BLAST

ENTA BASICA DE LOCALIZACAO DE ALINHAMENTO

O algoritmo BLAST e o programa computacional que
o implementa foram desenvolvidos, na década de
1980, nos Estados Unidos ( ALTSCHUL et al. 1990)
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Basic Local Alighment Search Tool

BLAST finds regions of similarity between biological sequences. The program The BLAST URL API is moving to HTTPS.
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Tabela 2. Simplificacdo das diferentes comparacoes possivels com o uso do BLAST.

Sequéncia de entrada Banco de dados
{Hquewﬂ] [Eisubiect!!]

a.a. a.a. Blastp

nt nt Blastn
nt* a.a. Blastx
a.a. nt”* tBlastn
e PrE— tBtastx
a.a. = aminoacido; nt = nucleotideo; * = traduzidos para todas as sequéncias (fases, “frames”) de leitura

. Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia
POssiIvels Brasilia, DF

2007

A utilizacdo do BLAST € vasta e a ferramenta definida pelo objetivo do investigador:

« Comparar uma sequéncia gerada a outras sequéncias descritas em um banco de
dados

Avaliar a homologia de um primer

Inferir relacoes funcionais € evolutivas entre sequéncias , bem como ajudar a identificar
0s membros de familias de genes
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» Formato baseado em texto para representar fanto peptideos
quanto nucleotideos, que sdo representados usando codigos de
uma unica lefra:

» Pode-se utilizar identificador e descricdo, que devem vir apos o
simbolo ">"

» Recomenda-se que todas as linhas do texto sejam mais curtas do
que 80 caracteres.

» ">" pode ser utilizado para se inserir mais de uma sequéncia
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Tabela

Tabela I: Sequéncias dos primers utilizados

CXCL10 5’-CTC GCA AGG ACG GTCCGC TG-3’ 5’-CTC GCA AGG ACG GTCCGC TG-3’
CCL2 5’-AGG AAG ATC TCA GTG CAG AG-3’ 5’-AGT CTT CGG AGT TTG CCT TTG-3’
CCL5 5’-CGT GCC CAC ATC AAG GAG TA-3’ 5’-CAC ACACTT GGC GGT TCTTTC-3’
CXCR2 5-AGT GCC TGC CTC AAT GTC TCC A-3° 5’-CCA GGA GCA AGG ACA GAC ccc-3
CCR5 5’-CAA GAC ATT CCT GAT CGT GCA A-3° 5’-TCC TAC CAA GCT GCA TAG AA-3’

CCR1

5’-TGC AGG TGA CTG AGG TGA TTG-3”

5’-TGA AAC AGC TGC CGA AGG TAC-3"”







23-Mar-2011

Sequence - MmCCR1 fwd /Mirla Carolina Brag
5'- TGC AGG TGA CTG AGG TGA TTG -3'

| Oligonucleotide Specification Sheet

02-Oct-2007

Sequence - mCCR5 anti-sense/Rodrigo Guabi
5'-TCC TAC TCC CAA GCT GCA TAG AA -3'

i

INTEGRATED DNA TECHNOLOGIES
OLIGONUCLEOTIDE SPECIFICATION SHEET

23-Mar-2011 Amount Of Oligo

18.5=" 8450 = 0.59
OD 260  nMoles mg

Properties

Tm (50mM NaCl): 57.5 °C
GC Content: 47.8%

cular Weight: 6,952.6

Sequence - MmCCR1 rev/Mirla Carolina Brag
5'- TGA AAC AGC TGC CGA AGG TAC -3'

Properties : Amount Of Olige
Tm (50mM NaCl): 57.6 °C 73= 351

OD260  nMoles

S S ST A
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Introducéo

Com a disponibilidade de grande volume de dados genéticos, gerados principalmente em projetos de
sequenciamento de genomas, e 0 envolvimento cada vez maior de novos pesquisadores a estes projetos,
ferramentas da bioinformatica que permitam a interpretacdo adequada de tais informacgfes tém apresentado
grande demanda por parte daqueles que se interessam pelo exame comparativo das seqiiéncias.

Sem duavida, o procedimento mais comum e difundido para a andlise de seqiiéncias é a utilizacdo do programa
BLAST para identificar rapidamente a existéncia de seqiiéncias semelhantes entre si. Estas semelhancas
podem indicar homologia e permitir a inferéncia de funcéo. Ou seja, através da similaridade identificada pode-
se atribuir - ainda que provisoriamente - uma funcdo a seqiiéncia sem a necessidade de realizacao imediata de
experimento bioldgico.

O termo “BLAST” é uma sigla/trocadilho em inglés. A palavra blast significa “explosdo”. O algoritmo, entretanto,
recebe este nome por ser uma Basic Local Alignment Search Tool (Ferramenta Basica de Busca de
Alinhamentos Locais). Como o nome indica, trata-se de uma ferramenta de busca de similaridade entre
sequéncias biolégicas (DNA ou aminoacidos). O algoritmo BLAST e o programa computacional que o
implementa foram desenvolvidos, na década de 1980, nos Estados Unidos (ALTSCHUL et al., 1990).

Este algoritmo prioriza alinhamentos de locais especificos da seqiiéncia, com respaldo estatistico, em lugar de
realizar alinhamentos “globais”, como os realizados por programas de alinhamento de multiplas sequéncias,
como o Clustal (CHENNA et al., 2003) (apresentam uma boa revisdo de toda a familia de programas). Com
isto, o programa é capaz de identificar relacdo entre seqiiéncias que compartilham similaridade, mesmo que
esta ocorra somente em algumas regides isoladas (ALTSCHUL et al., 1990). Tal fato indica que se o recurso
utilizado pelo programa fosse o alinhamentos global, ou seja, com o uso imediato do comprimento total da
sequéncia, menor numero de similaridades seriam encontradas, sobretudo no caso de “dominios” e “motivos”.
Devido ao seu uso constante, a sigla BLAST é hoje empregada como substantivo e até mesmo verbo (“blastar

uma sequéncia”).

Saiba Mais (o algoritmo BLAST):

O BLAST é uma derivacao do algoritmo Smith e Waterman (1981), que se caracteriza por apresentar a
pontuacdo maxima do alinhamento local de duas seqiiéncias. O algoritmo Smith-Waterman emprega um
método exaustivo conhecido como programacédo dindmica, e assim garante encontrar a pontuacao
maxima. Por sua vez, o algoritmo BLAST emprega uma heuristica baseada em palavras, o que o torna 50
vezes mais rapido. Quando se considera o tamanho dos bancos de dados contra os quais sdo realizadas
buscas atualmente (mais de 83 bilhdes de bases de DNA no GenBank em dezembro de 2007), é simples
entender porque velocidade é importante, mesmo que as custas da perda de sensibilidade (PERTSEMLIDIS
e FONDON, 2001).

Uma busca utilizando BLAST compara a seqiéncia de interesse (query ou seqiiéncia de entrada), contra um
banco de dados (subject). A origem da sequéncia de interesse assim como a pergunta que se tenta responder
irdo determinar o banco de dados a ser utilizado. Desta forma, um pesquisador tentando clonar um

determinado gene (digamos, a Rubisco de uma planta recentemente descoberta) pode comparar a sequéncia



gue acabou de ser gerada em um seqiienciador automatico contra todas as sequéncias de proteinas ja
descritas em qualquer parte do mundo. Ja um outro pesquisador, diante do resultado do seqiienciamento
aleatério de uma biblioteca de cDNA, pode optar por “blastar” as seqliéncias recém-geradas em seu projeto
contra um banco de dados formado pelas sequéncias anteriormente geradas no projeto para avaliar o grau de
redundancia do mesmo.

Nos exemplos do paragrafo anterior, 0 primeiro pesquisador poderia acessar o BLAST em um site de acesso
publico, ou seja, um local que disponibiliza este recurso para qualquer pessoa com acesso a internet. Ainda
gue exista um numero consideravel de servidores publicos de BLAST, a imensa maioria dos usuarios no
mundo realiza suas buscas no NCBI (National Center for Biotechnology Information, ou Centro Nacional para

Informacao Biotecnolégica (http://www.nchi.nlm.nih.gov)), pertencente ao governo dos Estados Unidos. O

segundo pesquisador, por outro lado, talvez esteja realizando suas buscas em um servidor com acesso restrito
aos participantes do projeto (denominado “BLAST local”).

Nas duas situagdes, o programa ira identificar um ou mais trechos da sequéncia de entrada que sédo
semelhantes a porcdes de seqiiéncias presentes no banco de dados em questéo e fornecer um relatério a
respeito desta comparacdo, com varias informacdes, tais como 0 nome e descri¢do das sequéncias do banco
de referéncia e a demonstragdo numérica e gréafica dos pareamentos significativos.

O objetivo desta publicagdo é permitir para o usuario da ferramenta BLAST o melhor entendimento e
compreenséo das informacgdes obtidas apds a sua utilizagdo, na interpretacao dos resultados da pesquisa.
Enfim, a finalidade é aumentar a exploracado e o entendimento de dados gerados em estudos que utilizam

informacao genética a partir da andlise de sequéncias.

Conceitos

De forma bastante resumida, o algoritmo BLAST pode ser dividido em trés estagios basicos (ALTSCHUL et al.,
1990):

(1) Compilagdo de uma lista de “palavras” de alta pontuagao;

(2) Procura destas palavras no banco de dados;

(3) Extenséo de alinhamentos a partir da palavras encontradas.

Saiba mais (os trés estagios basicos do algoritmo):

1. No primeiro estagio é gerada uma lista de todas as “palavras” encontradas na seqiiéncia que
estad sendo buscada. “Palavra”, no caso do BLAST, é um trecho de comprimento definido da seqiiéncia.
Os tamanhos-padrao de palavras sdo 3 aminoacidos para seqliéncias protéicas e 11 nucleotideos para
sequliéncias nucléicas. No caso de seqliéncias protéicas, a lista inicial inclui todas as combinagdes possiveis
de 3 aminoacidos consecutivos, como esquematizado a esquerda na Figura 1. Esta lista é refinada através
do calculo da pontuacado do alinhamento, sem gaps (i.e., apenas comparando palavras inteiras, ou seja,
continuas, sem interrupcéo), destas palavras contra todas as 8.000 (20°) palavras possiveis. Apenas

“palavras” com pontuacao acima de um determinado limiar sdo selecionadas. Pode-se notar que “palavras”
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que nao ocorrem na seqliéncia original, mas que pontuam acima do limiar com palavras presentes na
seqliéncia buscada, sao incluidas na lista de trechos selecionados. Em média, 50 palavras serao incluidas
na lista para cada aminoacido da seqiiéncia original. Em suma, no primeiro estagio, compila-se uma lista de

“palavras” relevantes a seqiiéncia buscada.

[EFGHABCLID | nJABKDFEGHI
v [ABC] [JABKDFEGHI | ‘ 8
4 -[ABK] [GHI] 0 y
X [AFC] [CGDEFBHAU] F
/DEF] —~ DEF]
i..) !

palavras presentes no

J/[GHI]

. banco [ as 2 palavras na
mesma diagonal
Vewr —— "BDEF K JAGWI
xiead DEE W )
“—— |BDEFKJAGWI |
lista de i
palavrasda seqiiéncias do banco cada (l;
sequéncia que contém as palavras palavra em H
original: uma j
[ABCDEFGHI | diagonal

distinta

Figura 1. Exemplo de procedimento do programa BLAST para busca de seqiiéncias protéicas, com tentativas
iniciais de todas as combinagfes possiveis de 3 aminoacidos consecutivos.

2. Palavras idénticas as presentes na lista sé@o identificadas nas seqiiéncias do banco de dados. Como o banco
de dados teve sua lista de palavras pré-compilada e indexada no momento em que foi criado, ndo no instante

em que se executa a busca, este passo € extremamente rapido.

3.a. Caso sejam encontradas duas palavras na mesma diagonal, o algoritmo inicia tentativas de estender o
alinhamento, em ambas as direcbes e sem gaps, a partir da regido idéntica representada pela 22 palavra. Este
mesmo algoritmo atribui nota (score) para o alinhamento durante a sua formacéo: enquanto esta nota
permanecer alta a extensao é mantida, mas € interrompida quando sdo detectadas variagdes que levem a
diminuicao consistente deste valor. Caso o score deste alinhamento sem gaps atinja um determinado patamar,
um alinhamento que permite gaps é disparado a partir da regido ja alinhada.

3.b. Se o programa identifica alinhamento com alto grau de continuidade (ou seja, com poucas regiées de
insercdo ou delecdo), é produzido um alinhamento da comparacéo, realizada uma extensao deste mesmo
alinhamento, a partir de adaptacéo do algoritmo de Smith-Waterman, e os resultados estatisticamente
significativos sdo demonstrados graficamente para o usuario.



A utilizacao do programa com suas varias possibilidades também leva ao uso de uma série de recursos com
expressdes bastante peculiares e que sdo de uso muito comum durante a sua manipulacao, tanto na
preparacao e submissédo dos dados assim como na andlise dos resultados. Dentre tais, estdo as expressoes

FASTA, banco de dados, identidade, alinhamento, e-value etc..., como demonstrado abaixo.

Formato FASTA

A submisséo de dados para uma analise através do algoritmo BLAST requer a formatacéo desta informacéo de
tal maneira que possa ser reconhecida e interpretada pelo programa. O formato FASTA € a forma de
apresentacdo da seqiiéncia, representada pelo cédigo que utiliza uma letra para cada nucleotideo ou
aminoacido, segundo as normas IUB/IUPAC, antecedida por uma linha que pode conter qualquer registro dado
pelo usuario, mas que normalmente é utilizada para descrever o que representa, a origem da seqiiéncia ou
mesmo qualquer comentario de interesse de quem esta manuseando a seqiiéncia (Fig. 2). Esta “identificagao”
néo € obrigatdria para a utilizagdo do programa BLAST se o objetivo é submeter apenas uma seqiiéncia
(query), ou seja, individualmente, para comparagcdo com um banco de dados em que 0s seus registros
apresentem tal identificacdo. Preferencialmente, cada linha da seqiiéncia deve conter no maximo 80
caracteres.

Estes dados (sequiéncias) sdo opcionalmente identificados, em seu cabecalho, ou seja, no texto que antecede
os nucleotideos ou aminoacidos, pelo simbolo “>” (“maior que”) seguido de curta descrigao da sequéncia em
uma linha (também idealmente, com menos de 80 caracteres), onde sdo informados pelo usuério a
denominacéo, base de dados, comentario etc...

O simbolo “>” deve vir na primeira coluna e sem espaco entre ele e a primeira letra da identificagdo. Este
formato permite também que o programa identifique, ao reconhecer novamente o simbolo, o inicio de uma
préxima seqiiéncia que ocorra em seguida, se o usuario submeter simultaneamente, para andlise, mais de uma
sequéncia (formato “multi-FASTA”).

>gi| 37221963 |gb|AAN78258.1| resistance protein [Arachis simpsonii]
LAKALYNSICDRFECACFLFNVRTISDQEEGLVRLOQQTLLSKLLGEWEIKVRSVEEGISMIKEKLSKKRA
LIVLDDVNKIEQLKALAGECDWEFSYGTRIVITRDKYLLTAHKVEKIYKMKLLSDPESLELFCWNAFKISR
PKENYEDLSNQATHYAQ

Figura 2. Exemplo de seqiiéncia de aminoacidos em formato FASTA, com identificacdo (cabec¢alho) destacado
em negrito.

Programas do BLAST

De forma geral, o programa permite a comparagao de seqiéncias de cinco formas (“sabores”) diferentes:
Blastp, Blastn, Blastx, tBlastn e tBlastx. Cada comparacao a ser solicitada ao algoritmo tem um objetivo e um
programa do BLAST a ser utilizado, que é baseado na necessidade do usuério e natureza dos dados e do
banco de referéncia.

Basicamente, serdo descritos aqui agueles programas mais freqlientemente utilizados e que permitem a
comparacéo da sequéncia de entrada contra um banco de dados, ambos podendo ser apresentados,

simultaneamente (MULTI-FASTA) ou ndo, como conjunto de nucleotideos ou aminoacidos (Tabelas 1 e 2).
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Embora menos usuais, analises mais especificas séo oferecidas por outros programas também derivados do
BLAST, tais como o PSI-BLAST (Position specific iterative BLAST), que é um refinamento do BLAST e que
gera resultados considerando-se uma tabela (matriz) construida automaticamente a partir da freqiiéncia de

cada aminoacido em cada posicao da sequiéncia da proteina.

Tabela 1. Descricdo dos programas presentes no algoritmo BLAST para comparacéo de sequéncias.

Programa Descricdo

Compara a seqiiéncia de aminoacido de entrada (query) contra um banco de dados
de seqiiéncias de proteinas (subject).

Blastp

Blastn Corqrgarg a seqiéncia ple nucleotideos de entrada contra um banco de dados de
sequéncias de nucleotideos.

Compara a sequéncia de nucleotideos de entrada traduzida para todas as

seqliéncias de leitura possiveis contra um banco de dados de seqiiéncias de

Blastx proteinas. E o programa mais utilizado em grandes projetos de seqiienciamento, pois

permite identificar possiveis proteinas a partir de uma seqiiéncia de nucleotideos

desconhecida.

tBlastn Compara a seqiiéncia de aminoacido de entrada contra um banco de dados de

sequéncias de nucleotideos traduzidas para todas as sequéncias de leitura possiveis.
Compara as seis seqiiéncias de leitura possiveis de um nucleotideo contra um banco
de dados de nucleotideos traduzidos para todas as sequéncias de leitura possiveis.
Fonte: www.ncbi.nlm.nih.org

tBlastx

Tabela 2. Simplificacéo das diferentes comparacdes possiveis com o uso do BLAST.

Seqiiéncia de entrada Banco de dados
(“query”) (“subject”)

a.a. a.a. Blastp
nt nt Blastn
nt* a.a. Blastx

a.a. nt* tBlastn
nt* nt* tBlastx

a.a. = aminoacido; nt = nucleotideo; * = traduzidos para todas as sequéncias (fases, “frames”) de leitura

possiveis

“Blast local”

O chamado “Blast local”, como o préprio nome indica, trata-se de uma verséo do programa BLAST disponivel
para download no NCBI, tanto em versao web quanto versao terminal (blastall), que o pesquisador pode utilizar
para analisar, em um computador local de seu laboratério, seqiiéncias confidenciais (i.e., seqiiéncias sigilosas,
gue ainda ndo tornaram-se publicas). O BLAST local, disponivel em diversas plataformas (Windows, Solaris,

Linux, etc), pode ser obtido através no endereco ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/ .

Para a versao web funcionar, é necessario algum conhecimento de informéatica, pois € preciso configurar algum
servidor web (i.e., software que exibe paginas web para outras maquinas, p.e. Apache) na maquina

hospedeira.
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banco de dados para a utilizacdo do programa BLAST (ver secdo 2.3). J4 o blastall € o programa BLAST
propriamente dito. Embora o blastall funcione em plataforma Windows, por questdes de compatibilidade e de
eficiéncia é altamente recomendavel que seja utilizado um sistema operacional do tipo UNIX (Linux, Solaris,

etc). Uma distribuicdo Linux bem facil de instalar e de utilizar € a Ubuntu (http://www.ubuntu.com).

Saiba mais (Blast local em terminal):

Para disparar o blastall (BLAST) em terminal, digite o seguinte comando:

nohup blastall -p blastx -e 1e-5 -F F -d nr -i meu_multifasta.fasta -o meu_multifasta.blastx 1> arqg.out 2> arg.err
&

Onde:

nohup : "no hang up"; evita que o fechamento do terminal encerre a execucgédo do programa (o comando nohup
serve para qualguer comando terminal UNIX, ndo somente para o blastall);

blastall : arquivo binario (executavel) da ferramenta BLAST;

-p blastx : indica que o blast é de uma seqiiéncia nucléica contra um banco de proteinas;

-e 1e-5 : cutoff (valor de corte) do e-value (significancia estatistica), geralmente assumido como o valor 10
-F F : desabilita o filtro de baixa complexidade (i.e., ndo esconde regides de baixa complexidade da sequéncia
em questao);

-d nr : 0 banco de dados (database) utilizado; neste exemplo, o nr;

-i meu_multifasta.fasta : especifica arquivo multifasta de entrada;

-0 meu_multifasta.blastx : especifica arquivo do relatério (report) do blast de saida;

1> arg.out : redireciona mensagens de avisos (warnings) para esse arquivo especificado (isto também serve
pra qualquer comando UNIX);

2> arg.err : redireciona mensagens de erros para esse arquivo especificado (isto também serve pra qualquer
comando UNIX);

& : forgca o programa chamado a rodar em background (isto também serve pra qualquer comando UNIX).

Banco de Dados

O banco de dados nada mais é que o local onde sdo armazenadas as sequéncias (nucleotideos ou
aminoacidos) que séo utilizadas como referéncia para a comparagao. Como dito anteriormente, este banco
pode ser de acesso restrito ou irrestrito. O banco de dados de acesso restrito se caracteriza por ndo
compartilhar publicamente seu contetdo e o programa BLAST ¢é instalado para funcionamento em sigilo (“Blast
local”). Os bancos publicos permitem o acesso irrestrito de dados por qualquer usuario, sem prévia
autorizacdo. Eventualmente, estes bancos publicos podem restringir (ou limitar), temporariamente, 0 acesso de
algum usuario se detectarem excesso de demanda, o que também leva muitos usuarios a preferirem o “Blast
local”. A descrigdo do mecanismo de limitagdo por excesso de uso do Blast do NCBI pode ser encontrada em
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/Blast.cqi?CMD=Web&PAGE TYPE=BlastFAQs#Queuetime .

Héa 3 grandes bancos publicos mundiais de seqiiéncias e que trocam diariamente dados entre si: EMBL

(European Molecular Biology Laboratory, http://www.embl-heidelberg.de/), GenBank (National Center for

Biotechnology Information, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/index.html) e DDBJ (DNA Databank of Japan,

http://www.ddbj.nig.ac.jp/).
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Conforme o banco a ser utilizado e o objetivo do usuario, ha também a possibilidade de restringir a busca
dentro do conjunto de sequéncias. Ou seja, definir qual colecao de dados sera utilizada dentro deste banco.

O GenBank - o banco publico de seqiiéncias mais utilizado no mundo, com dados de mais de 100.000
organismos e que compartilha varios recursos de utilizacdo com o EMBL e DDBJ - possui varias alternativas de
busca, seja pela natureza dos dados [DNA, proteina, EST (sitio com seqiiéncia expressa), STS (sitio com
sequéncia Unica marcada), GSS (basicamente, EST e DNA gen6mico) etc...], seja pelo tipo de organismo
(humano, plantas, camundongo, fungos, procariotos etc...). De fato, a grande maioria dos usuarios do
programa BLAST utiliza o GenBank com acesso publico para a comparacéo de suas seqiiéncias. Nas Tabelas

3 e 4, sdo descritas informacdes de bancos de dados contidos no GenBank.

Tabela 3. Descrigdo dos bancos de dados disponiveis no algoritmo BLAST para comparagédo de seqliéncias de
nucleotideos.

Banco de dados Descricao
Todas as seqliéncias do GenBank + EMBL + DDBJ + PDB (sem seqliéncias de EST,

nr STS, GSS ou HTGS). Atualmente, nao exclui redundancia.

refseq rna Seqliéncias de mRNA do NCBI.

refseq_genomic Seqliéncias genémicas do NCBI.

est Todos os ESTs dos bancos de dados de GenBank + EMBL + DDBJ.

est_ human Sub-divisdo do banco “est” com colegcdo apenas de seqiiéncias do ser humano.
est_ mouse Sub-divisdo do banco “est” com colecado apenas de seqiiéncias do camundongo.
est others Colecao de todas as seqliéncias originadas de ESTs, com excecao de seres

humanos e camundongo.
gss (genome survey Sequéncias originadas de genomas, como EST, mas também inclui dados de PCR

sequence) originadas do banco “Alu” e pontas de cosmideos, BAC e YAC, por exemplo.
htgs (high . . .
gs (hig . SeqUéncias depositadas em massa no banco, através de centros de
throughput genomic . . . " g "
seqlenciamento. Ou seja, sem “refinamento” dos dados.
sequences)
Pat Seqliéncias de nucleotideos derivadas do banco de patentes do GenBank.
db Seqtiéncias originadas de banco de dados para estrutura tridimensional de
P proteinas.
month Todas as seqliéncias recentes, revisadas ou nao, dos bancos
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB depositadas nos ultimos 30 dias.
Banco com a traducdo de todas as repeticoes de Alu selecionadas do REPBASE,
ideal para eliminar efeitos destas repeticdes presentes nas seqiiéncias de entrada
alu_repeats

(ftp://ncbi.nlm.nih.gov/pub/jmc/alu). Refere-se a dados de genoma de humanos e
outros primatas.

dbsts Dados de STS (Sequence Tag Site) dos bancos GenBank + EMBL + DDBJ.
Genomas e cromossomos completos do NCBI, presentes também no banco

chromosome .
Refseq _genomic

wgs Montagem de seqiiéncias de projetos de genoma completo por shotgun (whole
genome shotgun)

env nt Seqliéncias geradas de amostras com DNA de varios organismos

simultaneamente (metagenoma). Ndo estao presentes no banco nr.
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Tabela 4. Descrigdo dos bancos de dados disponiveis no algoritmo BLAST para comparacgéo de seqliéncias de

proteinas.

Banco de dados Descricéo
Todos os arquivos nao redundantes (i.e., auséncia de arquivos “repetidos”) dos bancos

nr de dados: seqliéncias codantes (“CDS”) traduzidas do GenBank+
PDB+SwissProt+PIR+PRF.
refseq Colecgédo (ndo redundante) de todas as sequéncias de proteinas do NCBI.

Banco que armazena, a partir do banco EMBL, seqiiéncias de proteinas com alto grau
de anotacédo (atribuicdo de funcao, estrutura de dominios, modificagdes pés-traducao,

swissprot entre outros), baixo nivel de redundancia e alta integracdo com outros bancos de
dados.
pat Sequiéncias de proteinas derivadas da divisdo de patentes do GenBank.
db Sequiéncias derivadas do banco de dados “Brookhaven”, para estrutura tridimensional
P de proteinas.
env_nr Traducéo dos CDs nao redundantes dos depositos env_nt.
month Todos os CDS novos ou revisados, traduzidos do GenBank+

PDB+SwissProt+PIR+PRF, e liberados nos ultimos 30 dias.
Fonte: www.ncbi.nlm.nih.org

CDS

Se parte da sequéncia do nucleotideo codifica uma proteina, uma tradug¢éo conceitual, chamada CDS (coding
sequence), é anotada. Em outras palavras, os CDS séo as sequéncias codantes ou a por¢ao de uma
sequéncia que permite a formacdo dos cédons (unidade de trés nucleotideos) responséveis pela codificacdo
dos aminoacidos. No arquivo da seqiuiéncia, o codigo traz a localizacdo, se houver, do cédon de iniciacdo e de
terminacao.

Filtragem (Filtering)

E o processo de retirada (omiss&o) de regides da seqiiéncia de entrada que apresentam baixa “complexidade”,
ou seja, que trazem pouca informagéo do ponto de vista bioldgico, tais como regides poliA, e que, presentes,
podem levar a scores que nao correspondem necessariamente a realidade do alinhamento. Embora o
programa apresente esta filtragem como j& automaticamente acionada, eventualmente ela pode ser

desconsiderada pelo usuario se o seu objetivo é obter informac¢8es adicionais sobre a sequiéncia.

Matriz de substituicao

A avalia¢do da qualidade do alinhamento de proteinas, um procedimento muito importante durante a anélise, é
realizada com o uso da matriz de substituigdo, que atribui uma pontuacéo (score) para cada residuo substituido
dentro de um alinhamento: alteragcfes drasticas sdo penalizadas com valores baixos, e até negativos, pois a
presenca de aminoacidos ndo idénticos no alinhamento pode representar repercussdes bioldgicas relevantes,
enquanto alteragdes “ténues” (também sob o ponto de vista biolégico) sdo premiadas com valores altos. Além
disso, conservacdes significativas sdo melhor pontuadas que conservacdes irrelevantes.

Se o alinhamento dos residuos resulta em similaridade das propriedades fisico-quimicas e a substituicao é
freqlente entre proteinas da mesma familia, a substituicdo € considerada conservadora e indica possivel fator
evolutivo envolvido. Do ponto de vista bioldgico, a substituicdo tem diferentes efeitos, as quais podem ser
ponderados de acordo com as propriedades do aminoacido. Como se pode perceber, para aminoacidos, a

identidade entre as sequéncias pondera a repercusséao estrutural da proteina a partir da presenca de diferentes
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aminoacidos na cadeia. As matrizes de substituicdo, que fornecem valores referentes a probabilidade que um
determinado aminoacido x tem de sofrer uma mutacao e originar o aminoéacido y, consideram todos os
pareamentos possiveis de aminoacidos. Percebe-se que esta abordagem também permite gerar a
probabilidade de uma determinada mutacao ocorrer ao longo da evolucéo.

Ha matrizes de substituicdo que podem ser escolhidas no programa BLAST conforme a necessidade do
usuario, tais como PAM (“Point Accepted Mutation”) e BLOSUM (“Blocks Substitution Matrix”). Atualmente
verifica-se a preferéncia pela BLOSUM, que é uma matriz mais recente e baseada nos dados gendmicos

gerados a partir dos anos 90, ao contrario da matriz PAM, estabelecida na década de 70.

BLOSUM

A denominacdo BLOSUM significa matriz de substituicdo em blocos. Esta matriz da a pontuacédo para o
alinhamento a partir da avaliacéo da freqiiéncia de substituicdes em blocos de alinhamentos locais em
proteinas relacionadas. A matriz mais comumente utilizada é a BLOSUMG62.

A construcdo da matriz especifica € baseada em determinada distancia evolucionaria, que é indicada na sua
denominac¢do. Como exemplo, na matriz BLOSUM®62 (a mais utilizada atualmente) o alinhamento cujos scores
foram derivados foi construida a partir de blocos com, no maximo, 62% de identidade (i.e. se duas seqliéncias
sdo mais de 62% idénticas o alinhamento entre elas ndo serd empregado no calculo da matriz). Ou seja,

guanto maior o numero da matriz BLOSUM, menos divergentes devem ser as seqiiéncias relacionadas.

Relatério do BLAST (report)

Toda a submisséo correta de dados de seqiiéncias ao programa que aplica o algoritmo BLAST ira gerar um
relatorio da analise realizada (Figs. 3.a. e 3.b.). Este relatério, o “report do BLAST”, traz uma série de
informacdes referentes a analise e, dentre elas, a demonstracao grafica dos alinhamentos estatisticamente
significativos, a lista das sequiéncias (com respectivas identificacdes) que apresentaram similaridade no banco
de dados e o grau desta similaridade. Cabe salientar que as versées graficas do relatorio sofrem modificagdes

freqlientes, ao contrario do texto em si.
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CT834773.1 Oryza sativa (indica cul aroup) cDNA clone: .+ full inse 532 532 99% 4e-166 82% M
NM_001050053.1 | Oryza sativa (japonica cultivar-group) 0s01g0606100 (Os0190606100) rr s82 sa2 995 42-166 825 m
APD0B207.1 Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic DHA, chromosome 1 552 385 99% 4s-166 100%
APD03303.4 Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic DHA, chromosome 1, PAC 552 532 39% 4=-166 82%
AP008210.1 Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic DHA, chromosome 4 398 36% 1e-15 100%
AL663012.3 Oryza sativa genomic DNA, chromosome 4, BAC clone: OSINBROOESHOL, 83.3 26% 1e-15 72%
AP003410.4 Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic DNA, chromosome 1, BAC 75.2 18% Ze-10 75%
AP0O02301.2 Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic DNA, chromosome 1, PAC 75.2 18% Ze-10 75%
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AP008215.1 Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic DNA, chromosome 9 187 28% 2e-05 80%
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(et selected sequences | [ Sekectall | [ Deselectal | [ Distance tree of results |
5'1 lemb | CT834773.1 m Oryzs sativa (indica cultivar-group) cDNA clone:O0SIGCERODZIHOG,
full inserc saquence
Length=1372
Scoze 592 bits (€56), Expect = de-1€§
Identities = 4989/808 (82%), Gaps = 11/808 (1%)
Strand=Plus/Plus
Query 1 ACATCATCACCTTCGCCCCTTCC! CAATCCCGCGTCCCTCGCTIGGGACCCCA &0
R N R T N S T T SR
Sbjet 112  ACGICATCACCTTCACCCCAGCCCECGGCETCTCCCCCECCICCCTCECCTEEEACCCCA 171
Query 61 TTCGTCETCGLCH TGCCCTCCTTTCCGTCTCCGACGCTE 120
I
Sbies 172 TTCETCETCECC! TCCTCTCCGTCTCCGRCECCE 231
Query 121 GGGTAACCGAGICGATCGETCICCICT---GECECCTCCICCEICGCCETCGATEACCECE 177
CLL L 1] LU UL T
Sbjct 232 TCACCEAGTCEATCECETCCCACCECEECECCTCCECCETCECCETCEACGACCECE 291
Query 178 CCTCCTCGCTTCCCCTGEETCCCTCTCCETCTTCCGACCTCCCGATCCCCEE 237
N N T N
Sbjet 292 GCCGCCECCTCCICGIEGECETCCCCEGEGCICCEICTCCECCTACGACCTCORCACACCEE 351
Query 238 GCCCECAC-CGCCTCATCCTCTCH TTCCGGAC 293
[ T T T
Sbjet 352 GECCCCACGCGCCGEC-TCITCICCECCACCCTCCCTEACCCCEORES 410
Query 2354 ATCGCIGT GCCTTCCTCACTGTGEGCCCCCCAATCTACARE 353
NEEIT VUL U U D LD T
Sbjct 411 GICECGEIGGACCCECACTCCEGCECCGCCITCCICACCETEEECECECEEATCTACARE 470
Query 354 CIGTCCETACAGCCCCACCTCCCCACCCTCECCTCCECECCEECECTC! C---CCCRG 410
N s i
Sbjet 471 GIGTCCCCCGACGGCGACCTCGCGECECTCCCCCCCTCECCEECETACGECGECCCCGRAC 530
Query 411 CCCGTAGGCICECTC: GAGCCEAGGCTTCCTECTCETGEECCABCCCASE 470
IR R R N T Y
Sbjet 531 CCECTCECCTCCCTC CAGCCECGRETTCCTECTCETGEECCARCCCARE 590
Query 471 ACGCACCGCATCCTCCGCETCCACATCGACCACCECCECTACCGRAGCACCCTCTCCTECEEC 530
N e T
sbjet 591 CCTCCECETCEAGAT GCGCGEECCETGICECEABCE 650
Query 531 CTCACGCCCCCCACGCCEATCECCETGGCEETCCEGACCEATGEEECEETEECAGTEEET 590
UL UCCCEUCTE COEEE CEC CEVCEEL T T O T
Sbjet 881 CT CT CCTCCCCCTCCCCACCCACCCCACCCTCECEETCCEC 710
Query 531 GGGGCCEC 538
ULl
Sbjet 711 GGCGGCEC 718
| M coyzs szesve (szponics culsiver-grous) osoizas0s100 (0s0130808100)
wANA, complete cds
Length=1518
Scoze 592 bits (656), Expect = de-166
Identities = 499/808 (82%), Gaps = 11/808 (1%)
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Figura 3.a. Exemplo de relatorio grafico da versdo web de BLAST, disponivel na pagina do NCBI.




BLASTN 2.2.16 [Mar-25-2007]

Reference: Altschul, Stephen F., Thomas L. Madden, Alejandro A. Schaffer, Jinghui Zhang, Zheng Zhang,

Webb Miller, and David J. Lipman (1997), "Gapped BLAST and PSI-BLAST: a new generation of protein

database search programs"”, Nucleic Acids Res. 25:3389-3402.

Query= Contig2
(613 letters)

Database: All GenBank+EMBL+DDBJ+PDB sequences (but no EST, STS,
GSS,environmental samples or phase 0, 1 or 2 HTGS sequences)
5,259,275 sequences; 20,596,195,900 total letters

LT ial o Y o L done
Score E

Sequences producing significant alignments: (bits) Value
ref|NM 001065446.1| Oryza sativa (japonica cultivar-group) Os07g... 92 3e-15
dbj |AP008213.1| Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic D... 92 3e-15
dbj |AP005632.3| Oryza sativa (japonica cultivar-group) genomic D... 92 3e-15
dbj |AK066146.1| Oryza sativa (japonica cultivar-group) cDNA clon... 92 3e-15
gb|AC117689.11| Mus musculus chromosome 12, clone RP23-446I19, c... 46 0.16
emb |BX649258.11| Zebrafish DNA sequence from clone CH211-203F4 i... 44 0.64

>ref |[NM 001065446.1| Oryza sativa (japonica cultivar-group) 0s07g0153300 (0s07g0153300)
mRNA, complete cds
Length = 2881

Score = 91.7 bits (46), Expect = 3e-15
Identities = 70/78 (89%)
Strand = Plus / Plus

Query: 25 agacaagtaattctctgaggctggcaaccttcttctggctgatgccgcacaaagttgectg 84
e RN RN
Sbjct: 513 agacgagtagttctcttaggctagcaacattcttctggctgatgeccccataaagttgetg 572

Query: 85 catggatatactgggagg 102

LT Errr e
Sbijct: 573 cagggatatactgggagg 590

Score = 75.8 bits (38), Expect = 2e-10
Identities = 122/150 (81%)
Strand = Plus / Plus

Query: 100 aggccctcagactttggctgaagaacgtcaagttcctagaccatcccaggtatctgaace 159

0 T T e A o I O O O O O O Y U O
Sbjct: 2267 aggccatcagactttggctgaagaacgtcaaattcctggaccatccaagatacttgaact 2326

(...)

Figura 3.b. Exemplo de relatorio texto da verséo local de BLAST, obtido rodando o programa blastall em um

terminal.

17



Identificadores

Todas as sequéncias depositadas nos bancos de dados do NCBI recebem automaticamente uma identificagédo
e que, dependendo do cddigo empregado, fornece uma série de informacdes relevantes quanto a origem e

natureza destes dados.

Identificadores de sequéncias (gi)

O gi é um cédigo unico, representado por nimeros e atribuido a toda seqiiéncia de nucleotideos ou proteina
traduzida depositada no banco de dados do GenBank, ndo importando a origem. E uma espécie de “RG” da
seqliéncia: individual, intransferivel e ndo modificavel. Mesmo que haja dois registros de seqiiéncias dentro do
mesmo arquivo, a versao em nucleotideo apresentara um codigo e a proteina, outro. Com alteracdes
realizadas na sequiéncia, sera registrado um novo gi que pode ndo guardar qualquer relagcdo numérica com o

arquivo original — que nao sera extinto nem modificado.

Identificador de proteina (Protein ID)

O identificador Protein ID é atribuido a uma seqiiéncia de aminoacidos que pertence a algum arquivo. Como
padrdo, adota-se um formato composto de trés letras seguidas de cinco digitos, um ponto e o nimero da
versdo. Por exemplo, o codigo CAC40990.1 se refere a uma proteina com gi 14331118 e nimero de acesso
AJ404328.1.

Além do gi, cada sequiéncia apresenta, concomitantemente, uma identificacdo que representa o cédigo do local
onde foi realizado o primeiro depdsito daquela seqiiéncia presente no GenBank. As origens podem ser
representadas pelos seguintes codigos: gb (GenBank), emb (EMBL), dbj (DDBJ), ref (RefSeq), sp (Swiss Prot),
pdb (Protein Databank), pir (PIR), prf (PRF), tpg (TPA GenBank), tpe (TPA EMBL) e tpj (TPA DDBJ). A
expressdo TPA (Third party annotation) significa que sdo seqiiéncias que, mesmo ja presentes no banco de
dados, sofreram alteracéo de anotacao posterior por terceiros, ou seja, individuos que ndo os autores ou a

propria equipe do banco de dados.

NUmero de acesso

O numero de acesso ou accession humber é o identificador do registro da seqiiéncia depositada no GenBank,
gue combina letras e nimeros, e que pertence entédo a colecdo de seqiiéncias do banco de dados.
Normalmente, este identificador compreende a combinagéo de uma letra seguida de cinco digitos ou duas
letras e seis digitos. Ele representa o relatério completo da seqiiéncia e ndo somente a seqiiéncia em si, ao
contrario do “Sequence Identifier”, que é representado pelo cédigo “gi” ou “ProteinID”.

Exempilos:

0i|14331118|emb|CAC40990.1|

gi|41052472|dbj|BAD07483.1|

0i|15218218|ref[NP_173005.1|

0i|92894031|gb|ABE92044.1|
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Numero de acesso RefSeq

Identificador de um registro de sequiéncia e natureza dos dados, sendo as duas primeiras indicativas do tipo da
seqliéncia. Nao confundir com os codigos de acesso do GenBank. O formato segue o uso de duas letras, uma
“sub-barra” (“_") e numeros. Os simbolos mais comumente utilizados s&o aqueles que qualificam que tipo de

sequéncia (mRNA, proteina, genoma completo etc.) ou se houve qualquer avaliagao/correcao (“cura”) por parte

do corpo técnico do NCBI ou colaboradores.

Exemplos:

NT_12345 (contig construido a partir de genoma, nao “curado”), NM_12345 [MRNA (nha verdade, sequéncias
de cDNA formados a partir de mMRNA), curado], NP_12345 [proteina (completa ou parcial), curado], NC_12345
[seqliéncia gendmica completa (genomas, organela, plasmideo ou cromossomo), curado], NR_12345
(transcritos ndo codificantes, como RNA estrutural e pseudogenes, curado), XM_12345 [MRNA (sequéncias de
cDNA formados a partir de mRNA), ndo curado], XP_12345 [proteina (completa ou parcial), ndo curado], entre

outros.

Alinhamento

O alinhamento € a disposicdo de duas seqiiéncias, com a demonstracdo grafica da comparacgéo através do
pareamento da sequéncia de entrada (ou seja, que o usuario esta investigando) (query) na linha superior, com
a seqgliéncia do banco de dados (subject) na linha inferior. No alinhamento, as similaridades sdo destacadas.
Cabe lembrar que a simbologia é modificada se a seqiiéncia se refere a nucleotideo ou aminoacido. As
combinag@es imperfeitas (mismatchs) sdo consideradas mutacdes, enquanto que os intervalos vazios (gaps)

séo considerados como delec¢des ou insergdes.

Nucleotideos

Para a representacdo de regides onde ha identidade de nucleotideos no pareamento, é utilizada uma barra
vertical (“|”) (Fig. 4). Por outro lado, as combinagdes imperfeitas ndo apresentam qualquer simbolo e os
intervalos vazios (regides onde ndo ha seqiéncia para a comparacao) sdo preenchidos por um traco (“-"). O
ndamero que aparece ao lado das seqiiéncias significa a localizagcdo dentro da mesma onde se iniciou,

significativamente, a similaridade.

Query 302 ATAA---CAAGGGATAAATATCTTCTAACAGCTCAT 334

NN PEEEEEErrrr e rertd
Sbjct 328 ATAACACCAAGGGATAAATATCTTCTAACACCTCAT 363

Figura 4. Exemplo com representagédo de pareamento de nucleotideos, com indicacao de regifes similares e
com “combinagdes imperfeitas”.

Aminoécido
A representacdo da similaridade em alinhamentos entre aminoacidos é ligeiramente mais complexa do que

para nucleotideos. Além da identidade entre aminoacidos, representado por pelo cédigo de uma letra, surge o

conceito de similaridade. Quando os amino&cidos alinhados entre as duas seqliéncias, embora ndo sejam
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idénticos, recebem pontuacao positiva na Matriz de Substituicdo escolhida para a busca dizemos que eles sdo

similares. A similaridade, representado por sinal positivo (“+”) depende, portanto, da Matriz de Substituigdo
(Fig. 5).

Query 13 SASENK---KKGMVLPFDPHSITFDEVVYSVD 41
S +ENK K+GM+L F+PH ITFDEV YSVD
Sbjct 532 SVTENKHYGKRGMILSFEPHCITFDEVTYSVD 563

Figura 5. Exemplo de representacdo da similaridade em alinhamentos entre aminoacidos. O sinal positivo (+)
indica que a par de aminoacidos alinhados pontua positivament na Matriz de Substituicdo empregada no
alinhamento.
Score

Nota atribuida pelo algoritmo e baseada no numero de pareamentos perfeitos (match) e imperfeitos (mismatch)
entre a seqiiéncia de entrada e alguma seqiiéncia do banco de dados. E conseqiiéncia do nimero de
insercdes, delecdes e substituicdes neste pareamento. Contudo, mesmo quando o score € alto e, em principio,
melhor o pareamento, este valor ndo pode ser analisado individualmente, mas acompanhado do respaldo
estatistico (e-value). Este score de um alinhamento (S) é dado pela soma de scores de matchs, gaps
(insercdes e delegdes) e, no caso de aminoacidos, substituicdes, sendo estas Ultimas obtidas através de uma
tabela (normalmente a BLOSUM) que reflete o grau de relevancia desta “troca” de aminoacidos.

Enfim, o valor do score d4 uma indicacdo se o alinhamento é bom ou néo, sendo o seu valor positivamente
correlacionado com a qualidade deste alinhamento (ou seja, quanto maior, melhor).

E-value

E uma das expressdes mais utilizadas na analise de seqiiéncias e representa o valor estatistico (probabilidade)
gue indica se o alinhamento é real ou foi obtido meramente pelo acaso naquele banco de dados (“falso
positivo”). Em outras palavras, € o numero esperado de falsos positivos que obteriam score igual ou maior que
o reportado em um determinado alinhamento entre a sequéncia de entrada e uma do banco.
Fundamentalmente, quanto menor o e-value, menores as chances daquele resultado ser conseqiiéncia do
acaso.

Como exemplo, um e-value = 0.02, dentre outras interpretacées, pode significar que em um determinado
alinhamento h&a 2 chances em 100 (ou 1 em 50) de que as similaridades sejam resultantes meramente do
acaso. Do ponto de vista estatistico, tal nUmero pode representar um valor significativo, mas do ponto de vista
biolégico representa, em principio, valor bastante aquém do ideal — embora alguns pesquisadores considerem
gue ainda assim, tal resultado pode representar alguma informacgéo biologica (Pertsemlidis e Fondon, 2001).
Pode-se perceber entdo que quanto menor o e-value (quanto mais préximo de zero), maior a confiabilidade da
predicdo (mais significativo é o alinhamento). Adicionalmente, em geral estabelece-se uma “nota de corte”, que
determina que sejam considerados para uma primeira analise apenas e-values menores que e-5 ou e-10.
Geralmente, o valor do e-value é apresentado de trés formas possiveis, por exemplo: 0.0, 3e-25 e 0.12. O valor
3e-25 é uma abreviacdo de 3 x 10, 0 que indica que este niimero esta mais préximo de 0.0 (maximo de
confiabilidade) do que de 0.12.

Outro fator importante a ser considerado € que buscas dentro de um banco de dados utilizando-se seqiiéncia

de entrada muito curta podem resultar em homologia total, porém com valor de e-value pior (alto), pois o

20



céalculo também pondera o comprimento da seqiiéncia, uma vez que seqiiéncias menores tendem naturalmente
a ter maiores chances (probabilidade) de encontrarem trechos semelhantes em um banco de dados e, por isso,

podem representar apenas um evento do acaso.

E=Kmne™

Onde E é o e-value, m e n sdo os comprimentos das seqiiéncias, K e A (lambda) sdo parametros e S é o score.
Através da férmula, percebe-se entdo que o e-value decresce (i.e., melhora) a medida que aumenta o score

encontrado para o alinhamento das duas sequéncias.

Identidade

E o nimero de residuos (letras) similares (matchs) identificados no alinhamento e expresso, em porcentagem,
a partir da comparagdo com o comprimento deste alinhamento. Nos resultados do BLAST, os “positivos” (que
ja ndo representam a identidade, mas a similaridade) indicam a conservacao evolutiva, ou seja, sdo a soma do
ndmero de amino&cidos idénticos e aqueles que s&o diferentes na comparacdo mas que apresentam score

positivo na tabela empregada.

Gap

Espaco introduzido em um alinhamento para compensar regides de insercdo ou delecdo em uma das duas
sequéncias (entrada ou banco). A medida que aumenta o nimero de gaps no alinhamento, para poder
acomodar o pareamento entre as seqiiéncias, ha o aumento da penalizacédo aplicada ao score deste mesmo
alinhamento. Ou seja, embora a introducao de gaps resulte em um melhor pareamento, ha como consequéncia

uma diminui¢do ponderada do score, o0 que, em algum grau, ira afetar desfavoravelmente o e-value.

Similaridade

Similaridade é o grau da semelhanca entre as seqiiéncias. Este valor é baseado na identidade e/ou
conservacgdo da seqiiéncia. No programa BLAST, este termo é baseado nos valores das tabelas de matrizes.
Logicamente, o julgamento da similaridade vai ser limitado & disponibilidade de sequiéncias do banco de dados
para a comparagao.

Uma préatica comum na sua utilizacdo e interpretacdo é o uso do hit (seqiiéncia do banco) mais similar nos

relatérios que analisam varios genes ou proteinas.

Homologia

A expressdo se refere a similaridade atribuida a descendentes originados de ancestral comum. Ou seja,
sequéncias homdlogas séo seqiiéncias que, supostamente, tém a mesma origem. A homologia pode ser
classificada como paralogia ou ortologia. Se a homologia é resultante de especiagdo, ou seja, a sequéncia
ocorre em uma espécie que originou outra espécie que, por sua vez, apresenta uma copia desta mesma

seqliéncia, elas séo ortdlogas, embora possam ndo ser responsaveis por funcdo semelhante. Por outro lado,
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se ha duas cépias da mesma seqiiéncia no mesmo organismo, ou seja, uma duplicacao da seqiiéncia, estas
séo paralogas (FITCH, 2000).

Freqlientemente, na comparacao entre seqiiéncias, de forma errdnea utiliza-se a expressao, por exemplo,
“93% de homologia” enquanto o correto € dizer-se que ha “93% de identidade” entre elas, uma vez que a
terminologia “homdlogo” se refere basicamente a origem e n&o ao grau de similaridade. Ou, colocado de outra
forma, a porcentagem de identidade é uma medida concreta, enquanto homologia é uma hipotese sustentada

por esta evidéncia. Em suma, a homologia se descreve apenas binominalmente (homélogo ou ndo-homalogo).

Exemplos de alinhamentos

Proteina

gi|41052472|dbj|BAD07483.1| PDR-type ABC transporter 1 [Nicotiana
tabacum]

gi| 75326590 |sp|Q76CU2|PDR1 TOBAC Pleiotropic drug resistance

protein 1 (NtPDR1)
Length=1434

Score = 64.7 bits (156), Expect = 1le-09
Identities = 33/42 (78%), Positives = 35/42 (83%), Gaps = 2/42 (4%)

Query 2 SPQITSTQEGDSASE--NKKKGMVLPFDPHSITFDEVVYSVD 41
S QITST GDS SE N KKGMVLPF+PHSITEFD+VVYSVD
Sbjct 806 SSQITSTDGGDSISESQONNKKGMVLPFEPHSITFDDVVYSVD 847

Algumas informacgdes que podem ser obtidas do alinhamento acima:
1. A seqléncia de referéncia (banco de dados), embora presente no GenBank (como verificado
pelo cddigo gi), foi originalmente depositada no banco de dados DDBJ (dbj) e também no Swiss
Prot (sp) e apresenta 1434 aminoacidos;
2. O score indica a pontuacgéo atribuida pelo programa, que € baseada no nimero de
pareamentos perfeitos (match), inser¢des e delecbes (gaps) e substituicdes, entretanto tem pouca
utilidade analisado isoladamente;
3. Considerando o e-value resultante (Expect), ha uma probabilidade de 1 x 10 do alinhamento
ter sido apenas casual, o que ndo se pode considerar como um 6timo valor, sobretudo por se tratar
de seqliéncia curta (i.e., poucos residuos);
4. O alinhamento se iniciou no 2° aminoacido da sequiéncia de entrada e foi interrompido em seu
41° aminoacido, enquanto que na sequiéncia de referéncia o alinhamento se iniciou no 806°
aminoacido e foi finalizado no 847° aminoacido;
5. Neste trecho da seqiiéncia de referéncia, de 42 aminoacidos da seqiiéncia de entrada, 33 séo
idénticos aos da sequiéncia de referéncia , enquanto 35 apresentaram “similaridade”, ou seja, além
dos 33 idénticos entre as duas sequéncias, dois amino4cidos ndo s&o idénticos (foram
substituidos) mas pontuam positivamente na Matriz de Substituicdo empregada (i.e., sdo
conservados — representados pelo sinal “+” no alinhamento).

6. Ha duas delegdes presentes na seqiiéncia de entrada de 42 aminoacidos [Gaps = 2/42 (4%)].
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Nucleotideo

gi|102139737|gb|AC186746.1| Musa acuminata clone MA4 25J11,
complete sequence
Length=105019

Score = 46.1 bits (23), Expect = 0.24
Identities = 41/47 (87%), Gaps = 0/47 (0%)
Strand=Plus/Plus

Query 113 TTCTCAATGGGAAACCATTTTACGCTAATGGCTTCAATGCCTACTGG 159

R e R R AR
Sbjct 27822 TTCTCAATGGCAATCCATTCTTTGCCAATGGCTTCAATGCCTACTGG 27868

Algumas informacdes que podem ser obtidas do alinhamento acima:

1. A seqiiéncia de referéncia foi primeiramente depositada no GenBank e possui comprimento total de 105.019
residuos;

2. O total de pontos (score) do alinhamento foi de 23. O alto valor de “e-value” (0.24) indica que ha uma grande
possibilidade deste score ser obtido apenas por chance, ndo indicando homologia.

3. A seqliéncia de entrada apresentou alinhamento entre os seus nucleotideos da posi¢do 113 e 159, enquanto
na sequéncia de referéncia, o alinhamento se deu nas posi¢bes 27.822 e 27.868 do arquivo;

4. Dos 47 nucleotideos da sequiéncia de entrada, 41 foram iguais aquele trecho que estava no banco de dados.
Como é uma seqiiéncia de nucleotideos, ao contrario do que ocorre com aminoacidos, ndo ha julgamento de
semelhanga ou “positivos”, por outro lado, também ha pontuagéo de acordo com o pareamento inexato ou
presenca de gaps;

5. N&o foram detectadas delec¢des ou inser¢des (gap) dentro do alinhamento formado pelo BLAST;

6. O DNA utilizado para o alinhamento é originado da fita sense de ambas as sequéncias (“plus/plus”).

Glossario de termos computacionais

Algoritmo — Lista finita de instru¢des (cddigo) para a execu¢do de uma determinada tarefa que, dado um estado

inicial definido (entrada do programa), ira gerar um estado final também definido (saida do programa).

Heuristica — Tipo de algoritmo que, dado um estado inicial, busca pelo melhor resultado possivel durante um
certo periodo de tempo ou de itera¢des, porém ndo garantindo que o resultado 6timo seja atingido. O algoritmo

do BLAST é na verdade uma heuristica, por conter métodos heuristicos em seu cadigo.

Método Exaustivo — Tipo de busca ou andlise onde sao testadas todas as possibilidades possiveis para

determinar o resultado.
Palavras — Aqui entende-se por cadeias de caracteres (strings), com comprimento definido, que representam

seqliéncias de nucleotideos (palavras de 11 caracteres sé@o o padrédo do Blast) ou de aminoacidos (3

caracteres).
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Programacéo Dinamica — Tipo de programacéo (construcéo de algoritmos) onde a solugao étima de um estado
inicial é atingida a partir do aproveitamento da solucao 6tima de um sub-problema do mesmo estado inicial.

Este tipo de programacéo visa principalmente evitar o recalculo, tornando o algoritmo mais rapido.
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