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Abstract. Bioinformatics is an area that has great prominence and has been
gaining even more visibility for prediction of diseases through DNA. Since it
appeared, bioinformatics has always been directly associated with molecular
biology, the field of biology responsible for studying the structure and functions
of genetic material, as well as proteins, which are the results obtained in a DNA
synthesis. The techniques of DNA-Barcoding and Machine Learning tend to help
even more researchers in the area, seeking to bring quick and intelligent
solutions. And it is with this aim that the objective of this work is based, which
seeks to unite the techniques of Barcoding and Machine Learning for the
sequencing and identification of Cyanobacteria.

Resumo. A bioinformatica é uma drea que possui um grande destaque e vem
ganhando ainda mais visibilidade para a previsdo de doencgas através do DNA.
Desde que surgiu, a bioinformdtica sempre esteve diretamente associada a
biologia molecular, campo da biologia responsavel por estudar a estrutura e as
fungoes do material genético, bem como as proteinas, que sdo os resultados
obtidos em uma sintese de DNA. As técnicas de DNA-Barcoding e Aprendizado
de Mdquina tendem a ajudar ainda mais os pesquisadores da darea, buscando
por solugoes rapidas e inteligentes. Assim, o objetivo desta pesquisa ainda em
andamento, busca unir as técnicas de Barcoding e Aprendizado de Maquina
para o sequenciamento e identifica¢do de Cianobactérias.

1. Introducao

A bioinformatica € o ato de conceituar a biologia em termos moleculares e aplicar técnicas
de informética, as quais derivam de disciplinas como matematica aplicada, ciéncia da
computacao e estatistica, a fim de entender e organizar as informacdes associadas a essas
moléculas em larga escala (Luscombe, 2001). A bioinformatica integra essencialmente o
desenvolvimento de programas computacionais para tratar dados bioldgicos preexistentes
e identificar sequéncias de genes.

Ja o conceito de DNA-Barcoding esta diretamente relacionado com o que se
conhece hoje como cddigo de barras, como, por exemplo, a identificacdo do cddigo de
barras de um produto no mercado. E com esse mesmo intuito que foi sugerido por Paul
Hebert, juntamente com seus colaboradores, a criacdo de um codigo de barras molecular
que identificasse espécies conhecidas, diminuindo a necessidade de utilizar-se outros
métodos mais complexos para a sua identificagdo. DNA-Barcoding é uma ferramenta



para rapida identificacdo de espécies com base em sequéncias de DNA e de toda a
estrutura do genoma (Kress e Erickson, 2008).

Para que as sequéncias mantenham uma integridade de informacdo, deve-se
realizar o BLAST, que é a ferramenta de pesquisa e alinhamento de sequéncias que realiza
a comparacdo de nucleotideos ou proteinas a bancos de dados de sequéncias e calcula a
significancia estatistica das correspondéncias (BLAST, 2020). O BLAST pode ser usado
para inferir relagdes funcionais e evolutivas entre sequéncias, bem como ajudar a
identificar membros de familias de genes (NCBI, 2020). Apos ser realizado o
sequenciamento das moléculas de DNA, devera ser identificado o que se chama de
Primer, que é uma sequéncia curta de &cido nucleico, de até 60 nucleotideos semelhantes
em todas as sequéncias, que fornece um ponto de partida para a sintese de DNA. Eles
atuam como delimitadores, sendo que a area entre 0s Primers servira para a identificacdo
das moléculas (Delong e Zhou, 2015).

Em relacdo as ferramentas e métodos computacionais nesta area, o campo do
aprendizado de maquina esté relacionado ao desenvolvimento e aplicacdo de algoritmos
de computador que melhoram com a experiéncia (Mitchell, 1997). Assim, o aprendizado
de méaquina de genomas pode ser usado para "aprender” a reconhecer padrdes nas
sequéncias de DNA. Uma grande variedade de métodos de aprendizado de méaquina foram
desenvolvidos para ajudar a entender os mecanismos subjacentes a expressao génica.
Algumas técnicas tém como objetivo prever a expressao de um gene baseado apenas na
sequéncia de DNA (Libbrecht e Noble, 2015). Como a area da Computacdo esta
diretamente ligada a este assunto, ela pode ser utilizada para o desenvolvimento de um
software que realize o alinhamento das sequéncias de DNA e utilize DNA-Barcoding e
Aprendizado de Maquina para fazer a identificacdo de cianobactérias, a partir da
identificacdo de regides de Primers.

O objetivo principal é desenvolver uma aplicacdo para identificar regides de
Primers em sequéncias de DNA de cianobactérias, utilizando a técnica de DNA-
Barcoding e aprendizado de maquina. E o problema de pesquisa refere-se a: E possivel,
de uma forma mais otimizada, localizar regiGes de Primers em sequéncias de DNA para
identificacdo de organismos do tipo cianobactérias?

O sistema de sequenciamento e reconhecimento precisa ser inteligente o suficiente
para aprender durante a interacdo com diversos genomas e com a identificacdo rapida e
eficaz dos Primers, em todas as sequéncias. E utilizando os dados de sequéncias curadas,
que sdo sequéncias confidveis que ja foram verificadas e validadas por profissionais,
provenientes da Base de Dados Gendmicos do NCBI, o sistema trard um resultado
confiavel e rapido.

O artigo esta organizado nas seguintes se¢des: a se¢do 2 apresenta uma breve
fundamentacdo teorica, a secdo 3 descreve a metodologia, na se¢do 4 sdo abordados 0s
aspectos referentes a proposta do trabalho e a se¢éo 5 apresenta as consideragdes finais.

2. Fundamentacio tedrica

O DNA Barcoding ou codigo de barras de DNA objetiva sistematizar ¢ “etiquetar” as
sequéncias de DNA para otimizar o tempo de identificacdo de espécies que j& estejam
catalogadas e acelerar processos de descobertas (Herbert et al., 2003).



Os Primers, que sdo sequéncias curtas de DNA, podem variar de 20 até 60
nucleotideos semelhantes, fornecem um ponto de partida para a sintese de DNA. Os
primers sdo desenhados baseando-se no cédigo genético (DNA molde) da espécie que se
deseja estudar, sendo capazes de se anelar as suas sequéncias alvo de DNA durante a
reacdo em cadeia da DNA polimerase (PCR) (Giegerich, Meyer & Schleiermacher,
1996).

As cianobactérias (também chamadas de algas verde-azuladas ou cianoficeas) sdo
um grupo antigo de microbios fotossintéticos que ocorrem na maioria das aguas
interiores e que podem ter grandes efeitos na qualidade da &gua e no funcionamento
dos ecossistemas aquéticos (Vincent, 2009). Estes organismos realizam fotossintese
capturando a luz solar para obter energia e sdo encontrados em lagos, lagoas, corregos,
rios e mares e representam um papel muito importante na fixagdo de nitrogénio, carbono
e oxigénio em ambientes aquaticos.

Segundo Rezende (2003), “Aprendizado de Maquina ¢ uma area de IA cujo
objetivo é o desenvolvimento de técnicas computacionais sobre o aprendizado, bem como
a construgdo de sistemas capazes de adquirir conhecimento de forma automatica”.

3. Metodologia

A bibliometria quantitativa (Araajo, 2006) foi realizada, com o objetivo de encontrar os
artigos cientificos que abordam temas relacionados ao tema de pesquisa deste trabalho,
os quais foram publicados entre o periodo de janeiro de 2015 a janeiro de 2020. Para isso,
foram utilizados os termos de busca “DNA Barcoding”, “Cyanobacteria”,
“Metabarcoding”, “Machine Learning” e “Genetics”. As bases de dados escolhidas foram
Scopus e PubMed, filtrando apenas por artigos cientificos. Foi encontrado apenas 1
trabalho relacionado com os termos de busca em conjunto. Como a quantidade de artigos
encontrados através da combinagdo de todos os termos foi pequena, foi realizada uma
pesquisa combinando os seguintes termos: 1) “DNA-Barcoding” AND “Metabarcoding”
AND “Machine Learning”, sendo selecionados 3 artigos cientificos relacionados; ii)
“Machine Learning” AND “Genetics”, sendo selecionado 1 artigo cientifico relacionado.

Entdo, foram escolhidos quatro artigos cientificos, apos leitura dos resumos para
serem estudados e contribuirem para o desenvolvimento da pesquisa, sendo eles: 1)
Libbrecht e Noble (2015), o qual tem o objetivo de descrever como o aprendizado de
maquina auxilia no entendimento de dados genéticos; ii) Beckers et al. (2016), que busca
avaliar o desempenho de pares de Primers de 16s TDNA, na andlise de comunidades
bacterianas presentes no solo e raiz, caule e folhas da rizosfera; iii) Cordier et al. (2018),
que utiliza o aprendizado de maquina supervisionado, aliado ao DNA-Barcoding, para
realizar o biomonitoramento marinho; iv) Gerhard e Gunsch (2019), que realiza uma
pesquisa microbiologica da agua de lastro de navios cargueiros em portos utilizando
aprendizagem de maquina.

Os procedimentos metodoldgicos definidos sdo: 1) levantamento bibliografico,
para obter aprofundamento nos assuntos da pesquisa; ii) levantamento de trabalhos
relacionados, com realizagdo da bibliometria; 1ii) modelagem do sistema a ser
desenvolvido; iv) desenvolvimento do sistema de sequenciamento e reconhecimento de
Cianobactérias, utilizado DNA-Barcoding e aprendizado de maquina; v) realizacdo de
testes e ajustes de parametros; vi) analise do desempenho alcangado utilizando o método
proposto.



4. Proposta do sistema de alinhamento e identificacdo de cianobactérias
utilizando DNA-Barcoding e Aprendizado de Maquina

O sistema sera modelado como apresentado na Figura 1, com o usudrio abrindo um
arquivo com a extensao “.FASTA”, o qual tera as sequéncias que deverdo ser pesquisadas.
Em seguida, devera ser realizado um BLAST dessa sequéncia com um banco de dados a
ser escolhido. Ap6s o BLAST ter sido realizado, o sistema devera alinhar as sequéncias e
buscar possiveis regides de Primers em todas as sequéncias, podendo variar o tamanho e
a sequéncia. Por lltimo, o sistema devera gerar um novo arquivo .FASTA com os Primers
gerados, para que possa ser realizado novamente o BLAST e buscar por sequéncias
semelhantes para validar a integridade dos Primers gerados.
Algoritmo Clustal Omega

Abre um arquivo FASTA Realiza o Blast da sequéncia
Usuario contendo uma ou mais inserida em um banco de dados
sequéncias de nucleotideos de sequéneias curadas

O sistema realiza o DNA-
Barcoding de todas as

sequéncias

l

‘ O usudrio devera imputar ‘

Alinhamento das
sequeéncias utilizando o

alguns pardmetros para a
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l

O sistema ird buscar
possiveis dreas semelhantes

entre as sequéncias para se
tornar um Primer

O sistema exporta os Primers O sistema ira aplicar um
gerados em um arquivo algoritmo de Clusterizagdo
FASTA, para que seja para agrupar os Primers

realizado o Blast novamente. gerados.

O sistema aplica um sistema de
pontuacdo, bonificando e
penalizando as sequéncias

Figura 1. Modelo do Sistema proposto

Ap0s o usuario realizar o upload do arquivo .FASTA com as sequéncias a serem
pesquisadas, o sistema ira se conectar com o banco de dados GenBank, do site do NCBI
e hospedado nos servidores da UNISC, para realizar o BLAST e buscar por sequéncias
semelhantes. Em seguida, o sistema ira realizar o alinhamento de todas as sequéncias
retornadas apds o BLAST, utilizando um algoritmo chamado Clustal Omega (Clustal
Omega, 2020).

Cada alinhamento possui um valor de pontuagdo que indica o quanto o
alinhamento tem posi¢des similares/idénticas. Essa pontuacao € calculada por algoritmos
que computam o valor do pareamento de cada letra no alinhamento e depois somam esses
valores, com bonificacdo se for encontrada a letra similar ou penalizagdo se for uma letra
diferente. Para comparagdes de nucleotideos, sdo utilizados os valores +1 para as
combinagdes de letras no alinhamento (match) e -2 para ndo combinagdes (mismatch).
Os gaps também tém um custo negativo (penalidade) para abertura (gap-creation ou gap-
opening) e outro custo para extensdo de um gap existente (gap-extension). Os valores de
criacdo (penalidade) do gap sdao maiores que os valores de extensao do gap (Genebio,
2020).



Apos o alinhamento realizado, a partir da pontuagdo calculada pelo algoritmo,
para a localizagdo dos Primers, serd necessario que o usudrio impute alguns parametros
necessarios, como tamanho, temperatura de anelamento, os quais sdo necessarios para
que o sistema realize a busca de acordo com a necessidade do usudrio. Assim que os
parametros estiverem definidos, o sistema ird buscar as areas semelhantes em todas as
sequéncias, e destacar as sequéncias que possivelmente pode se tornar um Primer. Assim
como ¢ realizado no algoritmo de alinhamento, a busca de Primers ¢ realizada baseada
no sistema de pontuacdo comentado anteriormente, cujas sequéncias que possuirem uma
pontuagdo maior terdo maior possibilidade de se tornar um Primer.

Em seguida, assim que os Primers forem definidos, o sistema aplicard um
algoritmo de Clusterizacdo para agrupar os Primers gerados. As técnicas de clusterizacéo
tém como objetivo buscar padrdes em dados desordenados, classificando e organizando
0s objetos de acordo com suas semelhancas, distancia ou densidade em um espaco
multidimensional (Jain e Dubes, 1988).

5. Consideracoes finais

A partir do estudo realizado no referencial tedrico, € visivel que a bioinformética € uma
area que vem crescendo exponencialmente e deve-se ao crescimento das tecnologias de
informacdo, que estio em constante avanco, a cada dia que passa. E uma area que esta
ligada as areas da Biologia e da Saude, buscando resolver problemas e identificar estes
problemas mais rapidamente. Trabalhos recentes mostram como estao sendo utilizadas as
técnicas de DNA-Barcoding e Aprendizado de Maquina juntas, € comprovam os
beneficios que estas tecnologias refletem diretamente nos resultados obtidos.

Ap0s a pesquisa de trabalhos relacionados, foi possivel encontrar diversos estudos
que estdo utilizando a técnica de Barcoding para o sequenciamento de DNA e a
identificacdo mais rapida e confiavel dos organismos. E aliando-se de técnicas de
Aprendizagem de Maquina, nota-se que os resultados obtidos sdo muito bons, o que torna
o estudo ainda mais interessante e atual.

Para a proxima etapa deste trabalho, serd desenvolvido um sistema de alinhamento
e reconhecimento de sequéncias de DNA em Cianobactérias, utilizando as técnicas de
DNA-Barcoding e Aprendizado de Maquina. Também serdo executados testes e
validacdes com profissionais da area da Biologia e Bioinformatica para avaliar o
desempenho do sistema desenvolvido.
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