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RESUMO

Objetivo: Proporcionar uma abordagem educacional destinada ao ensino da montagem de genomas
mitocondriais aos alunos dos programas de pds-graduacgdo stricto sensu em Engenharia Biomédica e
Biotecnologia. Métodos: Para a montagem do genoma mitocondrial utilizou-se o sequenciamento
SRR24675123 do NCBI, obtendo 19,8 GB de dados metagenémicos. O processo incluiu analise de qualidade
no Galaxy.eu, montagem com NOVOplasty, anotacéo via mitos2 e verificacdo taxondmica no NCBI Blast.
Resultados: A andlise do genoma mitocondrial do Mus musculus, conduzida no Galaxy, destacou uma
sequéncia de alta qualidade, com 119.979.553 sequéncias, tamanho médio de 101 bases e distribuicdo de
G/C de 46%/54%. O FastQC revelou uma predominancia de regides verdes, indicativas de étima qualidade.
A andlise do tamanho das sequéncias mostrou uma maioria de 101 bases. O mapa mitocondrial gerado no
MitoFish exibiu 13 genes, 2 tRNAs e 22 tRNAs, oferecendo uma representacdo visual atrativa da estrutura
gendmicae a arvore filogenética nos demonstro. Esses resultados integram métodos educacionais e ambiente
estudantil de maneira eficaz. Conclusao: A integragdo da Bioinformatica na educacao desempenha um papel
crucial na preparagdo de profissionais para enfrentar os desafios dos avancos cientificos e tecnolégicos
contemporaneos.

Palavras-chave: Mus musculus, NCBI, Galaxy, Mapa mitocondrial.

ABSTRACT

Objective: Provide an educational approach aimed at teaching mitochondrial genome assembly to students
in stricto sensu postgraduate programs in Biomedical Engineering and Biotechnology. Methods: To assemble
the mitochondrial genome, the NCBI SRR24675123 sequence was used, obtaining 19.8 GB of metagenomic
data. The process included quality analysis on Galaxy.eu, assembly with NOVOplasty, annotation via mitos2
and taxonomic verification on NCBI Blast. Results: The analysis of the Mus musculus mitochondrial genome,
conducted at Galaxy, highlighted a high-quality sequence, with 119,979,553 sequences, an average size of
101 bases and a G/C distribution of 46%/54%. FastQC revealed a predominance of green regions, indicative
of excellent quality. Sequence length analysis showed a majority of 101 bases. The mitochondrial map
generated in MitoFish displayed 13 genes, 2 tRNAs and 22 tRNAs, offering an attractive visual representation
of the genomic structure and the phylogenetic tree | demonstrate. These results integrate educational methods
and student environment effectively. Conclusion: The integration of Bioinformatics in education plays a crucial
role in preparing professionals to face the challenges of contemporary scientific and technological advances.

Keywords: Mus musculus, NCBI, Galaxy, Mitochondrial map.

RESUMEN

Objetivo: Proporcionar un enfoque educativo dirigido a ensefiar el ensamblaje del genoma mitocondrial a
estudiantes de programas de posgrado estricto sensu en Ingenieria Biomédica y Biotecnologia. Métodos:
Para ensamblar el genoma mitocondrial se utilizé la secuencia NCBI SRR24675123, obteniendo 19,8 GB de
datos metagenémicos. El proceso incluyd analisis de calidad en Galaxy.eu, ensamblaje con NOVOplasty,
anotacion via mitos2 y verificacion taxondmica en NCBI Blast. Resultados: El andlisis del genoma
mitocondrial de Mus musculus, realizado en Galaxy, destac6 una secuencia de alta calidad, con 119.979.553
secuencias, un tamafio promedio de 101 bases y una distribucién G/C de 46%/54%. FastQC reveld un
predominio de regiones verdes, indicativo de excelente calidad. El andlisis de la longitud de la secuencia
mostré una mayoria de 101 bases. El mapa mitocondrial generado en MitoFish mostro 13 genes, 2 ARNt y
22 ARN, ofreciendo una representacion visual atractiva de la estructura gendmica y el arbol filogenético que
demuestro. Estos resultados integran los métodos educativos y el ambiente estudiantil de manera efectiva.
Conclusion: La integracion de la Bioinformética en la educacion juega un papel crucial en la preparacion de
profesionales para enfrentar los desafios de los avances cientificos y tecnoldgicos contemporaneos.
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1. INTRODUCAO

A era tecnolégica impacta o cenario educacional com desafios e oportunidades. A integracdo de
novas tecnologias abre espaco para inovacfes nas abordagens de ensino e aprendizagem, com potencial
para melhorar a experiéncia dos estudantes. Portanto, o uso de tecnologias inovadoras como base dos
métodos educacionais possibilita uma integragdo mais proxima entre o ensino e o ambiente em que 0s
estudantes estdo imersos 1. Nesse contexto, a Bioinformatica representa a interseccédo entre a biologia e a
informatica, operando em colaboragéo com disciplinas como ciéncia da computacao, estatistica, matematica
e engenharias para a analise, interpretacao e processamento de dados biolégicos. Essa abordagem permite
gue cientistas utilizem diversas ferramentas e tecnologias para simplificar e aprofundar suas pesquisas. A
incorporacdo de ensino de Bioinformatica nos programas de graduacdo e pés-graduacdo desempenha um
papel fundamental ao capacitar profissionais dessas areas, conferindo-os de conhecimentos e competéncias
cruciais para abordar os atuais desafios cientificos e tecnolégicos .

O Galaxy Project € uma plataforma que disponibiliza ferramentas essenciais de Bioinformatica para
pesquisadores 3, dispbe de solucbes eficientes e convenientes para a andlise de dados, oferecendo acesso
a ferramentas e conjuntos de dados abrangentes que podem ser utilizados com pouca necessidade de
treinamento, portanto, esse software de cddigo aberto acessado em mais de 120 servidores publicos
disponiveis, conta com o apoio de uma grande comunidade de usuéarios e desenvolvedores, sendo mantida
com recursos como o Galaxy Training Material, que disponibiliza uma variedade de tutoriais praticos passo a
passo para tarefas de andlise bioinformatica +°.

Por meio das ferramentas Galaxy, as etapas da analise sdo traduzidas de parametros para um
formato de linha de comando de maneira simples e compreensivel. Com uma interface grafica, um rico
conjunto de recursos, ferramentas e material de treinamento mantidos pela comunidade, a plataforma
possibilita andlises interativas ageis, adequadas tanto para iniciantes quanto para especialistas. O Galaxy
captura metadados em cada etapa da analise, assegurando a reprodutibilidade e possibilitando o
compartilhamento de fluxos de trabalho e dados. Além disso, interage com servicos em nuvem e ambientes
de alto desempenho para fornecer recursos computacionais, tornando as andlises computacionalmente
intensivas acessiveis com um navegador da web 5.

A mitocéndria, uma organela de membrana dupla, gera a maior parte da energia celular na forma de
ATP em células de mamiferos, como o camundongo Mus musculus, através da fosforilagao oxidativa. Além
disso, desempenha um papel importante em varias vias de sinaliza¢&o, incluindo o ciclo acido tricarboxilico
(TCA), a B-oxidacao de acidos graxos, o controle do calcio e a regulacédo da apoptose, além de participar no
ciclo celular. Uma caracteristica notavel da biologia mitocondrial € a presenca de seu proprio genoma, que

opera independentemente do genoma nuclear ®7, este é conhecido como mtDNA, que codifica proteinas
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essenciais para a respiracdo mitocondrial, e varias copias de mtDNA podem ser encontradas na matriz
mitocondrial ”.

O DNA mitocondrial (mtDNA) em mamiferos é composto por aproximadamente 16.500 pares de
bases, embora sua extensédo possa variar de 6.000 a 300.000 pares de bases em outras espécies. O mtDNA
possui uma forma circular e esta organizado em uma estrutura complexa chamada nucleoide, na qual
multiplas copias de mtDNA séo encontradas em associacdo com proteinas que desempenham papéis na
replicacéo e transcricdo do mtDNA 8.

A filogenia é o estudo que une as relacdes evolutivas entre os organismos se baseando em um
ancestral comum e a ordem temporal desses acontecimentos. O resultado desse tipo de estudo é
representado por uma arvore filogenética ou cladograma que pode usar evidéncias morfoldgicas e dados
moleculares (como o mitogenoma) para descrever a histéria evolutiva de um organismo. As filogenias podem
ser esquematizadas por linhas diagonais ou angulos retos com um eixo de tempo para indicar estimativas de
tempo °1°, Resumidamente, uma arvore filogenética € um diagrama que resume as relagdes entre ancestrais
e descendentes, além de estabelecer os grupos mais proximos entre si °.

A espécie Mus musculus, popularmente conhecida por camundongos domésticos, sdo pequenos

mamiferos comensais originados na parte norte do subcontinente indiano que se dispersaram pelo mundo
por meio das atividades humanas. Existem diferentes subespécies desses ratos, incluindo a do sul da Asia,
a do norte da Eurasia e a da Europa Ocidental 1. A longo prazo, Mus musculus se estabeleceu como modelo
de escolha experimental, entre os mamiferos, nos laboratérios, isso se deve a vérias razdes, como a
proximidade genética com os humanos e a capacidade de manipulacdo de seus genomas, incluindo a
formacdo de mutantes e cepas endogamicas. Além disso, no campo do estudo do envelhecimento esses
camundongos se tornaram ferramentas de pesquisa extremamente robustas e confiaveis *2.
Dentro desse cenario, a relevancia dos mitogenomas juntamente das arvores filogenéticas tem ganhado
destaque, uma vez que essas sequéncias gendmicas tém sido extensamente empregadas como recursos
para investigacdes filogenéticas, diagnosticos moleculares e pesquisas evolutivas, portanto, o objetivo deste
trabalho é introduzir uma abordagem educacional destinada ao ensino da montagem de genomas
mitocondriais e &rvore filogenética aos alunos dos programas de pds-graduacéo stricto sensu em Engenharia
Biomédica e Biotecnologia.

2. MATERIAL E METODOS

Neste segmento, serd apresentada a metodologia seguida para a montagem do genoma mitocondrial
do camundongo (Mus musculus), a compara¢do desse mitogenoma com outros existentes em bancos de
dados e a criacao da arvore filogenética dessa espécie.

Para realizar a montagem e a andlise filogenética do genoma mitocondrial do Mus musculus, foi
implementado um pipeline que integra plataformas digitais e comandos em Python (figura 1). O processo teve
inicio com a busca de dados de sequenciamento de nova geracao, acessiveis gratuitamente no Sequence
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Archive Reads (SRA) do National Center of Biotechnology Information (NCBI). Portanto foi optado pelo arquivo
com o ID SRR24675123, escolha motivada pelo fato de se tratar de um sequenciamento metagendémico de

fezes de camundongo, contendo uma volumosa quantidade de dados a serem analisados (19,8 GB).

FIGURA 1. Representacao grafica do Pipeline utilizado para a Montagem do Mitogenoma e a Analise

Filogenética do Genoma Mitocondrial.
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Fonte: Berlofa et al. 2023.

Em seguida, para uma andlise bioinformatica, os dados de interesse foram processados sob o
dominio de ferramentas especificas, neste caso, disponiveis no Galaxy.eu, onde a qualidade da biblioteca foi
analisada, cortes podem ser feitos, entre outros procedimentos necessarios. Portanto, essas bibliotecas foram
baixadas para o Galaxy nas formas de fastq.gz da sequéncia principal e complementar, ao todo foram duas
sequéncias baixadas.

As bibliotecas, forward e reverse, foram submetidas a ferramenta FastQC que gera um relatério de
gualidade. Neste, foi selecionado um parametro com uma lista de contaminantes que continha sequéncias de
primers e adaptadores utilizados no sequenciamento (disponivel em https://raw.githubusercontent.com/csf-
ngs/fastgc/master/Contaminants/contaminant_list.txt), foi necesséario converter o0 documento para arquivo do
tipo “tabular” para que a leitura fosse possivel, em seguida, a ferramenta foi executada.

No relatério de qualidade sdo disponibilizados o0s seguintes topicos: Basic Statistics, Per base
sequence quality, Per tile sequence quality, Per sequence quality scores, Per base sequence content, Per
sequence GC content, Per base N content, Sequence Length Distribution, Sequence Duplication Levels,
Overrepresented sequences e Adapter Content.
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Em seguida, foi utilizado a ferramenta Fastp que realiza uma limpeza de qualidade com base no que
foi relatado no FastQC. Com a opg¢éo paired end foram adicionadas as duas bibliotecas, referente a fita
forward e reverse, para realizar cortes. Nesse processo, primeiramente, foi selecionado a op¢éo de corte em
sequencias super-representadas. Apos, na opcao de filtros em qualidade, foi habilitado o corte para a
qualidade inferior a 28. Por fim, selecionado a opc¢ao de arquivo de saida em JSON e HTML.

Para a montagem do mitogenoma foi utilizado a ferramenta do NOVOPIasty do Galaxy. Para isso foi
necessario ter um arquivo seed (semente) do tipo FASTA, referente a uma parte de um mitogenoma proximo
ao de M. musculus para que a ferramenta aumente até concluir o mitogenoma completo do camundongo.

Portanto, foi utilizado um arquivo seedfasta com o mitogenoma de uma populagdo proxima
encontrada no banco de dados BLAST. Na ferramenta NOVOPIlasty foi utilizado o arquivo seedfasta
juntamente dos arquivos forward e reverse do FastQ para estender o mitogenoma, porém, também foi
necessario converter esses dois Ultimos arquivos para o tipo fasta que € o tipo de arquivo que a ferramenta
aceita.

Na ferramenta, foi selecionado o aparelho Illumina, descrito o tamanho da sequéncia (101 pb) e o tipo
da montagem (Mitochondrial Assemby). Por fim, foi selecionado o valor 49 para K-mer e habilitado a op¢éo
de determinar automaticamente o tamanho da insercéo.

O genoma circularizado resultante foi submetido a ferramenta mitos2 para a anotacdo dos genes
presentes. Concluida esta etapa, prosseguimos para a plotagem do genoma circularizado e a analise
filogenética. Essas duas etapas foram realizadas externamente ao Galaxy.eu. Para confirmar que estdvamos
trabalhando com dados de Mus musculus, submetemos os dados em formato fasta a plataforma Blast do
NCBI para verificagdo taxonémica.

A plotagem do mitogenoma foi conduzida na plataforma online MitoFish, utilizando a ferramenta
MitoAnnotator. Para a execucéo da ferramenta, utilizamos o arquivo fasta contendo as sequéncias dos genes
geradas no Mitos2, seguindo as configuracdes padréo.

A analise filogenética foi realizada na linha de comando do Python em um notebook Acer Nitro 5 core
I5 de 112 geracdo, com 42 GB de memoria RAM. Para tanto, foi utilizado os programas Mafft e Phylo.io.
Inicialmente, foi feito o download de 17 genomas do mesmo género e espécie (tabela 1) em formato .fasta
disponiveis no NCBI, além do arquivo fasta gerado pelo NOVOplasty. Para comparacdo e montagem da
arvore filogenética, foi unido (concatenamos) todos os arquivos em um Unico arquivo .fasta. Em seguida, foi
enviado o arquivo concatenado para a ferramenta Mafft para alinhar as sequéncias de todos os genomas. A
visualizacéo da arvore filogenética foi realizada utilizando a plataforma Phylo.io.
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TABELA 1. Dados dos genomas mitocondriais utilizados na montagem da Arvore Filogenética.

NCBI ID Espécie
CM063266_1 Perognathus_longimembris
CM063115 1 Thomomys_bottae
NC_000884_1 Cavia_porcellus
NC 002369 1 Sciurus_vulgaris
00835380 _1 Spermophilus_alashanicus
AJ001562_1 Myoxus_glis
NC 081589 1 Myodes_rutilus
NC 081582 1 Neodon_forresti

NC 081578 1 Neodon_medogensis
NC 081585 1 Neodon_shergylaensi
0OL978460 1 Apodemus_peninsulae
J01420 1 Mouse
LO7096 1 Mus_domesticus_strain
LC772928 1 Mus_musculus
LC778282_1 Tokudaia_muenninki
OR605739 1 Chiromyscus_langbianis
NC_ 001665 2 Rattus_norvegicus_strain

Fonte: Berlofa et al. 2023. dados extraidos da plataforma NCBI.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A biblioteca escolhida se refere a uma analise de fezes do camundongo Mus musculus, por conta

disso, essa biblioteca tem a sequéncia do mitogenoma do camundongo e de outras bactérias presentes em

suas fezes. Portanto, para montar o mapa mitocondrial do Mus musculus foi necesséario separar o mitogenoma
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dele do mitogenoma das bactérias presente na amostra. A ferramenta utilizada para realizar tal separacéo foi
0 Bowtie2.

As sequéncias totais encontradas no FastQC foram de 119.979.553 sequéncias, com tamanho médio
de 101 e porcentagem de Guanina e Citosina de 46%, os outros 54% podendo ser Adenina, Timina ou a letra
N (bases nao identificadas pela ferramenta). Em seguida, foram ilustrados dois graficos de qualidade das
sequencias de base da fita principal e complementar, esses graficos utilizam cores para indicar a qualidade
de uma sequéncia e a sua posicao. A cor verde significa uma qualidade 6tima, a cor laranja uma qualidade
mediana e vermelho uma péssima qualidade®. Portanto, € possivel notar que a sequéncia se situa
predominantemente na regido verde, logo, sua qualidade de sequenciamento é considerada 6tima (grafico 1la
e gréfico 1b).

GRAFICO 1. Qualidade das sequéncias de base do Mus musculus. (a) fita principal. (b) fita complementar.
(c) Tamanho das sequenmas

i 1’ u

1L4l ‘ TULF‘H rﬂluﬂi

= *

Fonte: Berlofa et al. 2023; dados extraidos da plataforma Galaxy.

O sequenciamento gendmico € um processo que determina a ordem dos nucleotideos que compdem
o DNA de um organismo por meio de varias técnicas de sequenciamento utilizadas pelos profissionais da
area da biologia®®. Entretanto, essas técnicas envolvem procedimentos manuais suscetiveis a contaminacdo
e erros humanos, que podem resultar no mal sequenciamento do genoma. Portanto, a utilizacdo do Galaxy
para avaliar a qualidade da sequéncia é fundamental para instruir estudantes da area sobre a importancia de
um processo preciso, além de possibilitar, através da classificac@o por cores, uma selecao mais eficaz das
sequéncias genémicas empregadas por bioinformatas profissionais e estudantes?*®.
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Posteriormente, foi apresentado no FastQC a distribuicdo das sequéncias por tamanho, com isso é
possivel observar que a maioria das sequéncias em ambas as fitas possui 0 tamanho de 101 bp, com
variacdes entre 100 bp e 102 bp (grafico 1c). Essas informacdes sdo fundamentais para a andlise de dados
gendmicos, uma vez que o tamanho das sequéncias pode influenciar na qualidade e na confiabilidade dos
resultados obtidos. Além disso, a compreenséao da distribuicdo de tamanhos das sequéncias é essencial para
o dimensionamento adequado dos experimentos de sequenciamento de DNA.

As analises geradas pela plataforma Galaxy permitem maior integragéo entre os métodos ensinados
e 0 ambiente em que os estudantes estdo imersos'®. Desse modo, € possivel que o aluno perceba alteragdes
em expressoes génicas que poderiam auxiliar a explicar doengas ou anomalias!’*8, No exemplo utilizado
nesse estudo a biblioteca do Mus musculus se mostrou de excelente qualidade e tamanho podendo ser
utilizada como controle para futuras analises.

Em seguida, foi gerado o mapa mitocondrial (grafico 2) do Mus musculus pelo site MITOFISH. Este
mapa é uma representacdo grafica do mitogenoma, destacando a estrutura e organizagdo, bem como as
caracteristicas da biblioteca do Mus musculus®®. Ele é elaborado por meio de técnicas de coloragcdo que
possibilitam a visualizacédo de mitocondrias em células ou tecidos®®.

A montagem forneceu um contig circularizado, representando um mitogenoma de 16.300 bp, com
uma porcentagem de GC 37%, correspondendo a 13 genes, sendo eles 2 codificadores de RNA ribossomal
(rRNA) e 22 codificadores de RNA transportador (tRNA). Esses valores corroboram com dados anteriormente
publicados por Bibb et al. (1981) e Martens & Clayton (1979) onde é descrito o tamanho do mitogenoma de
Mus musculus com 16.295 bp. Além disso, também esta relatado na literatura a composicédo de 2 rRNA e 22

tRNA, reforcando a veracidade do mitogenoma gerado nas praticas educativas®®?,

GRAFICO 2. Mapa mitocondrial do Mus musculus.

Mus musculus
13 genes; 2 rRNAS; 22 tRNAs

16,300 bp

Fonte: Berlofa et al. 2023; dados extraidos da plataforma MITOFISH.
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Conforme a arvore filogenética formada todos os organismos presentes possuem o0 mesmo ancestral
comum, que data de 1 milhdo de anos. A posi¢do que se encontra o0 género Mus indica que ao longo do tempo
o grupo divergiu e isso ocorreu principalmente por conta das fronteiras geogréficas, segundo Poltorak et. al.
(2018). Ademais, a cepa utilizada no trabalho, sob o ID SRR24675123, € idéntica a biblioteca J01420.1 que
se refere ao proprio Mus musculus, além disso, é possivel verificar que o género do modelo utilizado é préximo
a Mus domesticus, sob o ID L0O7096.1, entretanto Mus musculus sob o ID LC772928.1 se encontra um pouco

mais distante o que indica apenas semelhangas moleculares, apesar no mesmo nome cientifico?.

FIGURA 2. Arvore filogenética

l—l 13 _CMOG 32646 1 Pemgnathus_longmembris mitochondrion__comalete_sequence__whole_gonome

I—b 17 _CMO63115 1 Thomomys boSae isolse mThoBotl_mitochondion_complete sequence_whaole_genome

3 WC_000884_ 1 Cawia porcelius_mitochondnon__complete_genome
i— ®9_AJO015EZ 1 Myoeus ghs complete_mitochondrial genome

& 15_WC 00363 _1 Scuns walgans_ mibochondron_complete genome

& 16_00E35380_1 Spermophius_alashanous mitochondnon_complete_genome

3 NC 081589 1 Myodes nutilus_mitochondrion _compleie_genome

% 10_KC_081532 1 Neodon_fomess_mitochondrion_complete_genome

—]
r # 11 _WC 081573_1 Neodon medogenss_minchondrion_complete_gerome
"
% 12 _NC _081585_1 Meodon_shergylacnss_ miochondrion__complete genome

« 1 OL9TE3460 1 spodemus_peninmulee_woucher INEITE miochondion _complete_genome

5 01430 1 Mouse_minchondion_compleis genome

4 Mus musouus_cie

&_LOTO9E 1 Mus domestious_stran_MilP_mito condnion_genome__comphie Sequencoe

T LCTTZAEE 1 Mus musculus HIO111 mtochondrial DMA_comple i genome

# 18 LCTTE28Z 1 _Tokudala muennind_P-3_mitochondnal DR _complete_genome

+ ® 3_OREOSTI_1_Chiromyscus_@ngbans miochondrion _ocomphets_genome

& 14 NC 001665 2 Raius_noregous sTain B SshHsdMON_mitochondion__complete genome

Fonte: Berlofa et al. 2023.

Como dito anteriormente o mitogenoma do Mus musculus possui tamanho de 16.300 bp,
porcentagem de GC de 37%, 13 genes, sendo eles 2 codificadores de RNA ribossomal (rRNA) e 22
codificadores de RNA transportador (tRNA). Como modelo controle para aprendizagem em aula, foi utilizado
o Danio rerio (zebrafish), que possui tamanho de 16.596 bp, porcentagem de GC de 40%, 13 genes, sendo
eles 2 codificadores de RNA ribossomal (rRNA) e 22 codificadores de RNA transportador (tRNA) (figura 3).
Desse modo, € possivel afirmar que a construcdo do mapa mitocondrial foi bem-sucedida e que € vélida sua
utilizac&o para futuros estudos 22,
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FIGURA 3. Comparacéo entre o mitogenoma do Mus musculus e Danio rerio.

Fonte: Berlofa et al. 2023.

4. CONCLUSAO

E evidente que a integrac&o de préaticas de bioinformética na capacitagéo de profissionais das areas
de ciéncias exatas e saude é imprescindivel para fomentar a interdisciplinaridade e o treinamento necessario
para enfrentar os desafios e as necessidades da era genémica. O enfoque pedagoégico apresentado neste
estudo ilustra um caso bem-sucedido de como a Bioinforméatica pode ser integrada & educagéo,
desempenhando um papel fundamental na formacéo de profissionais preparados para lidar com os avancos

cientificos e tecnoldgicos da atualidade.
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