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Introducgao
A levedura basidiomicética Cryptococcus gatti € um dos agentes etioldgicos da criptococose, doenca que pode acometer pele,
pulmoes e sistema nervoso central (Kwon-Chung et al. Cold Spring Harb Perspect Med, a019760, 2014). As sequéncias gendmica €
transcritomica predita da linhagem R265 de C. gattii foram disponibilizadas pelo Broadlnstitute (Cryptococcus gattii Sequencing
Project, Broad Institute of Harvardand MIT) no ano de 2009, passando por suas ultimas atualizacdes em 2015. Apesar se sua recente
atualizacao, os métodos empregados para a obtencao de modelos génicos mantiveram-se os mesmos ao longo das versoes,
utilizando softwares de anotacao automatica como Augustus, FGNESH e outros preditores de novo, metodologia a qual a literatura
vem demonstrado haver erros inerentes e limitacdes em suas predicoes, especialmente em organismos onde € encontrada
justaposicao de genes. Ao passo que erros vém sendo constatados na metodologia classica, novos métodos de analise que utilizam
dados de sequenciamento de ultima geracao vém sendo desenvolvidos e tém mostrando extrema eficiéncia e robustez na predicao
transcricional, de forma que tém sido constantes as correcoes e complementacoes de informacdes prévias de diversos organismos
(Zhao et al. BMC Genomics, 14:21, 2013). Assim, o presente estudo tem por objetivo a analise e correcao do transcritoma da
linhagem R265 de C. gattii, baseando-se em metodologias de RNA-seq,.
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~ Metodologia software Cufflinks. Por fim, os modelos gerados pelo Cufflinks
- foram refinados pelo software CodingQuarry, através da

Alinhamento e predicao génica: Para a execucao dos _ : _ _
associacao da predicao por alinhamento com algoritmos de

alinhamentos, foram utilizadas quatro bibliotecas de reads, cada

qual referente a uma condicdo de cultivo diferente, provenientes predi«;.éo a~utomatica; . rF
do sequénciamento de RNA da linhagem R265 de C. gattii na Visualizagcao e corre¢ao manual da predicao génica: Os modelos

olataforma llluminaHiSeq, totalizando 160.411.087 reads. Os génicos obtidos foram revisados manualmente no software IGV,
utilizando o resultado do alinhamento inicial como parametro

para a verificacao de predicoes errOneas. Foi feita entao a
correcao0  manual dos genes preditos de forma incorreta,
observando regras de delimitacao de introns, estrutura de genes
ortologos e os alinhamentos prévios. Apods, foram comparados os
resultados obtidos da predicao com a anotacao atual.

alinhamentos foram realizados utilizando o software Tophat,
alinhando os reads contra as sequéncias de transcritos, genes e
supercontigs disponibilidazos pelo Broad Institute, sendo a
contabilizacao dos reads alinhados feita pelo proprio software. Em
seguida, os dados do alinhamento contra o genoma foram
utilizados para uma predicao inicial dos transcritos através do
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Resultados impossibilitando a avaliacao visual e reduzindo a acuracia dos
preditores, sendo aceito, para esses casos, a anotacao préevia.
Além das correcoes dos modelos génicos ja existentes, foram
identificados até entao 39 possiveis novos genes, sendo esses
mesmos confirmados através de buscas por genes ortologos .

Com a analise dos 3 alinhamentos executados contra as
sequéncias génicas e de regioes codificantes disponibilizadas pelo
Broad Institute, foi possivel verificar que uma quantidade
consideravel de reads alinhava em regides que nao codificavam
exons (Tabela 1), especialmente em introns, indicando possiveis Estado atual da revisio
erros na anotacao atual.

Tabela 1: Numero de reads alinhados uma Unica vez de acordo com a estrutura m Mantidos
génica no genoma atuaI- -HEEﬂDtEdC'S

m NAo Revisados

Numero de reads (%)

Exons 104990211 (65,45%)
Introns 8098125 (5,05%)

Regioes intergénicas 24802183 (15,46%) Figura 1: Representacao grafica do estado atual da revisao do transcritoma da
linhagem R265 de C. gattii. Dos 4400 genes até entao revisados (68%), 1818 genes
sofreram reanotacao (28%), enquanto que 2582 genes mantiveram sua anotacao
inalterada (40%).
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Até entao, 4400 dos 6456 genes presentes na atual anotacao RNAseq

tiveram seus transcritos revisados, sendo que destes, 1818 |G-,

sofreram alteracoes em sua fase de leitura com base nos dados PR

do alinhamento (Figura 1). Dentro desse grupo de transcritos cuja § L

anotacao foi corrigida, destacaram-se 3 principais motivos de

alteracdo: (i) a delimitac3o de introns e éxons, correspondendo a [N

1583 transcritos (figura 2A), (ii) genes unidos ou separados de Rl

forma equivoca, correspondendo a 86 transcritos, e (iii) genes .

que  apiEugram errqs S § gue e CNBG_4317T0O (B). Reads alinhados representados acima em cinza, predicao
alteravam sua fase de leitura, correspondendo a 149 transcritos automatica representada em azul, predi¢cao por RNAseq representada em verde e
(Figura 2B). Ainda, 375 foram excluidos das analises devido a pontos com erro de anotacio no genoma apontados com ponto vermelho.
guantidade insatisfatoria de reads alinhados em suas regioes,

Figura 2: Visualizacao no software IGV de dois genes reanotados, CNBG_4322TO(A)

1- Término do refinamento manual da estrutura dos transcritos;
2- Confirmar as estruturas preditas in silico através de RT-PCR de transcritos aleatoriamente
selecionados.




