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Objetivo Geral do Curso

O curso tem como objetivo ensinar de forma pratica e intuitiva conceitos basicos da
utilizacao de sequéncias de DNA, RNA e proteinas no ambito de estudos de biologia
molecular, genética, gendmica, ecologia, biodiversidade e taxonomia.

Os alunos irao aprender a utilizar varios programas de computador, sites da internet e
bases de dados amplamente utilizados na investigacao cientifica, no mundo
empresarial e em entidades prestadoras de servicos e diagndsticos.

O curso tera uma forte componente pratica, sendo que as analises sao baseadas em
casos de investigacao reais. No entanto, serdao fornecidos conceitos basicos e
avancados de biologia molecular aplicados a diferentes areas de estudo.

Publico-alvo

Estudantes, licenciados, MSc, PhD, pds-docs, professores ou profissionais de areas
relevantes relacionadas com a implementacao da DQEM ou na gestao sustentavel do
meio marinho.



Objetivos Especificos do Curso

Adquirir a capacidade de mobilizar recursos bioinformaticos na resposta a
um determinado problema, sendo capaz de escolher, aplicar e avaliar criticamente
as técnicas mais adequadas.

Melhorar a capacidade de recolha e analise critica da informacao cientifica
relacionada com técnicas moleculares.

Aprender a utilizar as principais bases de dados publicas com informacao
resultante de técnicas moleculares.

Conhecer os principais programas de computador utilizados na organizacao e
armazenamento de dados moleculares.

Adquirir conhecimentos basicos na interpretacao e analise dos dados genéticos
obtidos em espécies marinhas.

Obter competéncias no alinhamento e anotacao de sequéncias de DNA, RNA
e proteinas.

Aprender a construir arvores filogenéticas tendo em vista a identificacao de
espécies e a determinacao de indices de biodiversidade.

Integrar os conhecimentos adquiridos numa perspetiva global da gestao
sustentavel dos recursos bioldgicos marinhos utilizando dados moleculares.

Compreender os objetivos gerais da Diretiva Quadro Estratégia Marinha e a
aplicacao das técnicas moleculares no ambito da sua implementacao.



Métodos de Ensino e Atividades de Aprendizagem

Curso lecionado em formato e-learning. O curso incluira varios exercicios com tutoria
(sem aulas virtuais), onde os participantes trabalhardao com diferentes programas de
analise de dados e bases de dados disponiveis na internet de forma gratuita.

(caso deseje realizar o curso, contacte fpereirapt@gmail.com)

Lingua de Trabalho

O curso sera ministrado em portugués. Os programas e paginas da internet utilizados
estao em inglés, mas as definicdes e opcdes mais relevantes serdao traduzidas.

Componentes de Avaliacao

Exame online com questdes de escolha multipla no final de cada aula. O aluno tem
acesso ao resultado apdés terminar cada exame.

Formula de célculo da classificacao final: Somatdrio das classificacdes obtidas em
cada aula, ponderados para uma escala de 0 a 20.



AULA 1 - COMO IDENTIFICAR UMA SEQUENCIA DE DNA
DESCONHECIDA

Objetivo: Aprender a identificar uma sequéncia de DNA por comparagdao com
sequéncias disponiveis em bases de dados publicas. Utilizar o sitio da Internet
‘Sequence Manipulation Suite’ para obter estatisticas basicas de uma sequéncia de
DNA. Adquirir nog¢des basicas da utilizacdo do programa Basic Local Alignment Search
Tool (BLAST). Saber interpretar os resultados obtidos com este programa e as possiveis
implicacOes bioldgicas.

Tempo previsto de duragao da aula: 2 a 3 horas

Lingua: A aula é ministrada em portugués. Os programas e paginas da internet
utilizados estao em inglés, mas as definicdes e opcdes mais relevantes serao
traduzidas.

Pré-requisitos académicos: Nog¢des basicas de biologia molecular.

Pré-requisitos informaticos: Conhecimentos bdasicos de navegacao na internet e
informatica na dtica do utilizador. Versdes recentes do sistema operativo e navegador
da internet.

Componentes de avaliacao: Exame online com questdes de escolha multipla. O aluno
tem acesso ao resultado apds terminar cada exame.



Como identificar uma sequéncia de DNA desconhecida?

Imagine que no decorrer de uma investigacao cientifica, obiéem uma sequéncia de DNA sobre a qual néo tem informacao
nenhuma b

« Como podemos saber do que se trata?

« Que tipo de informagao poderemos obter?

« Esta sequéncia & nova ou ja foi identificada por outro investigador?
« Em que local do genoma se encontra?

« Eum gene?

« Que informacao bioldgica posso obter?

« Existem estudos cientificos relacionados com esta sequéncia?

Estas sdo algumas das questdes que ira aprender a responder.

A sequéncia de DNA que obteve no seu estudo € a seguinte:

TGTTTCTGCTGATGCCAGTCTTACTGGTCAGTTGTTTTCTGAGCCAAGGGGCAGCGATG
GAAAACCAACGGCTCTTCAACATCGCGGTCAACCGGGTGCAACATCTCCACCTAATGGC
TCAGAAGATGTTCAATGACTTT

Podemos comecar por obter algumas informacges muito simples acerca desta sequéncia.
Como sabe, o DNA é formado por quatro tipos de nucleotidos (ou bases) identificados pelas
letras

» A (adenina)

T (timina)

« G (guanina)

» C (citosina)

Vamos contabilizar o numero total de nucleétidos (e de cada tipo) que esta sequéncia tem.
Pode contar a mao, mas para evitar erros e poupar tempo (e porque podera ter que trabalhar
com sequéncias muito maiores) vamos utilizar o seguinte sitio da internet:

Sequence Manipulation Suite.




Sena interessante poder comparar a nossa sequéncia com outras obtidas noutros estudos Talvez desta forma a conseguissemos identificar Talvez esta

sequéncia ja tenha sido identificada por outros investigadores.

Na verdade, este tipo de comparacao é feito regularmente pelos investigadores.

Vamos utilizar a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST).

O que é o BLAST?

O BLAST enconfra regifes de similaridade enire sequéncias.

O programa compara sequéncias de nucledtidos ou proteinas contra bases de dados de sequéncias e calcula a significancia estatistica dos resuitados

O BLAST pode ser utilizado para-

» identificar sequéncias desconhecidas ou novas
* inferir relagfes funcionais e evolutivas entre sequéncias

« identificar membros de familias de genes.

O resultado de uma pesguisa BLAST sera um conjunto alinhado de sequéncias potencialmente relacionadas, classificadas de acordo com a sua
semelhanca.

Dito por outras palavras, o BLAST funciona no mundo das sequéncias de DNA como o Google funciona nas paginas da internet. Utilizando um texto de procura
(‘query’), identificamos os textos mais parecidos com a nossa busca.

« Comece por abrir a pagina da intemet do programa BLAST
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AULA 2 - PESQUISAS NO BLAST UTILIZANDO O GENEIOUS

Objetivo: Nesta aula ira ter aprofundar os conhecimentos sobre o programa BLAST,
aprender como realizar pesquisas BLAST individuais e de grupo com o programa
Geneious e conhecer algumas op¢des do programa.

Tempo previsto de duracdo da aula: 1 a 2 horas.

Lingua: A aula é ministrada em portugués. Os programas e paginas da internet
utilizados estao em inglés, mas as definices e op¢des mais relevantes serao
traduzidas.

Pré-requisitos académicos: NocOes basicas de biologia molecular.

Pré-requisitos informaticos: Conhecimentos basicos de navegacao na internet e
informdtica na dptica do utilizador. Versdes recentes do sistema operativo e versao
Pro do Geneious. Veja a informacao sobre a utilizacdo do Geneious aqui.

Componentes de avaliacao: Exame online com questdes de escolha multipla. O aluno
tem acesso ao resultado apods terminar cada exame.



Imagine que obteve uma sequéncia de uma proteina como resultado de uma experiéncia e gostaria de descobrir do que se trata. Na aula anterior aprendeu a

utilizar a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) para identificar uma sequéncia de DNA desconhecida, utilizando diretamente o site do programa.

Podera fazer uma procura semelhante com uma sequéncia de proteina. No entanto, € possivel aceder ao BLAST utilizando outros programas que servem de
intermediarnos. Nesta aula vamos aprender a utilizar um destes programas - 0 Geneious.

Para executar uma pesquisa BLAST com uma Unica sequéncia, baixe o arquivo "p00656.geneious™, . p00656.geneious
guarde-a no seu computador e importe-a para o Geneious (arraste-a para o programa ou va a File, Import, Baixar o arquivo

From file._).

Depois cligue no botdo BLAST na barra de ferramentas. Esta operacéo ira abrir a caixa de dialogo do BLAST.

e o BLAST

© P0O0656
Query: Selected reglon
" Enter unformatted or FASTA sequence

Datab nr . ¥ Add/Remove Databases

Program:  blastp - A uery, Ax dastase) |

Results:  Hit table 2
B

Retrieve:  Matching region

Maximum Hits: 100 2

DNA query:

« Megablast - rapido, mas so origina sequéncias muito semelhantes.

* Discontiguous megablast - mais sensivel, permite obter sequéncias menos semelhantes, e pode ser configurado para ignorar determinados tipos de
bases.

« blastn - mais lento, mas mais sensivel, permite obter sequéncias pouco semelhantes. E a melhor opgéo para as espécies mais distantes.

« blastx - traduz a sequéncia de procura para proteina e procura na base de dados de aminoacidos.
Protein query:
* blastp - compara sequéncias de proteinas com a base de dados de proteinas
« tblastn - compara sequéncias de proteinas com as 6 tradugGes possiveis das sequéncias da base de dados de nucledtidos.
Como a nossa sequéncia 'P00656" &€ uma sequéncia de proteina, o programa seleciona a base de dados de proteinas do NCBI nr e a opgéo blastp que ira
realizar uma procura rapida de sequéncias proteicas.
Confirme que a opg&o 'Results’ esta selecionada para Hit Table e 'Retrieve’ para Matching Region.
Esta configuragéo ira originar uma lista dos resultados (hits) mais significativos e um alinhamento de cada um deles, para além de um alinhamento do tipo 'query-
centric’.
Deixe as outras configuracoes inalteradas e, em seguida, clique no botao Search.

O Geneious ira enviar a sua informacao de consulta para o NCBI e criar uma nova pasta de pesquisa, que sera exibida como uma subpasta da pasta que
contém a sequéncia utilizada na procura.

§4 POO656 - nr blastp (100) .

O nome da pasta sera o da sequéncia utilizada para a procura, a base de dados pesquisada, o programa utilizado para realizar a pesquisa e o nimero de
resultados obtidos entre parénteses.
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Quando a procura for concluida, o Geneious ira recolher todos os resultados do NCBI e coloca-los na pasta recém-criada.
Por predefinicao, os resultados da pesquisa devem ser ordenados pelo valor E ('E Value') que indica a frequéncia esperada de ocorréncia de cada alinhamento por
acaso. Lembre-se que quanto menor o valor E, melhor.

Se os resultados ndo estiverem ordenados pelo valor E, cliqgue no cabegalho dessa coluna.

O resultado da procura deve ficar parecido com a tabela descrita em baixo, mas os resultados podem variar ligeiramente a medida que novas sequéncias s@o
adicionadas ao Genbank.

Query Centric View  Annotations  Distances  Info |
Bit-Score EValue & % Pairwise Id.. Grade Name Description Sequence Le.. Hit start Hir end bt
311612 1.18e-107 100.0% 100.0% ‘& NP_OD1014408 ribonuciease pancreatic precursor [Bos 1. 150 1 150 |
313,153 2.63¢-107  100,0% 100.0% W CDG32088 TPA: ribonuclease A CZ [Bos taurus] 150 66 215 |
310,071 3.83¢-107 99.3% 99.7% A% XP_005901936 PREDICTED: ribonuclease pancreatic [8o... 150 1 150 -
270,396 9.61e-92 100.0% 92.7% + 1C0B A Chain A, Bovine Pancreatic Ribonuclease ... 128 1 128 -
269.24 7.28e-91 86.1% a1.0% W OARAT2IST RNase A [synthetic construct] 151 6 156 -
266,929 4.03¢-90 91.3% 95.7% W XP_005960934 PREDICTED: riboruclease pancreatic-hke... 150 1 146 -
261.922 2.22e-88 100.0% 91.3% ¥ P61824 Full 124 1 124 -
261,922 2.40e-88 100.0% 91.3% <" CAB37066 artificial [synthetic construct) 124 5 128 -
261.536 2.65¢-88  100.0% 91.3% W CAA33801 unnamed protein product [Bos tauris) 124 2 125 -
260.381 8.76e-88 99.2% 90.9% ¥ 1EEA Chain A, Crystal Structure Of F120w Muta...124 1 124 -
260.381 9.25¢-88 99.2% 90.9% & 3DH6_A Chain A, Crystal Structure Of Bovine Panc... 124 1 124 -
260.381 9.25¢-88 99.2% 90.9% 3D A Chain A, Crystal Structure Of Bovine Panc... 124 1 124 -
260.381 9.25¢-88 99.2% 90.9% +° 3DIB_A Chain A, Crystal Structure Of Bovine Panc... 124 1 124 -
260.381 9.25¢-88 99.2% 90.9% W 3D A Chain A, Crystal Structure Of Bovine Panc... 124 1 124 -
260.381 9.89e-88  99.2% 90.9% SOAWYN A Chain A, The Crystal Structure Of The AL... 124 2 125 -
IRE NO 111087 100 AR 01 7w e A Chain & Crnat Sinieniea OF Bibanirlaac 178 130 288 2

Tendo em conta o que aprendeu na aula anterior sobre os resultados do BLAST, pode verificar que a sua sequéncia pertence a uma ribonuclease pancreatica de
bovino. Caso esteja interessado, pode obter mais informacées sobre esta enzima no site da UniProt.

Para além do valor E, ha também uma coluna chamada % Pairwise Identity. Esta coluna indica o grau de semelhanca entre a sequéncia encontrada na base de
dados e a sequéncia utilizada na procura. E possivel ver que muitos dos resultados obtidos neste exemplo sdo 100% idénticos a sequéncia utilizada na procura, mas
tém diferentes Tamanhos de sequéncia ('Sequence Lengths'). Este valor resulta do facto do alinhamento ser do tipo "local similarity alignment’ que alinhou a
regido de tamanho maior existente entre duas sequéncias. A identidade refere-se apenas a regido alinhada, sendo que € possivel ter alinhamentos muito curtos com
elevada percentagem de identidade. E por este motivo que os alinhamentos tendem a ser classificados pelo seu valor de E, em vez do valor de identidade ("%
Pairwise Identity").

O programa Genelious também fornece um valor de Grade, que combina os valores de 'query coverage' (a regido da sequéncia utilizada onde se encontrou uma
identidade), o valor E e o valor de identidade ("% Pairwise Identity’) para cada resultado com pesos de 0,5, 0,25 e 0,25, respectivamente.

Este valor permite identificar os resultados com maior homologia.

Agora que se obteve um conjunto de resultados, sera possivel analisar alguns alinhamentos.

Clique no resultado obtido para NP_001014408 de forma a ver algo deste tipo:

Selected are only Download Full )
Dotplot  Dotplot (Self)  Distances  Text View  Download  Lineage  Info
7 ing G A &eesit [l san ROES?
[olleé 3 AR

Colors: BXIND- Simifarity [ Options &
8 Graphs. Options > D
: 3 2 « » i 10 e e al|
Conzensus. -
identity 1 R— 10107 PEis 2 E
Do 1, 700656 3 Ce
2.NP_DO10Y ! ki Options > E
| Highlighting 9
Show Names u
“IShow Description A &
2 Show sequence numbers

Mouse over column 120 (N/Asn/Asparagine) in Consensus

Pode ver no grafico de identidade por cima do alinhamento que as duas sequéncias sdo idénticas (cor verde).
Como qualquer outro alinhamento no Geneious, pode aplicar zoom para ver a sequéncia, alterar as configuractes de cor, e desfacar as regides iguais ou diferentes

do consenso utilizando o menu no lado direito do visualizador.

Esta vista de alinhamento s6 mostra a regido de alinhamento entre a sequéncia utilizada na procura e a obtida no BLAST. O documento BLAST obtido & um resumo e
nao contém o registo completo do Genbank para essa sequéncia. Para obter a sequéncia completa e respetivas anotacdes, clique em Download Full Sequence(s).

Quando a sequéncia completa for obtida, um separador Sequence View & adicionado ao programa.

Este procedimento mostra a sequéncia completa e anotada, com uma nova anotacdo "BLAST Hit" que indica qual a regido da sequéncia obtida que coincide com a da
sequéncia utilizada na procura.
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Visualizagdo centrada na sequéncia de procura (‘Query-centric view')

A "Query-centric view' € (fil para visualizar todos os resultados obtidos contra a sua sequéncia de procura numa Unica janela, permitindo identificar as regiées mais
conservadas.

« Clique no separador Query Centric View no topo da 'Hit table’,

« Retire as anotacdes no separador 'Annotations and Tracks'

Escolha highlight '‘Disagreements to Reference' no separador 'Display’

» Devera ver algo deste tipo

o Tavte |EITEREIORREEN Avnottions _ Distances _info |
Qo Gotarract @nc @ roaniiane t Add) i | ve Gl A Gredict [l Sve 5
[ £l B @ % % i® i

Corsensus ¥ ] v !
Idenity e e 1 =5 B B B 0 B | 0 B |
. *‘.—.2.0--’%0- -‘---‘i“ B Consensus (excludes reference)
Theeshold: 0% - Majority [ 7.

Ignore Gaps
. wee
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#
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Cursor before column 1 (oniginal residue 1), Mouse aver column 10 {S/5er/Serine) in Consensus




AULA 3 - COMO COMPARAR SEQUENCIAS?

Objetivo: Aprender a alinhar duas sequéncias de DNA, RNA ou proteinas. Identificar
regides conservadas e variaveis no alinhamento. Aprender a traduzir sequéncias de
RNA para proteina. Ficar familiarizado com o programa T-Coffee e a ferramenta de
traducdao do ExPASy. Identificar diferentes tipos de polimorfismo. Saber interpretar os
resultados obtidos com este programa e as possiveis implicacdes bioldgicas.

Tempo previsto de duracdo da aula: 2 a 3 horas

Lingua: A aula é ministrada em portugués. Os programas e paginas da internet
utilizados estao em inglés, mas as definicOes e opcdes mais relevantes serdao
traduzidas.

Pré-requisitos académicos: Nocdes bdsicas de biologia molecular.

Pré-requisitos informaticos: Conhecimentos basicos de navegacao na internet e
informatica na dtica do utilizador. Versdes recentes do sistema operativo e navegador
da internet.

Componentes de avaliacao: Exame online com questdes de escolha multipla. O aluno
tem acesso ao resultado apds terminar cada exame.
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Imagine que trabalha com um gene humano e um colega investigador envia-lhe uma

sequéncia de RNA de talvez pertenca ao mesmo gene.

* Serdo as sequéncias muito parecidas?
* Podem ser consideradas do mesmo gene?
= Que tipo de diferencas possuem?

+ Qual o grau de conservagio entre elas?

Estas sdo algumas das questes que ira aprender a responder.

Vamos comecar por fazer um alinhamento entre as duas sequéncias

Mas o que € um alinhamento?

Um alinhamento serve para organizar sequéncias (DNA, RNA ou proteina) de forma a identificar regides de homologia que possam esiar relacionas do ponto de
vista funcional, estrutural e evolutivo. O alinhamento é feito comparando cada 'letra’ de uma sequéncia com cada 'letra’ da outra. Desta forma sdo identificadas letras
lquais e diferentes entre as sequéncias. Num alinhamento, cada linha representa uma sequéncia. As diferentes sequéncias estdo sobrepostas, sendo que as regides
com 'letras’ iguais com suposta relacdo de homologia estdo colocadas na mesma coluna

Por exemplo:
TCTGGCCTTAAA
TCTAGCCTCAAA

O algoritmo de alinhamento também considera insergoes ou delegoes em ambas as sequéncias, ou seja a existéncia de ‘letras’ a mais ou a menos numa das
sequéncias
Neste caso, as duas sequéncias estardo alinhadas inserindo interrupcdes ('gaps’) indicados por um traco ™'

Antes do alinhamento
TCTGGCCTTAAA
TCTCCAAA

Depois do alinhamento

TCTGGCCTTAAA
TCT--CC--AAA
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Vamos entdo alinhas as nossas duas sequéncias chamadas “RNA1” e “RNA2”.

Existem varios programas de alinhamento de sequéncias, muitos deles com caracteristicas diferentes.
E recomendado utilizar varios tipos de alinhamentos e comparar os resultados obtidos.

Programa T-Coffee

O objetivo do programa T-Coffee & construir um alinhamento que tenha um alto nivel de consisténcia. O programa constréi uma biblioteca de alinhamentos com
pares de sequéncias. Esta biblioteca pode incluir varios alinhamentos alternativos das mesmas sequéncias feitos com diferentes parametros. No geral, a biblicteca &
uma colecdo de alinhamentos que se acreditam estarem corretos. Dentro desta biblioteca, cada alinhamento recebe um peso que € uma estimativa do sua

probabilidade biolégica, ou seja, até que ponto temos confianca que este alinhamento possa estar correto

O algoritmo T-Coffee utiliza esta biblicteca para estimar um valor para cada dois residuos alinhados num alinhamento. Este valor tem em consideracdo a
compatibilidade do alinhamento dos dois residuos com o resio dos alinhamentos observados dentro da biblioteca. Ou seja, este valor tem em conia a frequéncia do
alinhamento desses dois residuos em toda a biblioieca. O alinhamento de dois residuos & tanto mais relevante quanto mais frequente for na biblioteca do T-
Coffee.

O programa T-Coffee estima ainda o chamado ‘indice CORE' que indica a média dos valores de consisténcia na biblioteca para os pares de residuos que envolvem

cada residuo numa coluna do alinhamento. O programa atribui uma numeracao e cor a cada residuo, como descrito mais a frente na aula.

Vamos abrir a pagina da intemet chamada 'T-Coffee’

Conforme explicado anteriormente, o programa T-Coffee atribui uma cor aos residuos de acordo com um valor de consisténcia dos residuos alinhados (indice

CORE). A cada residuo & atribuido um valor arredondado entre 0 e 9, que surgem coloridos nalguns ficheiros de resultados (pdf, postscript ou html) sendo:
« azul / verde para residuos com baixa pontuagdo;

« laranja/ vermelho para os que apresentam maior pontuagdo

Quanto mais elevado o valor do indice CORE, maior a probabilidade de ele estar bem alinhado tendo em conta a biblioteca

gerada pelo programa.

BAD AVG GOOD

Neste caso, com apenas duas sequéncias essa informacao ndo &€ muito relevante. De qualquer forma, as posicGes com as duas bases iguais estdo coloridas a

vermelho, enquanto as posicSes onde existem diferencas tem outras cores.

Pode ver que as sequéncia diferem nalgumas posicoes no tipo de nucleotido (por exemplo, uma sequéncia tem um A e a outra um C). Em alguns contextos, esta

diferenca & chamada polimorfismo de nucleétido tnico (single nucleotide polymorphism - SNP).

RNA1 : 98
RNA2 : 97
cons ¢ 96

RNA1  A---UGCAAUCAUAUGCUUCUGCUAUGULAAGCGUAUUCAACAGC
RNA2  AUGGUGCAGUCAUAUGCUUCUGCUAUGULCAGAGUAUUGAAAGCG

cons * HORRA OOk R K K R KK *OEREEE K

RNAL  GAUGAUUACAGUCCAGCUGUGCAA- - - GAGAAUAUUCCCGCUCUC
RNA2  GACGAUUACAGCCCAGCGGCACAGCAGCAAAAUAUUCUCGCCUUG

cons K KEREEEERE EEEXE K xx *ORREEEEE KKK x

RNA1  CGGAGAAGCUCUUCCUUCCUUUGCACUGAAAGCUGUAACUCUAAG
RNA2  GGGAAAGGCUCCUCACUAUUUCCGACGGACAAUCAUAGCUCAAAC

cons KEE K KEEK xxE % X EE KK X K KRR XX

RNA1  UAUCAGUGUGAAACGGGAGAAAACAGUAAAGGCAACGUCCAGGAU
RNA2  GAUGGACGUGAAACUAGAGGAAGUGGUAGAGAGAGUGGCCAGGAU
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Noutra posicées do alinhamento, as sequéncia diferem pela auséncia ou presenca de nucledtidos (por exemplo, uma sequéncia tem um G e a outra ndo tem nenhum

residuo nesse local). Em alguns contextos, esta diferenca & chamada polimorfismo de insercdo/delegao (insertion/deletion polymorphism —indel).

RNA1 : 98
RNA2 : 97
cons i 96

RNA1  A---UGCAAUCAUAUGCUUCUGCUAUGUUAAGCGUAUUCAACAGC
RNA2  AUGGUGCAGUCAUAUGCUUCUGCUAUGUUCAGAGUAUUGAAAGCG

CONS % *HKE KANFEEXXRXAEAMAEEMKE XK AEKEE %%

RNA1  GAUGAUUACAGUCCAGCUGUGCAA- - -5AGAAUAUUCCCGCUCUC
RNA2  GACGAUUACAGCCCAGCGGCACAGCAGEAAAAUAUUCUCGCCUUG

CONS  ** *AXhkaks *wkwx x  wx I T

RNA1  CGGAGAAGCUCUUCCUUCCUUUGCACUGAAAGCUGUAACUCUAAG
RNA2  GGGAAAGGCUCCUCACUAUUUCCGACGGACAAUCAUAGCUCAAAC

cons K K RAKR KR K KK KK KK X HE KA A

RNA1  UAUCAGUGUGAAACGGGAGAAAACAGUAAAGGCAACGUCCAGGAU
RNA2  GAUGGACGUGAAACUAGAGGAAGUGGUAGAGAGAGUGGCCAGGAU




AULA 4 - ALINHAR SEQUENCIAS COM O GENEIOUS

Objetivo: Nesta aula tera uma breve introducao aos algoritmos de alinhamento de
sequéncias, ird desenvolver as capacidades necessarias para alinhar sequéncias de
DNA e proteinas com o Geneious e aprender a utilizar 'dotplots' para explorar
relacdes entre sequéncias. Saber interpretar os resultados obtidos com este
programa e as possiveis implicacdes bioldgicas.

Tempo previsto de duragao da aula: 2 a 3 horas.

Lingua: A aula é ministrada em portugués. Os programas e paginas da internet
utilizados estao em inglés, mas as definicOes e op¢des mais relevantes serao
traduzidas.

Pré-requisitos académicos: NocOes bdsicas de biologia molecular.

Pré-requisitos informaticos: Conhecimentos basicos de navegacao na internet e
informatica na dptica do utilizador. Versdes recentes do sistema operativo e
versao Pro do Geneious. Veja a informacdo sobre a utilizacdo do Geneious aqui.

Componentes de avaliacao: Exame online com questdes de escolha multipla. O
aluno tem acesso ao resultado apds terminar cada exame.
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O objetivo deste modulo é desenvolver as capacidades necessarias para alinhar pares de sequéncias com o Geneious.

O alinhamento de pares de sequéncias ('Pairwise sequence alignment') permite encontrar regiées identicas em e n e l O u S

sequéncias para identificar provaveis semelhancas estruturais e funcionais. g R hi Flash
esearcn inaftias

Neste modulo, vamos alinhar sequéncias de nucleotideos (DNA) e sequéncias de polipéptidos (proteina) usando um

metodo de alinhamento global (Needleman e Wunsch) e local (Smith e Waterman).

Algoritmos de alinhamento

Ao alinhar duas sequéncias, o algoritmo identifica a relacdo optima entre elas. Isto € feito através da comparacéao de cada 'letra’ de uma sequéncia com cada 'letra’ de
outra. O algoritmo tem em consideracao igualdades ('match') e diferencas ('mismatch') e calcula o melhor caminho matematico através destes emparelhamentos. O
algoritmo também considera insercdes ou delecdes em ambas as sequéncias. As duas sequéncias seguintes podem ser alinhadas inserindo interrupcées ou hiatos
(‘gaps’, indicados por -') para alinhar residuos idénticos:

Antes do alinhamento
AFGIVHKLIVS
AFGIHKIVS

Depois do alinhamento
AFGIVHKLIVS

AFGI -HK-IVS

O alinhamento de pares de sequéncias ('Pairwise sequence alignment') utilizado no Geneious € baseado em programacdo dindmica utilizando os

algoritmos Needieman & Wunsch (1970) ou Smith & Waterman (1981). Estao disponiveis em variantes global e local. Um alinhamento global garante que todas as

regides de duas sequéncias sdo alinhadas. Um alinhamento local ira alinhar as areas de melhor similaridade, como se verifica quando apenas uma parte das duas
sequéncias esta relacionada (por exemplo, em sequéncias de proteinas multi-dominio). Forcar um alinhamento global de uma sequéncia de multiplos dominios nao
seria razoavel, visto que o alinhamento implica que exista uma semelhanca entre as sequéncias em todo o seu comprimento, sendo que neste caso partes das
sequéncias ndo esfariam relacicnadas.

Nota: Um alinhamento pode ser matematicamente optimo, mas ndo necessariamente ser biologicamente relevante, como sera demonstrado nos exercicios
seguintes.

Exercicio 1: Utilizar 'dotplots' para explorar relagées entre sequéncias

Os dotplots sdo uma excelente forma de visualizar as regides de similaridade entre pares de sequéncias que ndo podem ser identificados apenas pelo alinhamento de
sequéncias. Em especial, permite identificar regiées repetidas, inversées e translocacdes que ndo sdo analisadas no alinhamento de sequéncias.

O dotplot identifica as igualdades ('match') entre duas sequéncias numa grelha bidimensional. Zonas continuas de igualdade ente sequéncias originam linhas
diagonais nesta gretha. Para ilustrar isto, sdo fornecidas duas sequéncias. Uma sequéncia original do chimpanzé pigmeu e a mesma sequéncia editada para originar
um dofplot interessante.

pygmy_chimpanzee.geneious pygmy_chimpanzee__mutated__ 3.geneious
Baixar o arquivo ] Baixar o arquivo

Guarde-as no seu computador e importe-as para a mesma pasta do Geneious (arraste-a para o programa ou va a File, Import, From file_..).

Pode ter que selecionar o separador que diz Dotplot. Pode também abrir o grafico uma nova janela clicandoe no botdo =]

Deve conseguir ver uma grelha 2D com linhas diagonais. Uma sequéncia aparece na parte superior no eixo dos X e a segunda ao longo do lade esquerdo, no eixo
dos Y. A tendéncia geral € termos uma diagonal do canto superior esquerdo para o canto inferior direito.
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pygmy chimpanzee
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ruido ao plot. Por isso, aumentando este valor permite ver apenas as diagonais maiores e diminuir o ruido de fundo.

uma sequéncia tem uma regido que corresponde ao complemento inverso de uma parte da outra sequéncia.
Agora que esta familiarizado com a forma como estas duas sequéncias estao relacionados, podemos comecar a alinha-las.

Pode fazer zoom in e out no dotplot, ajustando o nivel de zoom. Se ampliar o suficiente, sera capaz de ver as letras individuais das duas sequéncias em cada eixo.
Além disso, observe como ha uma cruz que segue o ponteiro do rato que indica a posi¢cdo nas duas sequéncias do ponteiro. Pode usar isso para anotar a localizagéo
no dotplot das caracteristicas em que esta interessado, algo que o vai ajudar mais tarde quando for fazer alinhamentos.

Tente mudar os parametros na opcédo Data Source e veja como isso afeta a dotplot. Observe como alterar a sensibilidade aumenta ou reduz o nimero de linhas

curtas no dotplot. Aumentar o tamanho da janela ('window size') tendera a preencher os gaps entre as diagonais menores de forma a originar outros maiores. Reduzir
ajanela ira encurtar as linhas diagonais. Pode haver algum detalhe interessante a ser detectado neste caso, mas geralmente reduzir este parametro apenas aumenta

As diagonais paralelas num dotplot indicam que existe um padréo repetitivo na sequéncia. Uma diagonal invertida indica uma inversdo na sequéncia. Isto significa que
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AULA 5 - ANALISE DE ELETROFEROGRAMAS

Objetivo: Nesta aula ira utilizar sequéncias Sanger e aprendera como editar e
alinhar eletroferogramas A aula abrange o corte de sequéncias de baixa
qualidade, a edicdo de sequéncias a partir de alinhamentos, a identificacdao de
heterozigdticos e de bases incorretas, e a construcao de sequéncias de consenso
a partir de sequéncias diretas (forward) e reversas (reverse) do mesmo gene.

Tempo previsto de duracao da aula: 1 a 2 horas.

Lingua: A aula é ministrada em portugués. Os programas e paginas da internet
utilizados estao em inglés, mas as definicOes e opcdes mais relevantes serao
traduzidas.

Pré-requisitos académicos: NocOes basicas de biologia molecular.

Pré-requisitos informaticos: Conhecimentos basicos de navegacdo na internet e
informatica na dptica do utilizador. Versdes recentes do sistema operativo e
versao Pro do Geneious. Veja a informacao sobre a utilizacdo do Geneious

aqui.

Componentes de avaliacao: Exame online com questdes de escolha multipla. O
aluno tem acesso ao resultado apds terminar cada exame.
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Neste tutorial, ira utilizar dados em bruto de sequenciacao Sanger e aprendera como editar e alinhar eletroferogramas para
analises posteriores, como por exemplo, para construir uma arvore filogenética ou calcutar a diversidade nuclectidica. O
tutorial abrange o corte de sequéncias de baixa qualidade, a edicdo de sequéncias a partir de alinhamentos, a identificacdo g Ssgrg llg fLIZIa SSh
de heterozigdticos e de bases incorreias, e a construgcdo de sequéncias de consenso a partir de sequéncias diretas

(forward) e reversas (reverse) do mesmo gene.
No Exercicio 1, ira editar e alinhar um conjunto de sequéncias de DNA mitocondrial do chapim azul Cyanistes teneriffae.
No Exercicio 2, ira editar e juntar as sequéncias diretas e reversas de um gene nuclear de trés espécies de rouxinol

Este tutorial requer que instale o plugin Heterozygotes no Geneious. Para o instalar, va a Tools->Plugins, encontre-o na
lista de plugins disponiveis e clique em Install.

Sequéncias de DNA mitocondrial - Introducao

O complexo de espécies do chapim azul inclui C. caeruleus, presente por toda a Europa, C. teneriffae, encontrado no Norte de Africa e nas llhas Canarias, e C.
cyanus, presente na Asia e Europa de leste. Os dados do DNA mitocondrial podem ser utilizados para investigar a filogeografia e a estrutura populacional destas

espécies.

O conjunto de dados aqui proporcionado compreende 34 sequéncias da regido de controlo do DNA mitocondrial de C. caeruleus e C. teneriffae. A sequéncia do

chapim-real Parus major também & incluida, uma vez que este servira de ouigroup para a analise filogenética.

A tabela abaixo fornece a localizacdo da amostragem e os codigos para as sequéncias deste tutorial

Cédigo Espécie Origem
CEH C. teneriffae lihas Canarias - El Hierro
CFU C. teneriffae llhas Canarias - Fuerteventura
CGC C. teneriffae llhas Canarias - Gran Canaria
CLG C. teneriffae llhas Canarias - La Gomera
CLP C. teneriffae llhas Canarias - La Palma
CLA C. teneriffae llhas Canarias - Lanzarote

Editar sequéncias de DNA mitocondrial

4 . Lista de Sequéndcias
Baixar o arquivo

« Selecione a lista de sequéncias contendo os dados em bruto da sequenciacdo da regido de controlo do DNA mitocondrial.

« Guarde-a no seu computador e importe-a para o Geneious (arraste-a para o programa ou va a File, Import, From file...). Clique duas vezes na lista para abri-la
numa nova janela.

« No General tab no lado direito da zona de visualizagcdo da sequéncia, escolha o display 'Colors' de acordo com 'Quality’. Isto ird realcar as bases de
acordo com a qualidade da sequéncia - quanto mais escuro for o azul, menor sera a qualidade.

Quando o zoom nao estiver selecionado, ndo vera as bases individuais ou os picos do eletroferograma, mas vera um grafico com uma indicacdo da qualidade da

sequéncia. Se percorrer as sequéncias vera que a qualidade diminui drasticamente no final de cada sequéncia
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Uma das amostras (CLG3) nao tem sequéncia, indicando que a reacao de sequenciacdo falhou, por isso apague-a desta lista.
A amostra SRE1 tem apenas uma curta regido de sequéncia de boa qualidade antes da se tornar ilegivel, por isso apague também esta amostra da lista.

+ Clique em Save para guardar as alteracoes a lista de sequéncias e feche a janela.

« Corte ("trim') as regides terminais das sequéncias com ma qualidade clicando em Annotate and Predict—Trim Ends.

» Escolha "Remove new trimmed regions from sequences”

« Selecione a 'Error probability limit' para 0.01, como na imagem em baixo.

» Clique OK e depois em Save quando o trimming tiver terminado.

() Annotate new trimmed regions (ignored by sssembly a0 consenius
(%) Remove new trimmed regions from sequences

) Trim vectors: | UniVec (High sensitivity)

Minimum BLAST alignment score:

All Ofigos in Database

) Trim primers: z
iV Allow Mismatches: s s

Minimum Match Length: s ilS

 Error Probability Limit: 0,011 2] (decrease to trim more)
Trim regions with more than a 1% chance of an error per base
I_) Maximum low quality bases: olf3)

() Maximum ambiguities: 213
™ Trim 5 End (] Atleast 03 b
 Trim 3' €nd ] At least ol[z] b

() Maximum length after trim: 1,000 | (Trim excess from 3' end)

(%)

A partir daqui, € mais eficiente limpar e editar as sequéncias depois de alinhadas.

« Selecione a lista de sequéncias novamente e clique Align/Assemble—Multiple Align.

* Escolha o algoritmo de alinhamento MUSCLE e utilize-o com os parametros predefinidos.

« Dé um clique duplo no alinhamento para abri-lo e faca zoom a cerca de 50% para que possa ver as bases e o eletroferograma.

« Pode precisar de escolher Show Graphs no separador Graphs para ver os eletroferogramas.

* Percorra as bases até a regiao a 3' (lado direito) e vai verificar que os picos do eletroferograma ficam mais fracos depois do motivo
GGGGGGGGAAGGGGGGGGG (ver imagem em baixo). Em muitas das sequéncias, a regiao que se segue a este motivo ja esta cortada
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A edicdo da sequéncia de consenso ira ser aplicada a todas as sequéncias do alinhamento. Deve também excluir as primeiras 20 bases no inicio do alinhamento

para que as sequéncias fiquem todas com o mesmo comprimento, uma vez que esta regiao ja foi cortada em varias sequéncias.

Delete bases from here to the end —

\CATGCTGGGGGGGGAAGGGGGGE GG

I = 1 1 "

\CATGCTGGGGGGGGAAGGGGGOGGGAGA

{CATGCTGGGGGGGGAAGGGGGGGG
Yo Lo/ Al

\CATGCTGGGGOGEGAAGGGGGGGGGAGATG
e 1 o 137 | hmm—

\CATGCTGGGGEGGEGAAGGGOGGGGE
WU | 7 v

\CATGCTCGGGEGGGGAAGGGGGGGGGA

—‘—L I Kot

\CATGCTGGGCGGGEGAAGGGGGGE

+ Clique Save e escolha Yes quando € perguntado se pretende que estas alteracoes sejam aplicadas a todas as sequéncias (‘apply the changes to the original

sequences'). Repare que por vezes é preferivel nao aplicar as alteracées a todas as sequéncias, caso pretenda manter o ficheiro original sem alteracGes.

Este alinhamento pode agora ser usada para construir uma arvore filogenética usando a opcdo Tree no Geneious.

Para obter mais informacdGes sobre a construcao e interpretacao de arvores filogenéticas, consulte os tutoriais do Geneious sobre este tema disponiveis aqui.
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