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Contextualizacao

UC Flora e Vegetacao

BLAST ( B asic Local Alignment Search Tool ) é uma ferramenta de busca online fornecida pelo

NCBI (National Center for Biotechnology Information). Ela permite “encontrar regides de

similaridade entre sequéncias” (nucleotideos ou proteina). O NCBI mantém um enorme banco

de dados de sequéncias bioldgicas, que compara as sequéncias de consulta para encontrar as

mais semelhantes com o disponivel na base de dados. Usando o BLAST, pode-se inserir uma

sequéncia de DNA de interesse e pesquisar bibliotecas moleculares inteiras para determinacado

de sequéncias idénticas ou semelhantes.
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Exercicio: Identificacdo de espécies vegetais usando o BLAST
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1. Escolher o tipo de BLAST baseado no objetivo. BLAST é geralmente suficiente para confirmar
um taxon.

Web BLAST

BLAST Genomes

Human Mouse Aat Miciobes

2. Colar a sua sequéncia na caixa identificada caixa ou fazer upload de um ficheiro fsta com
varias sequéncias.
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[ Wheetn | biaate | biasts | Beatn . Weats | . - -
s oy .. (Reset page) (Bockmark)
Enter GHs), of FASTA - (= Quary slbrange o
From BLAST results will Do diSplayed s
or paste fastafile here ™ in a new format by default . =

You can adways switch back 10 the ,
Or, upload fhe Chccse Flle No fle chasen B b \nety
Job Titke
Crter & Goscroive e for your (RAST setech
ABgn TwO o Mmre Sequences o
Choose Search Set

Oatavase ® Sianciaed Gatatases (e efc ) TRNATTS databaries  Genoenkc + Marcrpl datatanes  Betacoronanving
Nucleosice collectcn (nent) -9

Opsimnat exchude *

Erter crgaraen Commmon e, et o b x8 Only 20 0 bxs wil be Whown

Exclute Modets (XMOP)  Untutred emvronmental sampio sequences

Uit 1o Seuences 1om e matenial

FASTA formatar

O formato FASTA é usado para representar sequéncias de nucleotideos ou peptideos. A primeira
linha é um comentario, comecando com “>” e descrevendo a sequéncia. Todas as linhas

seguintes sdo a sequéncia, em texto simples.

Exemplo sequéncia de DNA no formato FASTA :
>gi| 23423 |ref|[NM_23542.0| Proteina de Homo sapiens
ATGAATCGATACGATAGCTAGCTATCGATGCAGATCAGAGAGGGGCTTTAGCTAGCTAAGCTAG

Exemplo proteina sequéncia em FASTA formatar:
>MCHU - Calmodulina - Humano, coelho, bovino, rato, e frango

ADQLTEEQIAEFKEAFSLFDKDGDGTITTKELGTVMRSLGQNPTEAELOQDMINEVDADGNGTID
FPEFLTMMARKMKDTDSEEEIREAFRVFDKDGNGYISAAELRHVMTNLGEKLTDEEVDEMIREA
DIDGDGQVNYEEFVQMMTAK*
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3. Mais abaixo na pagina escolher o programa para otimizar a busca. Navegar para a Se¢ao
“Selecdo de Programas”. Para o blastn, pode escolher entre:

1. Megablast - lata ser usado para encontrar o melhor correspondéncia
sequéncia.

2. Descontiguo megablast - usado para encontrar mais diferente sequéncias.

3. Blastn - usado para encontrar relacionado sequéncias de outro organismos.
Megablast é geralmente usado para o blast.

4. Clique BLAST.

AT ENer an EnNrez query 10 Mt searcn &y

Program Selection

Optimize for ® Highly similar sequences (megablast)

More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm &

Search database Nucleotide collection (nr/nt) using Megablast (Optimize for highly similar sequences)

Show results in a new window

5. Interpretagao dos resultados do BLAST Resultado.

Os resultados do BLAST mostram todos os taxa disponiveis na base de dados com sequéncia
semelhante sequéncia de consulta. As métricas e os graficos podem ajudar a determinar a
gualidade do resultado obtido

O resultado da pagina vai mostrar o seguindo resumo de um BLAST:

1. O banco de dados usado para a busca.
2. O comprimento da nossa sequéncia.

3. Resultados (Descri¢des, Grafico Resumo, Alinhamentos, Taxonomia)
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< Edit Search Save Search Search Summary v @ How to read thisreport? @3 BLAST Help Videos *OBack to Traditional Results Page

Job Title sample_denv2 Filter Results

RID RYROMSCCO16  Search expires on 10-1002:36 om  Download All v
Organism ly top 20 will exclude
Program BLASTN@®  (itation v Ores only top 20 will oppear lu

Database nt  Seedetails v ype common name, binomial, taxid or group name

Query ID lcl|Query_52797 <+ Add organism

Description sample_denv2 Percent Identity E value Query Coverage

Molecule type dna |
P } to { to | [to
QueryLength 10703 | ]| ] L ] | Il

Other reports Distance tree of results MSAviewer @ m

Graphic Summary Alignments Taxonomy
nncasr ducing significant alig Download Manage Columns Sh




UC Flora e Vegetagdo

5.1. Navegar para o “ Descrigoes ” aba que tem métricas que pode ajuda vocé
determinar a qualidade do golpe.

Max score: a maior pontuagao de hits calculada a partir de correspondéncias
e incompatibilidades de alinhamento. Quanto maior a pontuagao, melhor o
alinhamento.

Total score: a soma do alinhamento de todos os segmentos da sequéncia.
Quanto maior a pontuac¢ao, melhor o alinhamento.

Query coverage: % do comprimento contiguo que alinha com o NCBI. Uma
pequena porcentagem de cobertura de consulta significa que apenas uma
pequena parte da sequéncia estd alinhada. Se houver um alinhamento com
100% de identidade e 5% de cobertura de consulta, a sequéncia
provavelmente ndo pertence a esse taxon.

Valor E : o nimero de sucessos esperado para ser visto por acaso. Quanto
mais perto para 0, o melhorar. O sucessos s3ao automaticamente
classificados por E valor (melhor para pior). Essa métrica é extremamente
util para identificar acertos reais.

a) E valor1e®°

pequeno E valor: baixo nimero de acessos, mas de alta
qualidade.

b) Valor E 0.01: BLAST com valor E menor que 0,01 ainda podem ser
considerados bons acertos para correspondéncias de homologia.

c) Valor E 10. Valor E grande: muitos acertos, alguns de baixa
qualidade. Um valor E menor que dez incluird acertos que nao

podem ser considerados tdo significativos quanto um valor E baixo.

Percent identity: a porcentagem de bases que sdo idénticas ao genoma de
referéncia

Accession [number]: um identificador exclusivo atribuido para registros na
base de dados do NCBI.

W Graphic Summary Alignments Taxonomy

Sequences producing significant alignments d v ge Col ¥ Show| 100V | @

selectall 100 sequences selected GenBank Graphics Distance tree of results
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4566 15967 81% 0.0 98.58% MN328061.1
4540 15849 81% 0.0
4495 15780 81% 0.0

4494 15740 81% 0.0

4488 15729 81% 0.0

2 strain TM38 polyprotein gene, co

4479 16098 81% 0.0

17-1634 R & 4477 15706 81% 0.0
train TM13 t ds 4468 15896 81% 0.0
4468 15847 81% 0.0
4462 15655 81% 0.0

CECECH<EN < H<H< NN

4462 15655 81% 0.0

me 4457 15638 81% 0.0
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5.2.Clique sobre a op¢do “Alinhamentos”.

a)

b)

d)

Descriptions

Observagao da sequéncia submetida a base de dados em azul entre o principal.

A localizagdo e o comprimento dos alinhamentos de sequéncia sdo
representados abaixo. Cada linha representa um taxon.

A cor do alinhamento representa a qualidade do alinhamento, baseado na
pontuacdo do alinhamento. Vermelho representa os alinhamentos com a
pontuacdo mais alta (melhor alinhamento), enquanto preto representa a pior
pontuacgdo e ndo é necessariamente confiavel.

As linhas horizontais cinzentas representam lacunas no alinhamento.

Graphic Summary Taxonomy

Alignment view | Pairwise v | [ ] cDs feature @

100 sequences selected 0

& Download v GenBank Graphics sortby: | E value v

Dengue virus 2 isolate CHRF_DenV002, partial genome
Sequence ID: MN328061.1 Length: 10699 Number of Matches: 11

Range 1: 8153 to 10696 GenBank Graphic ¥ Next Match
Score Expect Identities Gaps Strand
4566 bits(2472) 0.0 2508/2544(99%) 0/2544(0%) Plus/Plus
Query 8149 CTACAAAKGAAATACGGAGGAGCTTTGGTGAGGAATCCACTCTCACGAAATTCCACACAC 8208
. IIIIIII CECEEREEEREETEE LR R L L E LR e e e e
Sbjct 8153 CTACAAAGGAAATACGGAGGAGCTTTGGTGAGGAATCCACTCTCACGAAATTCCACACAC 8212
Query 8209 GAGATGTACTGGGTATCCAATGCTTCCGGGAACATAGTGTCATCAGTGAACATGATTTCA 8268
i CEEEDEREEREEE R e e e e e e e e e ey
Sbjct 8213 GAGATGTACTGGGTATCCAATGCTTCCGGGAACATAGTGTCATCAGTGAACATGATTTCA 8272
Query 8269 AGAATGTTGATTAACAGATTCACAATGAGACACAAGAAGGCCACATACGAGCCGGATGTT 8328
. IIIIIIIII||||||IIIII|I|1|I||I|I||IIIIlIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 8273 AGAATGTTGATTAACAGATTCACAATGAGACACAAGAAGGCCACATACGAGCCGGATGTT 8332

I!!!l[ery
ict

8329  GATCTCGGAAGTGGAACCCGCAACATCGGAATTGAAAGTGAAGTACCAAATCTAGACATA 8388

CEEERLLEEEEEEEEEE e e e Ee et e e e

R333 GATCTCGGAAGTGGAACCCGCAACATCGGAATTGAAAGTGAAGTACCAAATCTAGACATA R392
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Clique no alinhamento para visualizar o alinhamento da sequéncia.
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Alignment Scores
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Distribution of the top 200 Blast Hits on 100 subject sequences
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5.3. Pode ser feito o download do alinhamento ou das sequéncias ao clicar download e

escolhendo o arquivo de interesse no menu.
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6. Registe as seguintes métricas:
- accession number of the best hit (usually the top hit).
- Evalue

- query coverage

7. O taxon foi identificado! Usar esses resultados para responder o questdes abaixo.

Questoes

1. Na seccao Descri¢Oes, verificar o principal resultado, qual deve ser o resultado com a
pontuac¢do mais alta. Anote as informacgdes sobre a melhor combinacgao:

Descrigao

E value
Identity
Query cover

2. Na secgdo Alinhamentos, observe o alinhamento entre a sua sequéncia e a sequnéncia
de referéncia.

Fazer vocé ver alguma incompatibilidade?

3. E possivel identificar a sequéncia ao nivel da espécie? Por favor elaborar.

4. |dentificar o estado de conservacdo da espécie identificada.




