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Abstract. This work presents GTACG: a framework for comparative genomics
with a focus on facilitating usability and aimed to identify unique genetic cha-
racteristics in subgroups of bacterial genomes that share a certain phenotype.
The results were validated with two case studies involving a set of 161 geno-
mes of the Xanthomonadaceae family, in which 19 orthologous protein families
unique to the plant-associated genomes were found, and 45 genomes of Strepto-
coccus pyogenes, in which 15 families of orthologous proteins were found that
serve as phylogenetic markers for the emm protein.

Resumo. Neste trabalho é apresentado o GTACG: um arcabouco computaci-
onal para genémica comparativa com foco em uma usabilidade facilitada e
destinada a pesquisas para identificacdo de caracteristicas genéticas uinicas em
subgrupos de genomas de bactérias que possuem um determinado fendtipo em
comum. Os resultados foram validados com dois estudos de caso envolvendo
um conjunto com 161 genomas da familia Xanthomonadaceae, no qual foram
encontradas 19 familias proteicas ortologas exclusivas aos genomas associados
a plantas e 45 genomas de Streptococcus pyogenes, no qual foram encontrados
15 familias de proteinas ortologas que servem como marcadores filogenéticos
para a proteina emm.

1. Introducao

Os estudos genéticos datam das pesquisas realizadas no inicio do
século XX [Fietto and Lamégo 2015], e com o passar do tempo os métodos para
se extrair e sequenciar DNA foram aperfeicoados e popularizados dentro da comuni-
dade cientifica, causando assim uma proliferacdo de genomas ou partes de genomas
sequenciados [Bell et al. 2009]. A anélise manual de um volume tdo grande de dados
¢ invidvel, porém a massificacdo do sequenciamento de genomas abre novas possibi-
lidades para andlises comparativas, mais especificamente de andlises gendOmicas sobre
populagdes [Joyce et al. 2002].



A massiva quantidade de genomas sequenciados disponivel nas bases de da-
dos fornece maior grau de confianga para estudos populacionais, como a filoge-
nia [Felsenstein 1988] e o estudo sobre fendtipos. Organismos de mesmo ramo evo-
lutivo tendem a compartilhar determinados fenétipos, da mesma forma que compar-
tilham determinados genes homdlogos que sdo direta ou indiretamente responsdveis
pela expressdo desses fenotipos, pois a fun¢do desses genes é preservada através das
geracdes [Hardison 2003, Xia 2013]. Em geral, muitos estudos utilizam a homologia
para inferir a funcdo de proteinas desconhecidas, ou para estudar o comportamento dos
organismos [Chervitz et al. 2011]. Porém, ndo sdo abundantes os estudos que estudam
populacdes correlatas a fim de entender os mecanismos genéticos por trds de determi-
nados fenétipos [Ilina et al. 2013, Obolski et al. 2018]. Mesmo existindo alguns estudos
sobre o estudo populacional de fen6tipos, ainda ha uma caréncia de metodologias e ferra-
mentas para automatizar a anélise.

As bactérias sdo organismo interessantes para o estudo de populacdes devido
a suas caracteristicas gendmicas. Bactérias possuem genomas relativamente pequenos
(poucos milhdes de pares de bases) formados majoritariamente de sequéncias codifican-
tes (CDS). Isto permite andlises detalhadas sobre pequenas diferencas fenotipicas que
podem estar diretamente relacionadas aos genes.

Nesse artigo € apresentado o GTACG (Gene Tags Assessment by Comparative
Genomics), um arcabougo computacional dedicado ao estudo comparativo de genomas
de bactérias, que contém um pipeline completo para estudos de gendmica comparativa
para andlise de caracteristicas fenotipicas.

2. O Arcabouco

O ambiente como um todo do GTACG pode ser dividido entre back-end e front-end. A
divisdo se faz necessdria, pois no back-end estdo as ferramentas e algoritmos destinados a
preparacao dos dados gendmicos fornecidos pelo usudrio e € necessirio um conhecimento
basico em computagdo para executar as etapas de seu pipeline. Por outro lado, o front-
end é destinado a visualizagao dos resultados e ndo exige conhecimentos especificos em
computacao. Os resultados sdo exportados na forma de um website, ndo sendo necesséria
a configuracdo de um servidor e facilitando a publicacdo e compartilhamento dos resulta-
dos por parte do pesquisador [Santiago et al. 2019].

A partir de informacdes gendmicas (a sequéncia de DNA do genoma e a
identificacdo das sequéncias codificantes) e fenotipicas o arcabougo agrupa as CDS em
diferentes niveis de homologia utilizando um algoritmo préprio [Santiago et al. 2018] e
estes agrupamentos sdo utilizados como base para as demais analises.

Os resultados abrangem uma ampla gama de possibilidade, para permitir ao
usudrio estruturar uma pesquisa de forma completa. Entre os resultados para comparacao
de genomas dois se sobressaem. O primeiro € apresentado na forma de filogenias, usando
métodos bem estabelecidos como neighbor-join combinado com k-mers, mas se destacam
os métodos mais robustos como a supertree, construida utilizando como base as familias
de genes compartilhados. O segundo € a geracdo de métricas para identificar genes corre-
latos com caracteristicas fenotipicas separadas em trés diferentes categorias. A primeira
dessas categorias € a conformac¢do das familias, definida por familias (individualmente
ou em combinag¢do) Unicas ou majoritarias a um grupo especifico de genomas. Nesta



categoria sdo apresentadas métricas para indicar quantas CDS ou genomas presentes na
familia pertencem aos genomas dos grupos de interesse. A informacao € disponibilizada
na forma absoluta e percentual, indicando deste modo o quao representativo este grupo
¢ para a familia em questdo. A segunda categoria apresentada € referente aos alinha-
mentos das familias, identificando de forma relativa quantas bases sdo mais correlatas a
determinado grupo, e para expressar isso de forma numérica foi criada uma métrica de
dissimilaridade. A tltima categoria € sobre as filogenias inferidas a partir dos alinhamen-
tos multiplos das sequéncias de cada familia, com o objetivo de determinar o quao bem
estdo separados os genomas de determinado grupo em relagdo aos outros. Para isso foi
criada a métrica Most Isolated SubTree (MIST) que mostra de forma numérica qual o
tamanho da maior sub-arvore formada apenas por sequéncias do grupo em estudo.
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Figura 1. Pipeline de execucdao do GTACG organizadas em trés pilares de pro-
cessamento: identificacao de genes homaélogos, comparacao de genomas
e visualizacao de resultados [Santiago et al. 2019].

3. Resultados e Discussoes

As ferramentas desenvolvidas estdo disponiveis para acesso no github (em https:
//github.com/caiorns/GTACG-backend) e podem ser executadas em compu-
tadores com sistema operacional Linux. Os resultados visuais foram estruturados no for-
mato de um website com diferentes niveis de detalhamento. Na tela inicial do website
estdo contidas as informagdes mais macroscopicas. Este primeiro nivel estd relacionado a
visualiza¢ao e interagdo com dados gendmicos, como filogenias, visualizagao de genomas
e dados estatisticos. Esta tela também ha a possibilidade de estabelecer filtros que levam
0 usudrio a acessar os niveis seguintes de detalhamento dos dados, em que sdo listadas as
familias de genes de acordo com métricas estatisticas.

O nivel seguinte € destinado ao estudo estatistico das familias. A familias de genes
podem ser pesquisadas por meio de métricas como: o nimero de genomas que as com-
partilham, nimero de sequéncias, distribuicio do comprimento das sequéncias, funcio
anotada, métricas baseadas nos grafos, métricas baseadas nos alinhamentos, métricas ba-
seadas nas filogenias e métricas baseadas nas anotagdes dos grupos de genomas.

O ultimo nivel é dedicado ao detalhamento de familias. Neste nivel, cada
familia tem uma pégina com suas respectivas informacdes. Neste nivel € possivel ver
as informacgdes referentes a cada um dos genes, combinada com as informagdes de seus



respectivos genomas (identificacdo do genoma e a anotacdo dos grupos). Para cada
sequéncia também estad presente um /ink de acesso a uma busca do BLAST contra a
base de aminodcidos do NCBI. Também € possivel visualizar o alinhamento, filogenia
da familias e informacdes de alinhamentos locais entre cada uma das sequéncias.

4. Estudo de caso

Com o objetivo de validar o arcabouco e sua potencialidade de auxiliar nos estudos
fendtipos de genomas dois estudos de caso foram realizados, porém, por limitacdo de
espaco, apenas um serd apresentado. 161 genomas provenientes da familia Xanthomo-
nadaceae foram analisados com o objetivo principal de identificar possiveis genes re-
lacionados a associacdo adaptativa com plantas, quer como fitopatégenos ou ndo. Dos
169 genomas, 139 genomas apresentam essa caracteristica (os pertencentes aos géneros
Xanthomonas e Xylella), por outro lado, os 22 genomas dos géneros Pseudoxanthomonas
e Stenotrophomonas ndo apresentam essa caracteristica.

Nenhuma familia ort6loga encontrada consegue, individualmente, separar os dois
grupos, isto é, ser compartilhada por todos os genomas associados a plantas, € a0 mesmo
tempo ndo estar presente nos demais. Porém foram encontrados resultados interessantes
e que sdo consistentes com a filogenia encontrada pela supertree. Foram encontradas 19
familias de genes compartilhados por a0 menos 90% dos genomas associados a plantas
e ausentes a todos os demais. Destaca-se que esses genomas ausentes sao 0s mesmos
identificados como um grupo separado na filogenia.

Entre as 19 familias de proteinas identificadas em pelo menos 134 dos 139
genomas dos microrganismos associados a plantas, oito familias estdo envolvidas na
degradacdo de N-glicanos, todas na mesma regido gendmica, e sao responsaveis pela
clivagem dos N-glicanos em diferentes ligacdes glicosidicas (Quadro 2 e Figura 22 en-
contrados na tese). A interacdo de patégenos de plantas é propiciada pela evolucao das
proteinas ligadas a viruléncia bacteriana para induzir a viruléncia e modular a resposta
imune das plantas, isso concomitante com a evolu¢do das proteinas vegetais para reconhe-
cer os efeitos da infeccao bacteriana e induzir resposta imunolégica especializada levando
a resisténcia. Os receptores de reconhecimento de padrdes sdo responsaveis por reconhe-
cer padrdes moleculares associados a patdgenos e pela ativagdo de gatilhos imunolégicos
precisam de N-glicosilacdo para mediar a imunidade da planta [Hiweker et al. 2010], e
sua degradacdo impacta negativamente na resposta imune da planta.

Adicionalmente, outras proteinas encontradas estdo envolvidas na adaptacio, in-
cluindo duas peptidases, trés proteinas hipotéticas e um homoélogo a XACO0501, este
ultimo que € codificado pelas LesA/LipA € um fator de viruléncia chave necessario
para a patogenicidade de Xylella fastidiosa em videiras [Nascimento et al. 2016]. Ou-
tros quatro genes também podem estar relacionados com a adaptacdo e ja foram rela-
tados em outros estudos relacionados a viruléncia. O hspA, o cyoD o leuB e o leuB

[Lin et al. 2010, Lunak and Noel 2015, Moreira et al. 2017, Laia et al. 2009].

Esta andlise do repertério dos genes identificados pelo GTACG permite inferir que
o arcabouco computacional desenvolvido se mostrou eficiente na busca de informacdes
genéticas correlacionadas com informagdes fenotipicas, uma vez que os genes identifica-
dos automaticamente como exclusivos a genomas associados a plantas ja foram descritos
como capazes de modular a adaptacdo bacteriana a planta hospedeira.



5. Conclusao

No decorrer deste texto foi apresentado o GTACG (Gene Tags Assessment by Compa-
rative Genomics) um arcabouco computacional que contempla todo o ciclo de vida, do
ponto de vista computacional, de uma pesquisa sobre gendOmica comparativa de bactérias.
O principal foco que norteou todo o processo de desenvolvimento deste arcabouco foi que,
a partir de genomas de um mesmo ramo evolutivo, o pesquisador conseguisse encontrar
caracteristicas genéticas relacionadas com caracteristicas fenotipicas. Para isso, foi defi-
nida uma ampla gama de métricas e ferramentas de buscas que permitem ao pesquisador
extrair informacdes acerca de todo o pan-genoma.

Este arcabouco tem como objetivo a comparagdo de genomas, por meio de
métricas, filogenias e visualizagdes. Os genomas sdo processados com base nas familias
de genes e diferentes resultados comparativos sdo produzidos, incluindo estatisticas
basicas e métricas de correlagdo sobre os grupos fenotipos estabelecidos pelo usudrio.
Sao apresentadas vérias opc¢oes de filogenia, desde abordagens cldssicas a métodos mais
robustos baseados na familias de genes, como a supertree.

Os resultados foram construidos com base em um website estitico e interativo.
Isto traz diversos beneficios, entre eles a facilidade que um usudrio sem conhecimentos
profundos sobre computacdo tem de gerar e compartilhar resultados de uma pesquisa,
pois os dados sdo facilmente publicdveis. A interacdo dos usudrios com os resultados é
bastante dindmica, potencializada pela abordagem top-down, em que o usudrio a partir
de dados gendmicos consegue se aprofundar até encontrar informacdes genéticas que
poderiam justificar suas hipdteses iniciais (com base na anotacdo fenotipica).

Entre os principais resultados produzidos pelo presente trabalho estdo: (i) o
arcabouco em si, disponibilizado no GitHub (endereco apresentado na secdo 3) e que
jé estd sendo utilizado por diferentes grupos de pesquisa; (ii) um artigo publicado no
periddico Journal of Computational Biology [Santiago et al. 2018] que apresenta o
algoritmo proposto e desenvolvido para o agrupamento de genes em familias e (iii) um
artigo publicado no periddico Frontiers in Genetics [Santiago et al. 2019] que apresenta
o arcabougo produzido. A tese pode ser encontrada a partir do seguinte link:
https://www.teses.usp.br/teses/disponiveis/95/95131/
tde-02032020-102628/
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