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Jacques Monod

“O objetivo da Biologia Molecular é 
encontrar, na estrutura de 

macromoléculas, interpretações 
para os  fundamentos da vida”



1953
2003
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O gene é uma seqüência definida de nucleotídeos

Fred Sanger
Sanger, F. and Coulson, A. R.. (1975) A 

rapid method for determining sequences in 
DNA by primed synthesis with DNA 

polymerase. J. Mol. Biol. 94: 444-448.
Método de sequenciamento de DNA 

baseado em terminação de cadeia por 
incorporação de ddNTPs

Maxam, A.M. and Gilbert, W. (1977) A 
new method of sequencing DNA. Proc. 

Nat.Acad. Sci. USA 74: 560-564.
Método químico de sequenciamento de 

DNA.

Sanger recebeu o Nobel duas vezes : a primeira, 
nos anos 50, pelo seqüenciamento de proteínas 
(insulina) e a segunda pelo seqüenciamento de 

DNA, em 1980. 



1975 - ‘Southern Blotting”
E.M. Southern. (1975) "Detection of specific sequences among DNA
fragments separated by gel electrophoresis." J. Mol. Biol. 98: 503. 



Cultura em pequena
escala (1L)

Célula hospedeira

Célula recombinante

Purificação e
Análise de proteínas

Fundada por Robert Swanson and Herber Boyer1976
Produção da primeira proteína humana (somatostatina) em um hospedeiro 
microbiano (E.coli)

1977

Clonagem da insulina humana1978
Clonagem do hormônio de crescimento humano1979
Primeira droga recombinante lançada no mercado (insulina humana)

1982 Produção laboratorial do fator de coagulação VIII 



Kary Mullis (Cetus Corp.) – 1987
Permite obter, in vitro,  grandes 

quantidades de uma sequência 
específica de DNA.



Lloyd M. Smith et al. Fluorescence detection in automated DNA sequence analysis. Nature
321, 674-679 (June 12, 1986).
T. Hunkapiller, R. J. Kaiser, B. F. Koop, L. Hood. Large-Scale and automated DNA 
sequence determination. Science 254, 59-67 (October 4, 1991).

1986 - Sequenciador Automático de DNA  (Leroy Hood)



1995: Primeiro genoma sequenciado
Haemophilus influenzae



1998: C. elegans - primeiro genoma
completo de um animal

A sequência genômica do nematódio de 
vida livre Caenorhabditis elegans está
quase completa e representa o primeiro
genoma de um organismo multi-celular a 
ser inteiramente sequenciado.  O genoma
tem aproximadamente 97 Mb de tamanho, 
e codifica cerca de 19.000 proteínas.  O 
projeto de sequenciamento foi um esforço
colaborativo entre o Genome Sequencing 
Center em St. Louis e o Sanger Center, em 
Hinxton, UK.



2000: Rascunho do genoma humano



Arabidopsis

human

M. leprae

Buchenerasp

Yersinia

Drosophila

mouse Vibrio cholera Rickettsia Campilobacter

C. elegans
Plasmodium Aquifex

Archaeoglobus

ChlamidiaNeisseria M. tuberculosis

Xylella Ureaplasma
Helicobacterrat

E. coli Thermoplasma

Borrelia

S. cerevisiae Thermotoga
Bacillus

PseudomonasS. pombe
Ralstonia Salmonella



1997 - 2003



The Trypanosoma cruzi Genome 
Initiative

List location or contact for 
specification (or other related 
documents) here

FOR MORE INFORMATION :
http://www.dbbm.fiocruz.br/



aaacgcggaccgcacggtctgataggcaagttccggtatcgctattaccagggcagtcat
cgcttgctgtaaccggttatgggttctgtcgtcaccaacgctatgggcacttcagttggc
atgtttttctgcggataggtagcgatacgctgttgcgtcaccaaattccaaccacagaag
ccggtataccgcgatcggttggtgtgcctgtgtttatgccttaccgtaaggaaagcaaca
ggattaaggcgatagtgcgggtgacttcaatgatcgacgcaccgagccgaccggtcccag
tgtgtatcaacacgtcgctagcgcgggtgtagtcgcgtattgctgctgtagcggtcattg
tcttactgtccatcgacagcgaggatttgagacgcacgatatgtgacaaaatttgagaca
tcgcgaccaagtagtggggaagtgatgtttcatcggaggtctcgtgtcattgtggcttgt
ggtcgttgtctttcgatcttgacactccggcaaaaatatggtttatgccgaaatggccgt
aatcacgggtattgggtgtcggcgccgggaagaattggttgtgttggccggccagtatgt
tgatcgcgtcgggcttgtgggttttgctgatgatctgcagcgttttgccgacgaacggcc
ggagagtagggttcggatcgaactgtgaccggtagatttcctcggatcagaacgaatcgg
aacgattgctttgcgcagatatacaggccatagcgaaggtccggtactatcggtgtgtcg
gtattcgcacgccacgaaaacgttgacctccactcaggcctaaccgttaccgtcaaaagt
ttggatcgccactatacggtgaatatgcgagctacttggctgttgatcaaagtgcttgct
aagcgttggccggcaacaggtagaagcgtggtggcgctcaccagtgatcacacaatgaat
aacctaccctacggggctacgaaagccgtaatagatcgaattgtgcttgctgctgcctac
gcactagggtgttcaagccgtgctcgccaacgtgatcaattcgggcccgggcgacattgg
ctggatgacaccccgacctccagacgcgattaacctctatgcaaccgcccggatgtttag
gaaaccctaaaagacttccaacttggtgtgcgctttctgctgtccgactactggcagtag
gttaacggccagctcatccactgcaacggcagtttctccaaagaccaactccatgtctgc
gttagtgcaacatgcagaaaactatggtatcattcctgttatctcgcattcagctgggct
aagtctggccgcccacggttgtaagcgccgtggcggattgtgcattccggcgctgtcgtc
cgatcgtggcgaagtagtaggcaagcgggaaagaaaagctagaagcaaaaaacagccacg
gacaccgcatcccgctccggtagctataaacactggcagcagaatcatattcgtaacgaa
gtagtcacagttgcccgaaacagcggttgggttggtgatctgcatccgcaggaaatgcgg
atagctttccggtccctggaccaggttaccctgcccggccccatcgtgcacacagcgtgt
attgaaatatcatcttagtatggtagccgctataccaactatgaagtgcccgcactttgt
ggagaaaaagacggctttccagtaagtttggtataaaactgtggttttgacgtggttatc
tagccgatagcggataggttacggactgtgtggacaagaagcgagatcatgggtagtgtg
gccatgccatggtggactagggatcacatgcattcccggttacaattccggttgtgcaga
gctggagggcctgtgcagttaaccgtgttgactcagcagttcatcttccagtgcgaggaa
ctcgtcggacctagttcgtggagtaaacgccgggctcagccggagcttgggcccgtccaa
ggtaatcaagatcgacctgaatagcaggtatgagtcaagttttagctagcggtggaaatc
gagggttccccaaatgcgtaaccactgaaagaataggattaacgcttcggctttcatacc
agcatcgctttcagcgcaattaccttcgacgtgccagaaggaaagtgatagcggtgcaac
gtgattaccacgtgatccagctggacaaagccttagtcctaagattcctgcagaattgaa
gtaattttcagaaactccgcaactggtggcaccgtgaggtgagaaaacggccgtcatcca
atcgccattgttacctatacagattacaggtcggtatgtttaccgtgcggtctgccgccg
aacttcaatagatcggttttgacatgggggaagatccgctgaatctccttgcagtacaga
gtgatcgatgcgcaatcctaatgttgtctaggctaaccagctatcgtcttaagcaatgtt
ctcgtccagtcagacatgttgaagaacgtgtacagatattcgttgtagccaccggtccgc
caagccttaaggcacgtggacaagaagatggtgttgatccagtccggttcgtgattaagc
actactggtaagtaacaactccggcactatctacgaatccgtagaatagtttcataatta
gaaatctgctagcgcttgagcatgtttcggaaagtccaaaactacagtttcaagcacgat
aatcaattcgacaagatatccggttctgtcgctgataacgttgctttgcaacatgatcgg
ttcgaacaacacgcgccacctctctagcagaagatcactttctgcgatctcccaatttgc
ctgcttcgcattaagtacggaagccatctgttcggcatagtcggtgatgtaggcggactg
tttggtgttgaagatagccacaattttctcgacctggagtaaatggttcagtgaattcag
tatcctgccatcgcaccagaggatcgactcgataaaatcagcaagtcacgtcagcgcccg
ttcctgtgtatctgatccaggaacaccatgttgaggtagcgcagcaaatcgtggtacgaa
aatgactgcggcactatacaggtggtcctcatctgagtgatgtatagatgcgcactgtcc
atatgacgttggcgtttctgggtagctaatatacccttggcacccgcaggcatgtcgtag
aaattagataccatgtcgctccgaaagtattgcagtagatgtatacaaacgtggaagaac
taagatgtcaatgatttcaagttgacagggcgagcgtagtttatgttgaaaacctttgct
gtgtagtcagaaactgctgccgtcgagtagctgatcgggctgacgttggggtccgcaggc
tatgctcgtgacgttgagcttgcctttggtttcggtcaggcggtgcttgaccgagttggt

All you wanted to know, 

but were afraid to ask...



Why Genome Projects : ??

To : 

•Drastically increase knowledge on the (molecular) biology of 
the pathogen
•Develop new tools for vaccine development; find new drug 
targets, improve diagnostics
•Study the evolutionary relationship with orther oganisms, 
variability between strains, lineages, isolates
•Build expertise, discover keys of life, analyse structure-function 
relationships, learn about the interaction with the host etc.

•At least 60 microbial genome projects have been finished, and 
more than 150 are on-going.





Animal and plant cells

The mitochondrium

The nucleus



GENOME PROJECTS
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1991 - J.Craig Venter
Expressed Sequence Tags

Adams, M.D., Kelley, J.M., Gocayne, J.D., Dubnick, M., Polymeropoulos, M.H., Xiao, H., Merril, C.R., Wu, A., Olde, B., 
Moreno, R., Kerlavage, A.R., McCombie, W.R., and Venter, J.C. Complementary DNA sequencing: "expressed sequence tags"
and the human genome project. Science 252, 1651-1656 (1991). 



How to deal with the enormous 
amount of reads generated by the 

high throughput DNA sequencers?

Sanger Centre



2002
28,507,990,166  bp

22,318,883 sequences



Sequenciamento manual

Sequenciamento
automático

Sequenciamento
capilar



Do gel a sequência: quatro etapas

1. lane tracking - identificação dos limites de cada 
lane.

2. lane profiling - cada um dos sinais é usado para a 
criação de um perfil (profile ou trace).

3. trace processing - são utilizados métodos 
matemáticos para o processamento das estimativas de 
sinal.

4. base-calling - os perfis são traduzidos numa 
sequência de bases.



Possíveis problemas:

- compressões
- variação nos sinais

- eficiência no elongamento
- eficiência da terminação

- quimeras
- reads de contaminantes
- mutações nos subclones
- sequências de vetores não removidas
- alinhamento errôneo



O que é Phred/Phrap/Consed? 

R. É um pacote de programas para:

• Leitura de cromatogramas (trace files);
• Atribuição de qualidade a cada base individual;
• Identificação e mascaramento de sequências do 

vetor e repetições;
• Montagem de sequências;
• Visualização e edição da montagem;
• Acabamento automático.



Phred

Phred é um programa que realiza várias tarefas:

a. Lê cromatogramas – compatível com a maioria dos 
formatos de arquivo: SCF (standard chromatogram
format), ABI (373/377/3700), ESD (MegaBACE) 
and LI-COR.

b. “Calls” bases – atribui uma base para cada pico 
identificado com uma taxa de erro menor do que 
os programas “standard”.



Phred

c. Atribui valores qualitativos para cada base (Phred 
value) – baseado em uma estimativa da taxa de 
erro calculada para cada base.

d. Cria arquivos de saída – as atribuições das bases e 
os valores de qualidade são escritos em arquivos de 
saída.



Trace File

Região de alta qualidade - nenhuma ambiguidade (N)



Trace File

Região de qualidade média - algumas ambiguidades (N)



Trace File
Região de baixa qualidade



Fórmula para calcular os valores Phred:

q = - 10 x log10 (p) onde:

q - valor da qualidade
p - probabilidade estimada de erro para uma 
atribuição de base

Exemplos:Exemplos:

qq = 20 significa  = 20 significa  pp = 10= 10--22 (1 erro em 100 bases)(1 erro em 100 bases)
qq = 40 significa  = 40 significa  pp = 10= 10--44 (1 erro em 10,000 bases)(1 erro em 10,000 bases)



A estrutura de um arquivo phd
BEGIN_SEQUENCE 01EBV10201A02.g

BEGIN_COMMENT

CHROMAT_FILE: EBV10201A02.g
ABI_THUMBPRINT: 
PHRED_VERSION: 0.990722.g
CALL_METHOD: phred
QUALITY_LEVELS:99
TIME: Thu May 24 00:18:58 2001
TRACE_ARRAY_MIN_INDEX: 0
TRACE_ARRAY_MAX_INDEX: 12153
TRIM: 
CHEM: term
DYE: big

END_COMMENT

BEGIN_DNA
t 8 5
c 13 17
a 19 26
c 19 32

t 16 8191t 16 8191
g 19 8200g 19 8200
t 13 8211t 13 8211
c 13 8229c 13 8229
g 4 8241g 4 8241
n 4 8253n 4 8253
c 4 8263c 4 8263
t 10 8276t 10 8276
t 9 8286t 9 8286
c 12 8301c 12 8301
t 16 8313t 16 8313
c 12 8329c 12 8329
c 12 8336c 12 8336
c 15 8343c 15 8343
t 19 8356t 19 8356
c 9 8371c 9 8371
g 13 8386g 13 8386
g 14 8397g 14 8397
a 7 8417a 7 8417
g 9 8427g 9 8427
g 4 8445

t 24 2221t 24 2221
a 24 2232a 24 2232
a 22 2245a 22 2245
a 27 2261a 27 2261
g 25 2272g 25 2272
c 19 2286c 19 2286
c 12 2302c 12 2302
t 19 2314t 19 2314
g 12 2324g 12 2324
g 15 2331g 15 2331
g 19 2346g 19 2346
g 23 2363g 23 2363
t 33 2378t 33 2378
g 36 2390g 36 2390
c 44 2404c 44 2404
c 44 2419c 44 2419
t 39 2433t 39 2433
a 39 2446a 39 2446
a 34 2460a 34 2460
t 35 2470t 35 2470
g 34 2482

t 6 11908t 6 11908
a 6 11921a 6 11921
g 6 11927g 6 11927
t 6 11947t 6 11947
c 6 11953c 6 11953
a 6 11964a 6 11964
g 6 11981g 6 11981
c 4 11994c 4 11994
n 4 12015n 4 12015
c 4 12037c 4 12037
n 4 12044n 4 12044
n 4 12058n 4 12058
n 4 12071n 4 12071
n 4 12085n 4 12085
n 4 12098n 4 12098
n 4 12111n 4 12111
n 4 12124n 4 12124
c 4 12144c 4 12144
n 4 12151n 4 12151
END_DNAEND_DNA

END_SEQUENCEEND_SEQUENCEg 34 2482 g 4 8445



Por que montar sequências?

Whole genome
BAC/cosmid clone

final consensus sequence

Finishing
quality

both stands coverage
gap filling

Partial Assembly
contigs

DNA sequencing
random clones

Clone library
pUC18

Small fragments
1.0 - 2.0 kb

DNA fragmentation
sonic disruption

nebulization

Whole genome
BAC/cosmid clone

• Os métodos atuais de sequenciamento 
geram sequências de 500-700 bp – limite 
de resolução da eletroforese.

• Genomas completos ou grandes clones 
precisam ser fragmentados - biblioteca de 
clones.

• Fragmentos pequenos são sequenciados 
aleatoriamente (shotgun) – as sequências 
são montadas para a obtenção do 
consenso final.



What do kinetoplastidae
parasites have in common?

• Trans-splicing mechanism (also some cis-splicing?)
• RNA editing for mitochondrial genes (pan-editing for T. cruzi and T. brucei)
• Kinetoplast structure : maxi-circles and minicircles
• Life cycle and stages are similar, but have also important differences
• Chromosomes do not condense -> visualize through pulse-field gel electrophoresis
• Absent or very rare sexual recombination. T. cruzi has typical clonal structure
• Karyotype shows a lot of plasticity 
• Important size differences exist between homologous chromosomes
• Telomeric structures are similar
• Chromosomes analysed thusfar have large polycistronic transcription
• No Pol II promoter structures, nor centromeres could be identified thusfar
• RNA processing occurs with concerted transsplicing and polyadenilation
• RNA stability is an important regulation factor
• Stage specific gene expression is often influenced by 3’-UTR sequences (?)



T.cruzi  CL-Brener Karyotype



T. brucei karyotypes



Karyotype and markers
T. cruzi CL-Brener :
64-70 chromosomal bands from 0.45 - 3.7 Mb
~ 47 Mb per haploid genome



Leishmania karyotype ideograms

Leishmania infantum (LEM 1317, 1163)
Leishmania major (LEM 1958)
Leishmania major Friedlin

Adapted by Al Ivens from a drawing from
(Wincker et al. 1997 Gene 194:77-80

http://www.ncbi.nlm.nih.gov//htbin-post/Entrez/query?uid=9266675&form=6&db=m&Dopt=b




. BAC to BAC Sequencing

The BAC to BAC approach first creates 
a crude physical map of the whole 
genome before sequencing the DNA. 
Constructing a map requires cutting the 
chromosomes into large pieces and 
figuring out the order of these big 
chunks of DNA before taking a closer 
look and sequencing all the fragments

Whole Genome Shotgun Sequencing

The shotgun sequencing method goes 
straight to the job of decoding, 
bypassing the need for a physical map. 
Therefore, it is much faster. 

Multiple copies of the genome are 
randomly shredded into pieces that are 
2,000 base pairs (bp) long by squeezing 
the DNA through a pressurized syringe. 
This is done a second time to generate 
pieces that are 10,000 bp long. 

Several copies of the genome are 
randomly cut into pieces that are 
about 150,000 base pairs (bp) long.



Each 2,000 and 10,000 bp fragment is 
inserted into a plasmid, which is a 
piece of DNA that can replicate in 
bacteria. The two collections of 
plasmids containing 2,000 and 10,000 
bp chunks of human DNA are known 
as plasmid libraries.

Each of these 150,000 bp fragments is 
inserted into a BAC-a bacterial artificial 
chromosome. A BAC is a man made 
piece of DNA that can replicate inside a 
bacterial cell. The whole collection of 
BACs containing the entire human 
genome is called a BAC library, 
because each BAC is like a book in a 
library that can be accessed and 
copied. 



BAC sequencing

These pieces are fingerprinted to 
give each piece a unique 
identification tag that determines 
the order of the fragments. 
Fingerprinting involves cutting each 
BAC fragment with a single enzyme 
and finding common sequence 
landmarks in overlapping fragments 
that determine the location of each 
BAC along the chromosome. Then 
overlapping BACs with markers 
every 100,000 bp form a map of 
each chromosome.

OR : BAC end sequencing and map 
assembly

Each BAC is then broken randomly into 
1,500 bp pieces and placed in another 
artificial piece of DNA called M13. This 
collection is known as an M13 library.



All the M13 libraries are sequenced. 
500 bp from one end of the fragment 
are sequenced generating millions of 
sequences.

Both the 2,000 and the 10,000 bp plasmid 
libraries are sequenced. 500 bp from each 
end of each fragment are decoded 
generating millions of sequences. 
Sequencing both ends of each insert is 
critical for the assembling the entire 
chromosome.



Computer algorithms assemble the 
millions of sequenced fragments into a 
continuous stretch resembling each 
chromosome.

These sequences are fed into a 
computer program called PHRAP 
that looks for common sequences 
that join two fragments together.



The GNN Assembler is actually a 
pipeline—a series of mathematical steps 
to sort, edit, and assemble fragments. 
The steps are stages in a layered 
strategy. 

The first stage in assembly is the heavy-
lifting: The assembler compares the 
millions of fragments against each other, 
finding all common segments between 
two fragments that are at least 40 
letters long. These overlaps could not 
have occurred by chance, and they 
become the foundation of assembly. 

Of these overlaps, some are "true" and 
some are "repeat-induced."  In true 
overlaps, the shared sequence involves 
fragments that come from overlapping 
sections of the genome. These 
fragments belong together. In repeat-
induced overlaps, the shared sequence 
involves part of a repeat that occurs in 
several dispersed parts of the genome. 
These fragments do not belong together. 
If it were clear which overlaps were true, 
assembly would be a trivial matter.



The U-unitigs are mini-phrases that are 
ready to be ordered in the genome. The 
scaffolding stage begins. Critical to this 
stage is the fact that most of the 
fragments were grabbed from the 
genome in pairs during sequencing. 
Known as mate pairs, these fragments 
are always separated by the same 
number of letters, either about 1,000 or 
about 9,000. Since most repeats are 
shorter than 7,000 letters, mates are a 
way to circumnavigate, or span, the 
repeats. However, about 1% of the time 
mate pairs are not actually paired at the 
given distance due to errors in the 
computer tracking of the fragments.

A contiguous sequence of ordered unitigs
is a contig. During scaffolding, the 
assembler orients contigs using mates.  
Most mate pairs are reliable landmarks—
they stick together and remain the same 
distance apart. If mates from the same 
pair lie on different contigs, for instance, 
the contigs are likely to be neighbors 
about 99% of the time. If two or more 
mate pairs enforce each other—that is, 
they indicate the same orientation—then 
the contigs involved are almost certain 
to be neighbors. 



Some of these gaps are due to missing 
sequence; this is unavoidable. Other 
gaps contain repetitive sequence that 
can now be closed using the unitigs
that were set aside earlier by the 
Discriminator. The same strategy —
make progressively riskier moves —
applies to closing gaps. 

The assembler classifies repeat 
sequences by size and reliability, calling 
the largest and most reliable repeats 
"rocks." Rocks are tossed into the gaps 
first, to be followed by the lesser 
"stones," and finally the smallest and 
least reliable pieces, "pebbles." Rocks 
must be linked to the contigs on either 
side of a gap by two or more mates. 

Stones are linked to the contigs by only 
one mate. Their position in a gap is 
confirmed by overlaps.

Pebbles are placed in a gap based on 
the quality of the overlaps between 
each other and the adjoining contigs







Leishmania major Friedlin genome sequencing



Cosmid libraries provide insert 
fragments of 30-40 kb. They can be 
used for mapping (fingerprinting), for 
sequencing, and for transformation 
and transient expression or 
chromosome integration. 

Minimal tiling pattern for T. cruzi CL-
Brener chrom 3 and 4



2002/2003Sept.2002200320032005?Complete

80.6 % AT
54% genes 
with introns

I,II,IX,X,
XI

1,3,4,5,13,
14,19,21,2
3,35

3 (~)Full 
chrom

96474
(46Mb)

26693 
(~10 Mb)

# GSS seq

513310201# EST seq

9 
(2-7 Mb)

14  (0.64-
3.29 Mb) 

11 (1-6M)
?(200-900K)
50-100 (25-
100K)

3634?# chrom.

30 Mb23 Mb
5300 genes

30 Mb33.6 Mb
~8000genes?

45 MbGenome 
size (hapl)

T. gondii
ME49/B7 

P. falcipa-
rum (3D7)

T. brucei
TREU927/4

L. major
Friedlin

T. cruzi
CL-Brener



Phrap - Phragment Assembly Program
PhrapPhrap é um é um programaprograma parapara a a montagemmontagem de de sequênciassequências

obtidasobtidas porpor shotgun.shotgun.

CaracterísticasCaracterísticas principaisprincipais::

a. a. UsaUsa todotodo o “read” o “read” –– nãonão háhá necessidadenecessidade de de 
“trimming”.“trimming”.

b. b. UtilizaUtiliza dados dados fornecidosfornecidos pelopelo usuáriousuário (i.e. (i.e. RepbaseRepbase) ) 
+ dados + dados computadoscomputados internamenteinternamente –– maiormaior precisãoprecisão
nana montagemmontagem nana presençapresença de de repetiçõesrepetições..

c. A c. A sequênciasequência do do contigcontig é é constituídaconstituída porpor um um 
mosaicomosaico dasdas regiõesregiões de de altaalta qualidadequalidade dos readsdos reads ––
nãonão é um é um consensoconsenso!!!!



Phrap - Phragment Assembly Program
ou… Phil’s Revised Assembly Program!!

d. d. ProporcionaProporciona extensaextensa informaçãoinformação sobresobre a a 
montagemmontagem –– estaesta informaçãoinformação estáestá contidacontida nosnos
arquivosarquivos phrap.outphrap.out, *.ace and *., *.ace and *.screen.contigs.qualscreen.contigs.qual..

e. e. ConsegueConsegue gerenciargerenciar grandesgrandes conjuntosconjuntos de dados de dados ––
centenascentenas de de milharesmilhares de reads de reads sãosão facilmentefacilmente
manipuladosmanipulados..

f. f. GeraGera váriosvários arquivosarquivos de de saídasaída –– osos quaisquais contémcontém
dados dados importantesimportantes alémalém de de possibilitarpossibilitar a a visualizaçãovisualização
dada montagemmontagem porpor outrosoutros programasprogramas..



Arquivos de saída do Phrap

•• *.*.contigscontigs –– arquivoarquivo no no formatoformato FASTA FASTA contendocontendo osos
contigscontigs
-- ContigsContigs com com maismais de um readde um read

-- Singletons (reads Singletons (reads únicosúnicos com um match com com um match com outrooutro contigcontig masmas queque nãonão
puderampuderam ser ser consistentementeconsistentemente fundidosfundidos aoao mesmomesmo).).

•• *.*.singletssinglets –– arquivosarquivos FASTA dos FASTA dos singletssinglets
-- Reads com Reads com nenhumnenhum match a match a outrooutro readread

•• *.ace*.ace –– permitepermite a a visualizaçãovisualização dada montagemmontagem usandousando
ConsedConsed

•• *.view*.view –– necessárionecessário parapara a a visualizaçãovisualização dada montagemmontagem
usandousando PhrapviewPhrapview



Outros programas para a montagem:

GASP - Wendl MC, Dear S, Hodgson D and Hillier L. 
Automated sequence preprocessing in a large-scale 
sequencing environment. Genome Research 8:975-984 
(1998).

CAP3 - Huang X & Madan A. CAP3: A DNA sequence 
assembly program. Genome Research 9:868-877 (1999).

GAP - Bonfield JK, Smith KF and Staden R. A new DNA 
sequence assembly program. Nucleic Acids Research
23(24):4992-4999 (1995).



Consed

ConsedConsed é um é um programaprograma parapara a a visualizaçãovisualização e e ediçãoedição
dasdas montagensmontagens produzidasproduzidas pelopelo PhrapPhrap..

CaracterísticasCaracterísticas principaisprincipais::

a. a. VisualizadorVisualizador dada montagemmontagem -- permitepermite a a visualizaçãovisualização
dos dos contigscontigs, , dada montagemmontagem (reads (reads alinhadosalinhados), ), 
“quality values” dos reads e a “quality values” dos reads e a sequênciasequência final. final. 

b. b. VisualizadorVisualizador dos trace files dos trace files –– múltiplosmúltiplos trace files trace files 
podempodem ser ser visualizadosvisualizados permitindopermitindo a a comparaçãocomparação de de 
umauma dada dada sequênciasequência em em váriosvários reads.reads.



c. c. NavegaçãoNavegação –– identificaidentifica e e listalista regiõesregiões queque estãoestão abaixoabaixo
de um de um determinadodeterminado limitelimite de de qualidadequalidade, , regiõesregiões queque
contémcontém discrepânciasdiscrepâncias de de altaalta qualidadequalidade, , coberturacobertura porpor
umauma únicaúnica fitafita, etc. , etc. 

d. d. AutofinishAutofinish –– conjuntoconjunto automáticoautomático de de funçõesfunções parapara o o 
fechamentofechamento de gaps, de gaps, melhoramelhora nana qualidadequalidade dada sequênciasequência, , 
determinaçãodeterminação dada orientaçãoorientação relativarelativa dos dos contigscontigs, , 
identificaçãoidentificação de de regiõesregiões cobertascobertas porpor um um únicoúnico read read ouou
porpor umauma únicaúnica fitafita..

O O programaprograma selecionaseleciona automaticamenteautomaticamente novosnovos primers e primers e 
selecionaseleciona osos templates.templates.











Phred/Phrap/Consed Pipeline

Assembly viewing/editing
Consed

Assembly
Phrap
assembled contigs - seqs_fasta.screen.contigs
assembly file - seqs_fasta.screen.ace#

Vector screening and masking
Cross_Match (local alignment program) x vector.seq
screened/masked  file - seqs_fasta.screen

Conversion - phd to fasta
phd2fasta.pl
nucleotide sequences - seqs_fasta
quality values - seqs_fasta.screen.qual

Quality (confidence) values assignment
Phred
phd files - *.phd

Input
chromatogram files

Diretórios:Diretórios:
ChromatChromat_dir_dir

PhdPhd_dir_dir

EditEdit_dir_dir



Problemas na finalização (Finishing)

ProblemasProblemas no no sequenciamentosequenciamento::

a. Alto a. Alto conteúdoconteúdo GC GC –– genomasgenomas apresentandoapresentando um alto um alto 
conteúdoconteúdo GC GC podempodem gerargerar com com maiormaior frequênciafrequência
artefatosartefatos taistais comocomo compressõescompressões, , quedasquedas bruscasbruscas nana
qualidadequalidade, , regiõesregiões com com mámá qualidadequalidade.. TentarTentar utilizarutilizar Dye Primer Dye Primer 
aoao invésinvés de Dye Terminator, de Dye Terminator, modificarmodificar a a químicaquímica utilizadautilizada, , adicionaradicionar DMSO, DMSO, aumentaraumentar a a 
temperaturatemperatura de de anelamentoanelamento, , usarusar deazadeaza--dGTPdGTP aoao invésinvés de de dGTPdGTP, etc., etc.

b. b. RegiõesRegiões palindrômicaspalindrômicas –– levamlevam a a formaçãoformação de de 
estruturasestruturas secundáriassecundárias causandocausando quedasquedas súbitassúbitas.. UsarUsar
deazadeaza--dGTPdGTP aoao invésinvés de de dGTPdGTP, , amplificaramplificar a a regiãoregião problemáticaproblemática porpor PCR e PCR e sequenciarsequenciar o o 
produtoproduto. . 

c. c. RegiõesRegiões homopoliméricashomopoliméricas –– podempodem reduzirreduzir a a 
eficiênciaeficiência dada síntesesíntese de DNA de DNA parapara algumasalgumas químicasquímicas..
UtilizarUtilizar Dye Primer Dye Primer aoao invésinvés de Dye Terminator, de Dye Terminator, modificarmodificar a a químicaquímica ((dRhodaminedRhodamine aoao
invésinvés do do BigDyeBigDye).).



Problemas na finalização (Finishing)

ProblemasProblemas nana montagemmontagem do DNA:do DNA:

a. Alto a. Alto conteúdoconteúdo de de repetiçõesrepetições –– elementoselementos altamentealtamente
repetitivosrepetitivos reduzemreduzem a a precisãoprecisão dada montagemmontagem do DNA.do DNA.
DeveDeve--se se identificaridentificar a a unidadeunidade de de repetiçãorepetição, , fazerfazer o screening com o o screening com o programaprograma
Cross_Match Cross_Match ouou Repeat_Masker e Repeat_Masker e mascarámascará--la. la. TentarTentar montámontá--la la novamentenovamente e e adicionaradicionar a a 
sequênciasequência repetitivarepetitiva somentesomente no final. no final. DeveDeve--se se mapearmapear a a regiãoregião repetitivarepetitiva usandousando
enzimasenzimas de de restriçãorestrição parapara estimarestimar o o seuseu tamanhotamanho e e númeronúmero de de repetiçõesrepetições..

b. Alto b. Alto conteúdoconteúdo AT no AT no genomagenoma –– algunsalguns genomasgenomas
com com grandegrande desviodesvio no no seuseu conteúdoconteúdo GC (i.e. GC (i.e. 
Plasmodium Plasmodium falciparumfalciparum; ; genomasgenomas de de organelasorganelas) ) 
podempodem apresentarapresentar problemasproblemas parapara osos programasprogramas de de 
montagemmontagem.. MuitoMuito difícildifícil de se de se solucionarsolucionar. . DeveDeve--se se tentartentar a a construçãoconstrução de um de um 

mapamapa de de restriçãorestrição e e associáassociá--lo com lo com osos dados do dados do sequenciamentosequenciamento. . 



Métodos de predição:

Identificação de sinais
- ribosome binding sites
- start/stop codons
- RNA splice sites
- Polyadenylation signals

Desvios composicionais
- periodic base composition bias
- terceira posição do códon

Codon bias (codon preference)

Utilização de Markov Chains



Frames (GCG) - detecta open reading frames através 
da identificação de start/stop códons.



Considerações a respeito do método:

- difícil discriminação entre regiões codificantes 
e regiões não-codificantes.

- é necessária a identificação de sinais (RBS, 
início de transcrição/tradução, terminação, 
limites éxon/íntron), para assinalar a sequência 
como sendo codificante.

- existência de start códons alternativos.

- em sequências eucarióticas o método pode 
perder muito em eficiência (éxons/íntrons).



Testcode (GCG) - periodic base composition bias



Considerações a respeito do método:

- um dos primeiros a possuir bases estatísticas.

- procura por “assimetrias” ao longo da molécula de 
DNA: 1o grupo: bases 1, 4, 7, ... 2o grupo: bases 2, 
5, 8, ... 3o grupo: bases 3, 6, 9, ...

- não define a fase de leitura nem a fita.

- não determina de forma precisa a região 
codificante.



Third position GC bias



Considerações a respeito do método:

- funciona melhor em organismos com maior 
desvio composicional em seu genoma 
(alto/baixo) conteúdo GC.

- difícil discriminação de falsos positivos e/ou 
falsos positivos.

- proporciona melhores resultados quando 
usado em conjunto com outros métodos.



Codon preference - comparação com uma tabela de 
utilização de códons



Considerações a respeito do método:

- diferentes tecidos e diferentes estágios de 
desenvolvimento do organismo em questão podem 
apresentar diferentes “pools” de tRNA.

- detecta melhor genes com forte preferência por 
determinados códons (em geral, genes altamente 
expressos - seleção traducional).

- útil para a detecção de erros de sequenciamento 
causando frameshifts.



Glimmer

- utiliza um método estatístico chamado 
“Interpolated Markov Model” para reconhecer as 
regiões codificantes.

- Mas o que é isso???

- traduzindo: é a probabilidade de ocorrência de um 
determinado nucleotídeo, dado um determinado 
contexto (que é a sequência de bases 
imediatamente anterior a este nucleotídeo).

- ou ainda: qual a probabilidade da ocorrência de 
um G depois de um A? Ou depois de um AG?



Considerações sobre o método:

- é o método de escolha para a análise de grandes 
segmentos de DNA.

- processamento automático de grande eficiência -
minimiza a interferência humana.

- alta taxa de acertos: prediz corretamente ~ 96% 
dos genes, com relativamente poucos falsos positivos.

- pode ser utilizado (com modificações) para a 
predição de sequências codificantes em genomas 
eucarióticos.



Blast - uma ferramenta para busca em bancos de 
dados por similaridade de sequências.

- métodos de busca em bancos de dados: 
keywords, identificadores, strings, por 
similaridade de sequência.

- outros métodos de busca por similaridade: 
FASTA.

- vantagens do BLAST: rápido e praticamente 
tão eficiente quanto o FASTA.

- pode ser realizado via Internet.



Annotation of eukaryotic genomes

Genomic DNA ab initio gene 
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transcription
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RNA processing
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Functional 
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Genome analysis overview: C.elegans



L. major Friedlin chrom. 1 (Myler et al., PNAS 96, 2902-, 1999)



Human Genome  
Sequencing

The complete human
genome sequence was
announced in June 2000.
Annotation of the 
draft sequences published
February 2001
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CGCCAGCACTTCCGGGAAGTGACTTCGTCTCCGAAGCCGATTGGTTGTTGCTTTGCTCCCGCTCGCGTCGGTGGCGTTTTTCCTGCAGCGCGTGCGTGCTGCGCTACTGAGCAGCGCCATGGAGGACTCTG
AAGCACTGGGCTTCGAACACATGGGCCTCGATCCCCGGCTCCTTCAGGTACACGCGAGGGCTGGGGAGCCGGCTTACGGGCTCTGCGGGGCGCGCCATCGCTCTTCACGCCGCTTAAACCGCACTCCTGGT
CTCCTAGGCTGTCACCGATCTGGGCTGGTCGCGACCTACGCTGATCCAGGAGAAGGCCATCCCACTGGCCCTAGAAGGGAAGGACCTCCTGGCTCGGGCCCGCACGGGCTCCGGGAAGACGGCCGCTTATG
CTATTCCGATGCTGCAGCTGTTGCTCCATAGGAAGGCGGTGGGTAACGAGAGAGCTGAGGGGAGGAAGGAGGCAAGCTCCAAAAGCCTGGGAAGGGCGGTTCCCGTTTGTCTGAGGTTTTCTCTTGGCCCT
GTACCCGTGCAGGCCGGCCTGAGAACCTGGTGCTGTTGTGGCAAACACTCTGGGCTGGAGTTCAGGTTACCTGGATCCTTGTCCGGCCCTGCTACCACCAACCTTTGCGTAATCTTCGACAAAGCACTTTC
TTTTCTTTCTTACATAAAAAGGGAGCACATCTATCTTTTCTACTTACAGAATTATTGTGAGAATTTAGCTTCATAACTAGTATATTTAAAGTAGCTTCATAAACATCAGAGTACGTTATTCTTTTTGAGGG
TCAGTGCCTGGGGAAAGAACTCTCCACTCTGCATTCTGAGGCGGGCAGAGTGATAGATGATCAAAGTACTGCTAAGTAGTGTTGCAGCAGATGGGTCAGGTAGGCTGGAAGGGGTAGAGACACGTGGACAC
AGTGATGTGCACTGCTGGCTAAAGTCTTTAATTCATATTCTTACAGACAGGTCCGGTGGTAGAACAGGCAGTGAGAGGCCTTGTTCTTGTTCCTACCAAGGAGCTGGCACGGCAAGCACAGTCCATGATTC
AGCAGCTGGCTACCTACTGTGCTCGGGATGTCCGAGTGGCCAATGTCTCAGCTGCTGAAGACTCAGTCTCTCAGAGGTGGGTAAAAGCAGCAAAGCTGTACCTGAATGAAGCTACACAGTGTTGTGGGGTT
GGGTTTGTGTGTGGCAAAAAAGAGAGCAAATCCAGGGTGAGATCCCAGCTGCTACATTCTGCCTGATACTGATGTCTTGTCCACCTCCAGAGCTGTGCTGATGGAGAAGCCAGATGTGGTAGTAGGGACCC
CATCTCGCATATTAAGCCACTTGCAGCAAGACAGCCTGAAACTTCGTGACTCCCTGGAGCTTTTGGTGGTGGACGAAGCTGACCTTCTTTTTTCCTTTGGCTTTGAAGAAGAGCTCAAGAGTCTCCTCTGG
TAAGGCAGAGGTGGGTGTGATTCCTAGTGGAAACATCTGTGAGTAGGAGTTGGGACGAGAGCGGGGTGGCTGGAAGCCAGTTACTACAATTAGCGGCCCTTGGAGCTGGAATCTGATTGGATTCTTTCATT
TCAGTCACTTGCCCCGGATTTACCAGGCTTTTCTCATGTCAGCTACTTTTAACGAGGACGTACAAGCACTCAAGGAGCTGATATTACATAACCCGGTAAGAGGCACCATGGAAGTGTCTGGAGCTGCAGAC
ATGGGGGCACTCAAAGATCTTGATGCTCCTTCTTAGGGGATTCTTTGGTGTTTTGGGTGGGACAGTTGTCACTTAGTGTCTCATCCCTGGTCCTGAGGCACTAAAAGCCAGTGGTCTAAAATCACTATATA
TTTCCAAGTGTCCACAAGGGATGTCTCCCATTTCAGGCCATGCTTTGCCTAAAATCCTGAGCAAGGACCTCCCCTAAGGGGCAGCTTTGAGCAGCAGAGCCAAAATTCTAAGGCCAAGGTTCTCATCTTAA
GTAAACTTTACCTTTCAGAAGGCCTGTTGCTGTAGGCCTTCCCTTCTCAATGTAGTCCTTTATTGATGTGTTTCTCTTTGTTCTGTGCTTGGAAGTATTTTATATATGGTTTATATGGTATACTCTATATA
CCACAACAATAAGGGCATTTTGGGGTTTTAGGTTACAAAACTGGAGGAGAGTTAGGGTGCCAGGAATCCTTAAATGCATCTCTGCCCTGCACTAAAATGTTGATGCTTTGGTTGGTGAGTAAGTGGCCATA
CATCTCTGTGTTCTTTTCCTTTCTGACCACAGGCCTGTTTTCTCCCCCAGGTTACCCTTAAGTTACAGGAGTCCCAGCTGCCTGGGCCAGACCAGTTACAGCAGTTTCAGGTGGTCTGTGAGACTGAGGAA
GACAAATTCCTCCTGCTGTATGCCCTGCTCAAGCTGTCATTGATTCGGGGCAAGTCTCTGCTCTTTGTCAACACTCTAGAACGGAGTTACCGGCTACGCCTGTTCTTGGAACAGTTCAGCATCCCCACCTG
TGTGCTCAATGGAGAGCTTCCACTGCGCTCCAGGTCTGCCACAGCCAACATCTTGGTTGAAATAAGTTGAAGATAGAGATGGAAAGGGGACCCAGTTAATGTTCTGTTTCTTAAGCACTTAGTAGGGGCCA
GGTTCTAGATGTGACTGATACTGACTTCTCCCAACTCCAAAATACCTATCATGGCCGGGCACCATGGCTTATGCCTGCTGTAATCTCAGCACTTTGGGAGGCCGAGGTGGGCGGATCGCCTGAGGTCGGGA
GTTCAAGACCAGCCTGGCCAGCATGGTGAAACCCCGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCTGGACATGGTGGCAGGCACCTGTAATCCCAGCTACTCAGGAAGCTGAGATAGGAGAATTGCTTGAGCCC
GGGAGGTGGAGGTTGCAGTGAGCCAAGATCGTGCCATTGCACTCCAGCCTGGGCAACAGGAGTGAAACTCTGTCTCAAAAAAACAAAACCCTATAATTATTTCCAGCTGAGGAAACTGAGGCACAATGATT
AAGTAGGGAAAGAGATTAAGAAGAGGAAAAAGGAAAGGGTGATGGTTACTGTGATACTAGGGATGGCAGAGGGGCCTTGAGCTTGCTCTGCTGAGCTGATTCTCTGTCCGCTCTTGGCTGCAGGTGCCACA
TCATCTCACAGTTCAACCAAGGCTTCTACGACTGTGTCATAGCAACTGATGCTGAAGTCCTGGGGGCCCCAGTCAAGGGCAAGCGTCGGGGCCGAGGGCCAAAGGGGACAAGTGAGTCCATGCCTCTTTTT
CCATCCCTCCCCAGAAATGCCTGTGTTTTTAGCTTTTTGGAAGACTAAAACCAGAGTGCACAGAGCAGGGAGCCAAACCTTCCAGGCCTGGCTGGTAGTGTAGCCCAGAGAGCCCCACAGGTTCTTGCTCA
GCTGCCTGGATATAGAGAAGGGAGTGGATGGTGCACACTGCACATGCACCACGAAGGGCAAAACTGCCGGGGTTGTTGGCATGCAGAGCCCTGCAGGGGAGATGGCCCATCCTGCATTGGTGGTATGGCTG
TGACTTGCAGGGAGCATATTTCTGAAGGGAAAAGGAACCCCCCAACTCTCCAGTCTCTGTCCAGCTGAAGGCTTGACTAGCTCAGAGTTGGTTTTCAGATCACCATGTAGGGCAATGAGTTCTGCTGTTGT
CCCAGAACAGAGGTCAGGCCGAGATTTGGGTACATGTCAAAGCTCCAGGCTGCCCCAGGAAACCCTGACTCCTGGAACGGTTCCATTGTTGGAGAGTCCTCTGTATGTCAGGGTCTTATGATCTACAGGCA
TTTAGAGGAAGTTTTGCTGATTCAGCGTGTGAATACGTGCCCAGAGGAGAGGAAGGGTCCGGCTGACATTGAGTTATCTCTGCAGGGCCTCTGATCCGGAAGCAGGTGTGGCCCGGGGCATAGACTTCCAC
CATGTGTCTGCTGTGCTCAACTTTGATCTTCCCCCAACCCCTGAGGCCTACATCCATCGAGCTGGCAGGTAGTAGTGTGACGGCCCAGGCATCTGCATGGTAGGCACACTGAGGGACTTGGGGTGTGCTGG
ACAGAGCCTGCGGGTTGGAGATGCAAGCTGCACTGTCTTCCCTTGCAGGACAGCACGCGCTAACAACCCAGGCATAGTCTTAACCTTTGTGCTTCCCACGGAGCAGTTCCACTTAGGCAAGATTGAGGAGC
TTCTCAGTGGAGGTAAGAGCCTGGCTCTTGTGGTCCTGGGCCAGGGTCAGGCTTCTTCCACAATGCTTTAAAACTCCATGATAATGATGACAGAGGTCACAACATAGTGTGACAGGCCACTTCCACCATCC
ATCCTTGTTCTGCCCTGAGTGGCAGGCACTGTCCCCCTTGAGAGATAAACAAATTGAGGTAATTTGTCCAAAGTTGTGTTTACTGTCTGCCTCATGAGCGTTGAGTGACCTGACAGGCTGCTGTGACAGCT
CAGGACAGCACCTGACCCCAGGGTGCTGGGTGGTCCTGGACTGCTCTCTGTGGCCGTCGTCATGGGGGTACCTTGACTCCCAAGGAATACCATGGGGTACTCCTTGGGAGAGGAGAAGAGAGTGGGTGACG
GGTTCTTGGGCTTGGGGCCACACAGGCCACCCCCATCCACACACGGGGACAGATGGGTCATCACTGTAAGAGGCCCAGGTGCAGCTAACCTGCATGTTCGGCATCCCAGGAAGGCGGTGGGTCCCCTGCTG
CTTTCCCCCAAGGGGGAGGTGCAGGAGGCCTCCAATGAAGACCCTATCCTAAGGCCTCAGCCTGTGGGACCCTCGCTGCTTTCTTCTCCACAGAGAACAGGGGCCCCATTCTGCTCCCCTACCAGTTCCGG
ATGGAGGAGATCGAGGGCTTCCGCTATCGCTGCAGGGTGAGCTGCTGTGGTGGGGAGGGGAATGAGAGGGGAGGGGCTGTGGCCCAGGGATTGCACCGTCTTGCTGAGCATCCAGGTGTGAAGGGAGGATT
TGGGGCAGCCTCACTGTCTTGACCTTCAGTGTCCACCCCCAGGATGCCATGCGCTCAGTGACTAAGCAGGCCATTCGGGAGGCAAGATTGAAGGAGATCAAGGAAGAGCTTCTGCATTCTGAGAAGCTTAA
GGTGAGTGGATGGGAGGTGAGAAGGGGATAGATCTTAGACGGCTGCCCTTTTTGGAGACTGGCTGAGCTCCGAGTGGTGAGAAGCAGAGAACTGGGCAGTTTTCTGGCCTTTGGCACGGAAGGGGAGGAAA
TGGACCCAGAATCATGGAAGGAAGCCAGTCTGTTCTGCTTGGTGGTAAATTGGCACAACCTTATGGTGGACACTGTCCAGCAGAATTACGAGCTCATGTGTCCTTTCATCCGAAATTCCACTTCTGGAACT
TAATCCTGGTCACGCTTGTGAATGTGCACAGTCAAGCATGTGCCTGCATTCATCCATCCATGGCATTATCATGGAACCAAAAGATGGAAACAGCCTGGGGCCACCATAGGGGGCTTGCTAGGTAAACTCAG
GTGCATTCAGAGCCGAAGGTTACATGGGAAGGAATGAGGTTGGTTGCGTGTCCATATGGAACAGTCTGTAAGATGATGCCCAGCAAAAAGGGGTACAGGGTACTGCCATGTGTGTCATGGAGAAGGGAAAA
TGGAAACATCCACTCCCGGGAGGTTCTGAGAAATGCACAGAAGCAGCTGCCTCATGCCTTTTGAAACACATGAGTGTGTTATCCTTTGAAAAGCTAGGTCTGTGAAGTCACAGAAGAAAGATGCTCACTCT
GTGGCTCTCCCTCTTCCCCCGGCAGACATACTTTGAAGACAACCCTAGGGACCTCCAGCTGCTGCGGCATGACCTACCTTTGCACCCCGCAGTGGTGAAGCCCCACCTGGGCCATGTTCCTGACTACCTGG
GTGAGTGTGGCCTGACAGGGCAGGAGGCAGCAGGCTGGGGAAGTGGCATTAATTTCTCCACTGCTGGGTCAGCCCCTGTGCTTGGTGCTGGGGATGCTCAGGCAGAATAGAACCTGGAGACCCTGGCAGCA



http://www.dbbm.fiocruz.br
http://www.lacbionet.org
http://www.dbbm.fiocruz.br/helpdesk
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