtas em
regides repetitivas e de baixa complexidade e também a grande quantidade de
dados a serem processados (METZKER, 2010;SCHUSTER, 2008).

No sistema SOLID™, em sua verdo 4, é possivel obter até 300 GB por
rodada, e leituras com tamanho de 35 pb a 50 pb, possuindo uma acuracia maxima
de 99,94%. Esta plataforma apresenta trés metodologias para construcdo de
bibliotecas genbmicas: fragments, mate-pair e paired-end. A escolha do tipo de
biblioteca € imprescindivel, pois altera completamente a performance do
equipamento em tamanho de leituras, tempo de sequenciamento e total de bases
lidas (Tabela 1) (APPLIED BIOSYSTEMS® SOLID™ 4 SYSTEM, 2010). Seu
sistema de sequenciamento emprega adaptadores ligados aos fragmentos de DNA a
ser sequenciado, similar a outras plataformas de nova geracdo. Posteriormente
esses fragmentos com adaptadores sdo colocados em uma emulsdo, juntamente
com esferas magnéticas (beads), e submetidos a uma homogeneizacdo, onde
espera-se que cada fragmento de DNA com os adaptadores se ligue a uma bead em
uma goticula de agua. Logo apds, uma PCR em emulsdo é realizada e uma
amplificagéo deste fragmento DNA ocorre, cobrindo assim a bead com diversas
cépias deste fragmento. A PCR em emulséo é depositada sobre uma placa de vidro,
podendo conter até oito amostras diferentes. Diferentemente de outras plataformas,
o SOLID™ utiliza a enzima DNA ligase para sequenciar o fragmento de DNA
amplificado e sondas que possuem duas bases especificas (di-base), trés
degeneradas e um fluoréforo. O processo de sequenciamento pode ser teoricamente
dividido em trés partes, para melhor compreensdo sendo elas: iniciacéo,

amplificacéo e troca de primer.
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Iniciacdo: um primer universal é ligado ao adaptador do fragmento de DNA
mais proximo a bead, sendo que, este estenda-se até o final do tamanho do
adaptador (Figura 1.1).

Amplificacdo: A DNA ligase, a partir de um primer universal, atua unindo as
sondas onde as duas bases especificas parearam com o fragmento de DNA ligado a
bead (sequéncia molde)(Figura 1.1), no momento da ligagdo pela enzima ligase o
fluoréforo é liberado emitindo um sinal luminoso (Figura 1.2) que é capturado pelo
sistema Optico do sequenciador. As trés bases degeneradas permanecem ao lado
das duas bases especificas (Figura 1.4), assim a ligase vai atuando até o final da
sequencia molde (Figura 1.5).

Troca de primer: Ao final deste ciclo de ligacdes, o primer universal e a fita
formada pela enzima ligase s&o removidos. Um novo primer universal contendo uma
base a menos é ligada a sequencia molde (Figura 1.6) e todo processo de
amplificacdo é repetido (Figura 1.7). A troca de primer ocorre cinco vezes, iSso é
necessario para ler todas as bases da sequencia molde (Figura 2).

Cada sinal fluorescente, liberado com o processo de ligacdo, representa a
leitura de duas bases para cada cor (Figura 3). Ao final do processo, um arquivo
com as cores lidas (csfasta) e um arquivo de qualidade Phred é gerado, contendo as

informacdes de cada di-base.

Tabela 1. Performance do sequenciador SOLID™ 4 de acordo com o tipo de

biblioteca gendmica.

) o Tamanho de Dias de Total de bases
Tipo de biblioteca . _
leitura sequenciamento geradas
_ 2x35pb 8-9 50-70GB
“Mate-Paired”
2 x50 pb 12 -16 80 — 100 GB
“Paired-End” 50 pb x 25 pb 11 -13 55-70 GB
1x35pb 35-45 25-35GB
“‘Fragment”

1 x 50 pb 6-8 40 — 50 GB
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Figura 1. Processo de sequenciamento SOLID™ System (MARDIS, 2008)

Primer round

Read position |o| 1] 2| 3|4|5]6| 78| o]|10f11|12]13[14]|15|16]17[18]19] 20| 21| 22| 23] 24| 25| 26| 27 262
1 Univ'ersal seq primer (n) ole eole ole ele ele
2 Unive3r_sa|seq primer (n-1) eole ° eole ele ole
3 Unive;lsal seq primer (n-2) Bridge probe ° ole ele ole °
4 Unive_;‘sal seq primer (n-3) Bridge probe ole ole ele ole ole
5Unive3r'salseq primer (n-4) Bridge probe] ole ele ole ole ele

® Indicates positions of interrogation

Ligationcycle [l 12 3 45 6 @

14

Figura 2. Representacéo das bases lidas de acordo com a troca de primer (MARDIS,

2008)
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2nd base

Template sequence
a I Cl < R | \ ;
. @ 00
2 —l— AT AC AA GA
o C
E [ — €G: GA. GC TC
= G GC GT GG AG
’ ' — TA TG TT (T
-
X B,

Figura 3. Cddigo de cores que representa cada par de bases lido (MARDIS, 2008)

1.3 Montagem do genoma

O processo de montagem consiste em unir as leituras geradas pelo
sequenciamento, levando em consideracdo a identidade entre elas. Para isso, as
sequéncias sao estendidas por meio de sobreposicdo da extremidade inicial de uma
com a extremidade final da outra, até obter a reconstituicdo da sequéncia original
(SCHUSTER, 2008). A unido das leituras obtidas pelo sequenciamento é alinhada
através de identidade formando uma sequéncia maior denominada “contig”. Para o
processo de montagem, podemos seguir duas abordagens: de novo (ab initio) e
montagem por referéncia (MILLER; KOREN; SUTTON, 2010).

1.3.1 Montagem ab initio

A montagem ab initio leva em consideracdo a identidade entre as leituras
obtidas no sequenciamento. O processo baseia-se em um alinhamento onde o
tamanho das sobreposi¢des € definido como k-mer, gerando “contigs”. Os algoritmos
montadores de genomas NGS baseiam-se geralmente em grafos, onde os vértices
representam leituras e os arcos a sobreposicao entre as leituras. Podemos dividir os
montadores de genomas em: “Greedy graph”, caminho Euleriano e “Overlap-layout-
consensus” (MILLER; KOREN; SUTTON, 2010).
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1.3.1.1 Greedy graph

Nesta abordagem uma leitura deve-se alinhar com outra leitura com o
melhor alinhamento possivel. O processo é repetido até que todas as combinacdes
sejam testadas, e a estratégia para formar o grafo leva em conta somente o
tamanho das sobreposicdes entre as leituras (MILLER; KOREN; SUTTON, 2010).

1.3.1.2 Caminho Euleriano

Nos algoritmos baseados no caminho Euleriano ou grafo de Bruijn as leituras
sdo fragmentas n-mers, onde cada fragmento ou n-mer representa um pedaco da
leitura original. Com os fragmentos é montado um grafo de Bruijn, onde cada aresta
corresponde a um fragmento da leitura original. O ndé de origem corresponde ao
prefixo menos uma base da regido de sobreposicdo e seu n6 de destino ao sufixo
menos uma base da regido de sobreposicdo. A reconstrucdo da fita original é
formada a partir do caminho que percorre todas as pontes somente uma vez. Esse
meétodo requer servidores com grande capacidade de memoria (Figura 4) (MILLER;
KOREN; SUTTON, 2010;ZERBINO; BIRNEY, 2008).

1.3.1.3 Overlap-layout-consensus (OLC)

Este método baseia-se em grafos de sobreposicdo. O processo pode ser
dividido em trés etapas: identificacdo das sobreposicées, geracdo do grafo e
alinhamento das sequéncias. Na identificacdo de sobreposicdo, as leituras séo
alinhadas em “pair-wise” ou par a par, onde o k-mer é calculado para todas as
leituras, o alinhamento é criado através das leituras que compartilham as melhores
sobreposi¢cdes. O OLC é utilizado amplamente para os dados de sequenciamento
pelo método de Sanger, mas atualmente montadores para leituras de NGS também
estao utilizando este método (Figura 4) (HERNANDEZ et al., 2008;MILLER; KOREN,;
SUTTON, 2010).
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Original sequence

AMACNTMAMACTOR TR
GTAGTATAGTCAGTATCA

'4 N\

Sequence reads k-mers (2-mers)
GTAGTA TAGTAT AGTATA CGT TA AG AT TC CA

GTATAG TATAGT

ATAGTC TAGTCA AGTCAG

GTCAGT TCAGTA
CAGTAT AGTATC GTATCA
Consensus overlap assembly de Bruijn graph

GTATCA

GTAGTATAGTCAGTATCA

Nature Reviews | Microbiology
Figura 4. Representacdo dos modelos OLC e grafo de Bruijn (MACLEAN; JONES;
STUDHOLME, 2009)

1.3.2 Montagem por referéncia

Basicamente as leituras séo alinhadas contra um genoma de referéncia, que
deve ser escolhido por proximidade filogenética em relacdo ao organismo
sequenciado. O alinhamento leva em consideracdo a identidade entre leituras e
referéncia, permitindo lacunas (“‘gaps”) e bases n&o idénticas entre leitura e
referéncia (“mismatches”). Um problema observado nesta abordagem sao regides
repetitivas no genoma de referéncia, onde, independente do numero de repeticdes,

todas serdo mapeadas.

1.4 Anotacédo do genoma

O processo de anotacdo de um genoma consiste em atribuir o maximo de
informagdo a um genoma. Inicialmente possiveis regides codificadoras (ORF) séo
preditas, podendo levar em conta calculos ab initio, similaridade com outro

organismo filogeneticamente aparentado ou simplesmente procurar por um cédon de
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iniciacdo e outro de terminacdo com um numero “n” de bases entre eles. Esses
métodos sdo usualmente fundidos, aumentado assim a confiabilidade da predicéo
de ORFs. Ao terminar o processo de localizagcdo das ORFs, diversas predicdes
podem ser feitas de forma individual a cada uma das regides codificadoras, como
por exemplo, predicdes de RNA transportadores e ribossomais. Da mesma forma
individualizada é possivel atribuir fungbes com base em bancos de dados
especificos, levando em consideracédo a similaridade entre a sequéncia da ORF do

novo organismo e do organismo ja sequenciado (AZIZ et al., 2008).

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Sequenciar e anotar o genoma do organismo Leptospira borgpetersenii

sorogrupo Ballum cepa 4E.

2.2 Objetivos especificos

e Obter o codigo genético através do sequenciamento pelo método Applied
Biosystems SOLID™ 4.

e Montar a sequéncia do genoma com o auxilio de softwares especializado.

e Anotar o genoma com auxilio de softwares especializados.

e Conferir manualmente as informacfes apontadas pelo software.

e Publicar as sequéncias em bancos de dados on-line.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultivo e extragdo DNA

A cepa utilizada neste trabalho (DA SILVA et al., 2010) foi cultivada em meio
EMJH (Difco) enriqguecido com suplemento (Difco) a 28 °C durante 7 dias e seu
crescimento acompanhado através de contagem em camara de Petroff-Hausser. A
cultura obtida passou por andlise sorolégica, com base em painel com anti-soro de
coelho e andlise genética, com o sequenciamento do gene 16S (DA SILVA et al.,
2010). Apos a confirmacédo, foi feita a extracdo de DNA gendmico utilizando o
protocolo adaptado do kit Bacterial Genomic DNA purification (Invitrogen). Foi
realizada uma quantificagdo da concentragdo do DNA genb6mico através de um
espectrofotdmetro, para isto, o DNA foi diluido em agua com fator de diluicdo 1:500,
logo apds uma leitura no espectrofotdmetro com comprimento de onda a 260nm foi
realizada e aplicada a formula, (resultado da leitura) x 50 x fator de diluicdo, onde o
resultado da quantificacdo é obtido em ug/mi™.

3.2 Sequenciamento

O sequenciamento da cepa foi realizando na Universidade Federal do Par4,
utilizando o método Applied Biosystems SOLID 5500, com base em bibliotecas do
tipo Fragment library utilizando o kit SOLID™ Fragment Library Construction e

seguindo protocolo do fabricante.

3.3 Montagem

3.3.1 Qualidade das sequéncias
Todas as sequéncias passaram por um filtro de qualidade onde todas as
leituras que obtiveram a média da qualidade inferior a phred 20 foram descartadas.

Para isso o software Quality Assessment foi utilizado (RAMOS et al., 2011).
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3.3.2 Correcgéo dos erros

As leituras que nao foram descartadas pelo filtro phred 20 foram submetidas
a correcdo de possiveis erros de sequenciamento através do algoritmo Saet
(http://solidsoftwaretools.com).

3.3.3 Montagem ab initio

Para montagem ab initio foram utilizadas as estratégias “Overlap-layout
consensus” através do software Edena (HERNANDEZ et al.,, 2008) e “de Bruijn
graph” através do software Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008), cuja
complementaridade dos resultados foi observada anteriormente por Hernandez e
colaboradores e vem sendo utilizada com sucesso na montagem de genomas
bacterianos (CERDEIRA et al., 2011). Os melhores resultados gerados por ambos
0s programas foram unidos em um unico arquivo e submetido ao programa Simplifier
(Rommel Ramos, dados n&o publicados) removendo possiveis redundancias

geradas pela concatenacao dos dados da montagem ab initio.

3.3.4 Mapeamento dos contigs

Para reconstruir a sequéncia original as contigs geradas ao final do processo
de montagem ab initio foram orientada através do software G4All (Rommel Ramos,
dados nao publicados) utilizando como referéncia o genoma da bactéria L.
borgpetersenii serovar Hardjo-bovis cepa L550 (BULACH et al., 2006).

3.3.5 Correcéo das gaps

Com a orientacdo das contigs, algumas lacunas (“gaps”) foram observadas
na fita que reconstitui a sequéncia original. Essas regifes poderiam ser geradas por
erros de sequenciamento, baixa cobertura, erros na montagem ou simplesmente por
nao existir no novo organismo sequenciado. Uma lista destas regidoes foi gerada e
cada uma das “gaps” foi revisada individualmente de forma manual com o auxilio do
software CLC Genomics Workbench (http://www.clcbio.com) utilizando a abordagem
IMAGE (TSAI; OTTO; BERRIMAN, 2010).
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3.4 Anotacéao funcional

A localizacdo das ORFs foi realizada com o programa FgenesB
(http://linux1.softberry.com/) e para anotacdo do genoma o Square DNA annotator
(Marcus RedU Eslabé&o, dados ndo publicados) foi utilizado. Este pipe line utiliza os
bancos de dados BLAST nr e Swiss-prot para caracterizar as regides codificadoras.
Para aferir a anotacdo do Square, o algoritmo RAST (AZIZ et al., 2008) foi
empregado. As predicoes de RNAs transportadores e RNAs ribossomais foram
realizadas pelos programas tRNAscan-SE (LOWE; EDDY, 1997) e RNAmmer
(LAGESEN et al., 2007), respectivamente. Para a visualizacdo e edicdo do genoma
foi utilizado o programa Artemis (RUTHERFORD et al., 2000).

3.5 Comparacgédo do tamanho do genoma

Para comparar o tamanho do genoma da cepa deste trabalho com a cepa de
referéncia, foi feito um alinhamento da sequencia de DNA da cepa L550 contra cepa
4E, através do site Webact (ABBOTT et al., 2005). Os resultados foram carregados
no software ACT(CARVER et al., 2005), onde os genes da cepa L550 foram
sobrepostos a sua sequencia de DNA, e um filtro foi aplicado, onde somente os
genes da cepa L550 cujo sequencia de nucleotideos ndo estavam presentes na
cepa 4E foram selecionados.

O total de bases contidas em regides codificantes e o total de bases néo
contidas em regides codificantes foram analisados com o auxilio do software Artemis
(RUTHERFORD et al., 2000).

4 RESULTADOS

O processo de sequenciamento com o método Applied Biosystems SOLID™
4 System gerou um total de 85.302.595 leituras com 50 pb cada, totalizando mais de
quatro bilhdes de pares de base lidos. Para gerar esta quantia de dados, um tempo
de aproximadamente quinze horas € necessario neste modelo de sequenciador,
porém em uma Unica rodada sdo sequenciados até oito genomas procariotos o que

aumentou o tempo total deste sequenciamento para 6 dias.
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Os dois arquivos gerados no sequenciamento, um contendo as sequencias e
outro referente a qualidade de cada uma das bases, foram submetidos ao filtro
Phred 20 (mais de 99% de precisdo). ApOs este processo restaram 52.973.349
leituras, ou seja, mais de 37% de leituras foram descartadas por baixa qualidade.

No processo de montagem ab initio, com o montador Velvet, e com 0s
parametros coverage cutoff 11, k 11 e expected coverage 260, foram gerados 5.148
contigs com mediana (N50) de 1.033 pb. Enquanto que com o software Edena, o
com os parametros overlap 33, coverage cutoff 11 e depth 18, foram gerados 9.891
contigs com N50 de 605 pb.

Um relatério de problemas foi gerado, incluindo gaps e frameshifts, para
primeira versao onde constatou-se um total de 4823 “gaps” no cromossomo 1 e 98
“‘gaps” no cromossomo 2. Ap6s a revisdo manual o numero de “gaps” para o
cromossomo 1 caiu para 362 e para 0 cromossomo 2 caiu para 51.

Ao final do processo o cromossomo maior apresentou o tamanho de
3.071.053 pb, 40,58% de conteudo GC, 36 tRNA, 4 rRNA e 2908 ORFs. Para o
cromossomo menor o total de bases foi de 305.940 pb, conteitdo GC de 40,25%,
nenhum tRNA, nenhum rRNA e 277 ORFs.

O alinhamento dos genomas das cepas L550 e 4E (Figura 5) resultou na
constatacdo de que 99 genes presentes no cromossomo maior da cepa L550 néo
estdo presentes no cromossomo maior da cepa 4E, sendo o total de bases contidas
nestes genes de 91.266 pb. Estes 99 genes foram classificados através de seus
produtos (Figura 6), onde a maior parte foi identificada como hipotética ou
transposase das familias ISLbpl e 1S1477, os demais genes que apresentavam
produto identificado e/ou nome de gene foram citados (Tabela 2). A analise da
guantidade de bases contidas em regides codificantes e ndo codificantes das cepas
L550 e 4E resultaram em uma reducdo de 394.785 pb na regido nao codificante da

cepa 4E em relagao a regido néo codificante da cepa L550.
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Figura 5. Representacdo da sintenia gerada pelo software Webact. Na parte superior
esta representado o genoma da cepa L550 e na parte inferior a cepa 4E. As barras
em vermelho representam regides idénticas, as linhas azuis regides com sequéncias

invertidas e as regides brancas corresponde a auséncia de sequéncias.

6%

38% m Hipotético
® Transposase
= Com produto
m Com gene

17%

Figura 6. Categoria dos 99 genes contidos no cromossomo maior da L.
borgpetersenii cepa L550 que ndo estdo contidos no cromossomo maior da L.

borgpetersenii cepa 4E. Classificados de acordo com o produto anotado no genoma.
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Tabela 2 — Genes que contém produto identificado e estdo presentes no

cromossomo maior da L. borgpetersenii cepa L550 que ndo estdo presentes no

cromossomo maior da L. borgpetersenii cepa 4E.

Identificacao Descri¢do
LBL_0360 Lipoprotein
LBL_0586 Lipoprotein
LBL_0695 AraC family transcription regulator
LBL_1085 RNA-directed DNA polymerase polymerase
LBL_1086 Transcriptional regulator
LBL_1087 Transcriptional regulator
LBL_1166 Alcohol dehyodrogenase
LBL_1167 Glycosyltransferase
neuB-2 N-acetylneuraminic acid (sialicacid) synthetase
LBL_1169 Cytidylyltransferase
LBL_1171 Carbamoyl transferase
LBL_1172 Pyridoxal phosphate-dependent aminotransferase
LBL_1173 Carbamoyl transferase
LBL_1174 Dehydrogenase
LBL_1175 Pyridoxal-phosphate-dependent aminotransferase
LBL_1177 Acetyltransferase
LBL_1178 Zinc-binding dehydrogenase
LBL_1181 Methylase/methyltransferase
LBL_1182 Aminopeptidase
LBL_1183 Cytidylyltransferase
LBL_1185 Short chain dehydrogenase
LBL_1186 Aryl-alcohol dehydrogenase-related oxidoreductase
LBL_1187 N-acetylneuraminic acid (sialicacid) synthetase
LBL_1190 Pyridoxal-phosphate-dependent aminotransferase
LBL_1191 ABC transporter permease/ATP-binding protein
nagB Glucosamine-6-phosphate deaminase
gmhA-2 Phosphoheptose isomerase
LBL_1197 2,4-dihydroxyhept-2-ene-1,7-dioic acid aldolase
kdsB-2 3-deoxy-manno-octulosonate cytidylyltransferase
LBL_1199 Oxidoreductase family protein
LBL_1200 Inositol monophosphatase family protein
LBL_1206 Methylase/methyltransferase
LBL_1207 Dehydrogenase
LBL_1210 PP-loop superfamily protein
hisH Imidazole glycerol phosphate synthase subunit
hisF-2 Imidazoleglycerol phosphate synthase subunit
LBL_1214 Nucleoside-diphosphate-sugar epimerase
LBL_1215 Nucleoside-diphosphate-sugar pyrophosphorylase
LBL_1216 Glucose galactose epimerase
LBL_1217 Sugar oxidoreductase
LBL_ 1218 N-acetyl glucosamine/N-acetyl galactosamine epimerase
LBL_1219 UDP-N-acetylglucosamine 2-epimerase
LBL_1220 Glycosyltransferase
LBL_2192 PilT domain-containing protein
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5 DISCUSSAO

Dos seis genomas disponiveis para o género Leptospira, dois sdo da
espécie L. borgpetersenii. O trabalho que anunciou o sequenciamento das cepas
L550 e JB197 mostrou uma reducgao significativa no tamanho do genoma de L.
borgpetersenii comparado a L. interrogans (NASCIMENTO et al., 2004). Diversas
evidéncias demonstram que a espécie L. borgpetersenii esta passando por um
processo de redugdo do seu genoma, mediado por elementos de sequéncia de
insercao (IS) (BULACH et al., 2006). Estes elementos garantem grande plasticidade
ao genoma procarioto, sendo capazes de diversos tipos de rearranjos como, por
exemplo, delecdes, inversdes e fusbes de replicon (MAHILLON; LEONARD;
CHANDLER, 1999). Seguindo o padrdo da espécie, 0 novo genoma da cepa 4E
também apresentou uma grande redugdo em relacdo ao genoma de L. interrogans,
e uma reducdo de 543.393 pb do cromossomo maior em relacdo a cepa de
referéncia.

Entre as hipoteses que foram levantadas para explicar a reducdo do
genoma, podemos citar a falta de cobertura no genoma, que foi rapidamente
descartada, pois foram geradas mais de 56 milhdes de leituras com 50 pb de
extensdo cada e qualidade superior a 99%, totalizando mais de 2,8 bilhdes de pares
de bases lidos. Estatisticamente esta cobertura representa aproximadamente 800
vezes o tamanho do genoma. Outra hipétese seria erros na montagem, para isto
duas montagens ab initio foram utilizadas, utilizando abordagens diferentes e
complementares entre si, 0 que reduz significativamente a chance de erros de
montagem. E a ultima hipdtese os elementos moveis do genoma, que demonstra ser
a mais plausivel para explicar este processo de redugdo, onde além destes
elementos estarem presente nos dois genomas conhecidos de L. borgpetersenii,
uma rapida consulta ao banco de dados ISfinder (SIGUIER et al., 2006), revelou a
presenca de diversos elementos IS, que precisam ser confirmados individualmente.
Porém a andlise da diferenca de quantidade de bases na regido nédo codificante do
cromossomo maior novo genoma e do genoma de referéncia revelaram uma
reducdo de 394.785 pb na regido néo codificante da 4E em relacdo a L550, que

explica de onde ocorreu a maior parte da reducéo deste genoma.
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O numero de gaps restante mesmo apos a curadoria manual da montagem
também pode ser explicado pelo elevado numero de elementos moveis no genoma,
porém alguns destes possiveis gaps foram gerados com base na predicdo de genes,
onde os genes que apresentavam frameshitf também foram incluidos no relatério de
problemas. Levando em consideragdo 0s genomas ja sequenciados da L.
borgpetersenii o nimero préximo de 250 pseudogenes é observado, boa parte das
gaps contidas no relatorio de problemas deste trabalho pode representar apenas
pseudogenes, mesmo assim, todos os problemas passardo por uma revisao pontual,
para confirmacao desta hipétese, onde sera feito o alinhamento de todas as leituras
do novo organismo contra cada um dos pseudogenes da Leptospira de referéncia.

Apoés a confirmacdo de todas as hipdteses para explicar a reducdo deste
genoma, sera necessaria a compreensédo do que foi perdido em relagcdo a outras
leptospiras, Para isso, todas as sequéncias serdo submetidas ao software Blast2go
(CONESA et al., 2005). Os dados gerados contribuirdo para um entendimento da
distribuicdo dos genes dentro de determinadas funcdes biologicas, podendo ser
comparado com os dados ja publicados referentes as demais leptospiras. Além da
distribuicdo dos genes, € possivel comparar filogeneticamente o genoma deste
trabalho com as espécies ja sequenciadas, observar rotas metabdlicas e
mecanismos de patogenicidade.

O genoma anotado e comparado é uma fonte ampla de dados que contribui
para estudos que visam o desenvolvimento de novas tecnologias como vacinas

recombinantes e métodos de diagndstico molecular.
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6 CONCLUSOES

O método Applied Biosystems SOLID™ 4 permitiu a determinacdo da
sequéncia do genoma de L. borgpetersenii cepa 4E, com cobertura total de 800
vezes e acuracia de 99,94% na leitura das bases. A estratégia de montagem
utilizando duas abordagens, Overlap-layout consensus e Bruijn graph, permitiram
tirar o maximo de proveito da cobertura e precisdo gerada pelo sequenciador
SOLID™ 4, devido a complementariedade dos dados gerados por essas
abordagens.

O genoma da cepa 4E apresentou uma reducdo comparada aos outros
genomas ja sequenciados de Leptospira, onde 99 genes e cerca de 394 kb de
regido nado codificantes foram perdidas, onde a principal hipdtese para explicar esta
reducdo é o grande numero de elementos moveis, e a observacdo de um processo

de reducdo do genoma na espécie Borgpetersenii.
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