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Resumo

A evolugao das plataformas de sequenciamento em larga escala vem reduzindo o
tempo gasto para o processo de decodificagcdo do DNA a um custo reduzido. Porém,
0s sequenciadores possuem algumas limitacbes, como por exemplo, o tamanho
maximo dos fragmentos de DNA que sao capazes de ler. O que leva a necessidade
de fragmentar o DNA em pequenos pedacgos antes do sequenciamento, sendo
necessario, apos essa etapa, reordenar os fragmentos lidos (leituras) de forma que
se possa representar o genoma original. Esse processo, conhecido como montagem
de genomas, pode ser caracterizado pela sua complexidade e dependéncia pelas
limitagbes dos sequenciadores, 0 que evidencia a necessidade do uso de diversos
programas computacionais. Nos ultimos anos, diversas estratégias para montagem
de genomas foram propostas, mas ainda nao existe um consenso sobre qual a
melhor abordagem. Nesse contexto, propde-se um pipeline para montagem de
genomas bacterianos, que sera gerenciado por uma aplicacdo Web com interface
amigavel denominada SIMBA (Simple Manager for Bacterial Assemblies). Para
avaliar sua performance foram feitas as montagens das linhagens Corynebacterium
pseudotuberculosis 1002 (originalmente sequenciada nas plataformas 454 Roche e
Sanger) e Corynebacterium pseudotuberculosis 258 (originalmente sequenciada na
plataforma SOLID v3) através de cinco diferentes softwares: Mira3, Mira4, Minia,
Newbler e SPAdes. Ambas as linhagens foram ressequenciadas com bibliotecas de
fragmentos simples de tamanho aproximado a 200pb na plataforma de
semicondutores lon PGM™. Apds a montagem, escolheu-se um dos cinco
resultados para etapa de fechamento de gaps através de duas abordagens: baseada
em referéncia e baseada em mapeamento O6ptico. Por fim, observou-se que a
ferramenta SIMBA permitiu uma rapida e facil execug¢ao do processo de montagem e
curadoria dos genomas. O download da ferramenta foi disponibilizado no website:

<http://ufmg-simba.sourceforge.net>.

Palavras-chave: SIMBA, montagem de genomas, sequenciamento, NGS, Webtool
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Abstract

The evolution of large-scale sequencing platforms has reduced the time taken for the
process of DNA fingerprinting at a reduced cost and in less time. However,
sequencers still have limitations, such as the maximum size of DNA fragments that
are capable of reading. What drives the need to break the DNA into small pieces
before sequencing, being necessary after this step, to rearrange the fragments
(reads) so that it can represent the original genome. This process is known as
genome assembly. The genome assembly is a complex process dependent on the
limitations of sequencers, so there is the need to use several computer programs. In
recent years, several strategies for genome assembly have been proposed, but there
is still no consensus on the best approach. In this context, we propose a pipeline for
the assembly of bacterial genomes, which will be managed by a web application with
user-friendly interface called SIMBA (Simple Bacterial Manager for Assemblies). To
evaluate its performance, we assembled the strains Corynebacterium
pseudotuberculosis 1002 (originally sequenced in Sanger and Roche 454 platforms)
and Corynebacterium pseudotuberculosis 258 (originally sequenced on SOLID v3
platform) using five different assembly software: Mira3, Mira4, Minia, Newbler and
SPAdes. Both strains were resequenced with simple fragments libraries of
approximate size to 200pb in the semiconductor lon PGM™ platform. After
assembly, was chosen one of them to perform the closing of gaps through two
approaches: reference-based and optical mapping. Finally, it was observed that the
SIMBA tool allows fast and easy execution of the assembly process and curation of
genomes. The download of the tool is available at the website: <http://ufmg-

simba.sourceforge.net>.

Keywords: SIMBA, genome assembly, sequencing, NGS, Webtool
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1. Introducao

Define-se sequenciamento como o processo de leitura e identificagdo de bases de
nucleotideos (A, T, G, C) em um determinado fragmento de DNA. Através dele é
possivel estabelecer a estrutura primaria do DNA, e assim buscar entender os
fundamentos da vida em diversos organismos. Conhecer o genoma e identifica-lo
com precisao € de valor fundamental para microbiologia, pois permite, por exemplo,
conhecer melhor organismos patogénicos, a fim de desenvolver estratégias para
controle epidemiolédgico (RIBEIRO et al., 2012).

Nas ultimas décadas, as tecnologias para sequenciamento de DNA tém
revolucionado a biologia (POP, 2009). Os primeiros métodos de sequenciamento
foram o método quimico de degradagao de bases, proposto por Allan Maxam e
Walter Gilbert em 1977, e o método de sequenciamento por terminacao de cadeia,
proposto por Sanger e colaboradores (1977).

Com o passar do tempo, esses métodos foram aperfeigcoados, permitindo, por
exemplo, o sequenciamento do primeiro genoma bacteriano, Haemophilus
influenzae, em 1995 (FLEISCHMANN et al., 1995). O sequenciamento utilizando a
metodologia de Sanger produz leituras com boa acuracia e tamanho entre 1000pb e
2000pb, entretanto sua execucgao € lenta, incapaz de produzir grande quantidade de
dados e apresenta um alto custo de execucdo (BONETTA, 2006; POP, 2009). Para
exemplificar, o sequenciamento do genoma humano demorou aproximadamente
treze anos para ser concluido (LANDER et al., 2001; VENTER et al., 2001), e em
setembro de 2001, o custo por megabase sequenciada foi estimado em
aproximadamente cinco mil dolares (Figura 1), o que representa um valor total maior
que noventa e cinco milhdes de dodlares por genoma humano sequenciado
(WETTERSTRAND, 2014).



16

$6.000,00
$5.000,00
$4.000,00
$3.000,00
$2.000,00
$1.000,00

$0,00

Sep-01
Jan-02
May-02
Sep-02
Jan-03
May-03
Sep-03
Jan-04
May-04
Sep-04
Jan-05
May-05
Sep-05
Jan-06
May-06
Sep-06
Jan-07
May-07
Sep-07
Jan-08
May-08
Sep-08
Jan-09
May-09
Sep-09
Jan-10
May-10
Sep-10
Jan-11
May-11
Sep-11
Jan-12
May-12
Sep-12
Jan-13
May-13
Sep-13

Figura 1 — Grafico de custo por megabase sequenciada.

Representa a queda do valor médio do custo por megabase sequenciada de US$5.292,39, em janeiro
de 2001, para US$0,045, em janeiro de 2014. Assim, estima-se que o valor médio para o
sequenciamento de um genoma humano em janeiro de 2001 fosse US$95.263.072,00, entretanto o
custo total do projeto genoma humano superou trés bilhdes de dolares. Em janeiro de 2014, o custo
de sequenciamento do genoma humano foi estimado em aproximadamente US$4.008,00. A queda de
valores vista entre os anos de 2007 e 2008 esta diretamente relacionada a uma maior utilizagéo de
sequenciadores NGS.

Fonte: adaptado (WETTERSTRAND, 2014).

A busca por métodos que implicassem em melhorias no processo de
sequenciamento, reducdo de custos por base sequenciada e aceleracdo do
processo de leitura de genomas completos, levou ao desenvolvimento dos

chamados sequenciadores de préoxima geracao (NGS).

1.1 Plataformas de sequenciamento de préxima geragao

De acordo com Wetterstrand (2014), em janeiro de 2014, o custo por
megabase sequenciada caiu para aproximadamente quatro centavos de dodlar, ou
seja, seria possivel sequenciar um genoma humano por pouco mais de quatro mil
dolares (Figura 1). Isso demonstra como, nos ultimos anos, as plataformas de
sequenciamento de proxima geragao vém permitindo leituras de DNA cada vez mais
acuradas, com alto desempenho, menor tempo de execugao e baixo custo por base
sequenciada (EL-METWALLY et al., 2013; HARISMENDY et al., 2009; METZKER,
2005).

Jan-14
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Esses novos sequenciadores podem ser caracterizados pela alta quantidade
de dados gerados por corrida, além da utilizacdo de metodologias diferentes do
método de Sanger, o que possibilitou um aumento na quantidade de projetos de
sequenciamento de genoma completo (WGS), principalmente em procariotos
(HUSEMANN, 2011).

O sequenciamento completo de genomas procariotos através das plataformas
NGS tem ajudado a transformar a microbiologia, permitindo um melhor
acompanhamento da disseminagcdo de patdgenos, como visto nos estudos de
GARDY e colaboradores (2011), LEWIS e colaboradores (2010) e MELLMANN e
colaboradores (2011), buscando assim, compreender surtos epidémicos e impedir a
transmissao de doencas, o que pode auxiliar na melhoria de diagndsticos e na
criacao de novos medicamentos e vacinas (LOMAN et al., 2012a).

Essas tecnologias baseiam-se em processos que podem ser basicamente
divididos em cinco etapas: extracao e purificagdo do DNA, constru¢ao de bibliotecas
(fragmentacao aleatodria), sequenciamento, montagem e finalizagdo da montagem
(Figura 2) (HUSEMANN, 2011).

Extragéo do Fragmentagdo
UL/-\ DNA ———— aleatdria oo~

Lp e e
Células 2
Moléculas de DNA Sequenciamento

Ordenacgao de
- Contigs Leituras (reads)

— =) <= < %i

Sequéncia completa
E 8 Fechamento >

de gaps > ‘
Montagem

)--

Contigs

I
i

Figura 2 - Processo de obtenciao de sequéncias de DNA: da extracdao a finalizagdo da
montagem.

Os processos de extragdo de DNA de células e fragmentagao aleatéria para o sequenciamento fazem
parte das etapas in vitro. Enquanto os processos de montagem de leituras, ordenagao de contigs e
fechamento de gaps sao etapas in silico.
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Fonte: adaptado (HUSEMANN, 2011).

ApOs a extracao e purificagdo, o DNA é submetido ao processo de construgao
de bibliotecas, na qual uma das etapas é a fragmentacao aleatéria, que pode ser
mecanica ou enzimatica (LOMAN et al., 2012a). Por fim, adaptadores sao ligados
aos fragmentos, que em seguida sdo amplificados (quando necessario) e
sequenciados.

Além do processo de fragmentagao simples (single-end), em que fragmentos
de DNA sé&o cortados aleatoriamente, é possivel utilizar métodos para construgao
das chamadas bibliotecas pareadas, que auxiliaram no processo de montagem. Elas
podem ser mate-pair ou paired-end.

Nas bibliotecas mate-pair (inserto longo), o DNA é fragmentado em tamanhos
definidos (alguns valores tipicos sdo 3kb, 6kb, 8kb ou 20kb). Em seguida,
marcadores sao inseridos nas extremidades dos fragmentos. O DNA é circularizado
e depois fragmentado novamente, em tamanhos adequados para leitura no
sequenciador (LOMAN et al., 2012a). Como a distancia entre as sequéncias-alvo é
conhecida, essa informagao podera ser utilizada no processo da montagem.

O sequenciamento com bibliotecas paired-end (insertos curtos) tem
similaridades com o sequenciamento mate-pair, porém os fragmentos de DNA séao
sequenciados a partir de cada extremidade, sem a necessidade de passos
adicionais de preparacdo de bibliotecas, como a circularizagdo do fragmento
(LOMAN et al., 2012a). No sequenciamento com bibliotecas paired-end sao
sequenciadas uma das extremidades de um fragmento e uma das extremidades do
reverso complementar obtido do mesmo fragmento, e apesar das sequéncias
contidas entre as duas extremidades serem desconhecidas, essa informagao pode
ser utilizada na distancia de pareamento entre leituras.

Recentemente, diversos modelos de sequenciadores foram desenvolvidos,
como lllumina (Genome Analyzer), SOLID (Applied Biosystems / Life Technologies),
454 GS FLX (Roche), PacBio RS (Pacific Biosciences) e lon Torrent™ (Life
Technologies), sendo esses capazes de usufruir de maneira eficiente das técnicas
de construgdo de bibliotecas e sequenciamento (LAM et al, 2012). Os
sequenciadores podem ser divididos em instrumentos high-end, equipamentos de
alto desempenho capazes de sequenciar dezenas e até milhares de genomas

bacterianos por corrida (execugdo do sequenciamento), e instrumentos benchtop,
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equipamentos de bancada com custo mais acessivel (Tabela 1) (LOMAN et al.,

2012a).

Tabela 1 - Comparagao entre plataformas NGS

Fonte: adaptado (LOMAN et al., 2012a; JUNEMANN et al., 2013).

Sequenciador Quimica Tamanho das | Tempo de Gb por Custo do
leituras (pb) corrida corrida equipamento
(US$)
Instrumentos High-end
454 GS FLX+ Pirosequenciamento ~700 23 horas 0.7 500.000
(Roche)
HiSeq 2000/2500 | Terminador 2 x 100 2-11 dias 120-600 750.000
(llumina) reversivel
5500xI SOLID (Life | Ligagao 75+ 35 8 dias 150 350.000
Technologies)
PacBio RS (Pacific | Sequenciamento 3.000 a 15.000 | 20 minutos 3 por dia 750.000
Biosciences) em tempo real
Instrumentos Benchtop (bancada)
454 GS Junior Pirosequenciamento 500 8 horas 0.035 100.000
(Roche)
lon PGM™ (Life Detecgao de préton 100 - 200 3 horas 0.01-1 80.000
Technologies) (Novos Kits:
300 — 400)"
lon Proton™ (Life |Deteccgao de préton 200 (Novos 2 horas 10-100 220.000
Technologies) kits: 300 —
400)
MiSeq (lllumina) Terminador 2 %150 27 horas 1.5 125.000
reversivel (Novos Kits:
2 x 250)

Apo6s o processo de sequenciamento sido realizadas as etapas in silico de

montagem de leituras, ordenagao de contigs e fechamento de gaps. Entretanto, a

definicdo de softwares especificos para realizacdo dessas etapas depende da

plataforma utilizada no sequenciamento (JUNEMANN et al., 2014).

Assim, as plataformas de sequenciamento baseadas no método de Sanger

passaram a ser classificadas como primeira geragao de sequenciadores, e as novas

plataformas como segunda geracado. Além disso, nos ultimos anos surgiram novas

plataformas, que mudaram os métodos de sequenciamento com o objetivo de

eliminar o viés imposto pela amplificacdo e acelerar o processo de sequenciamento,

! Segundo Jinemann e colaboradores (2013), um novo kit de sequenciamento que produz leituras de

300pb esta disponivel. Além disso, um kit que produz até 400pb esta em fases de teste.
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e que passaram a ser conhecidas como terceira geragao de sequenciadores (SMRT)
(HUSEMANN, 2011).

1.2 Segunda e terceira geragao de sequenciadores

As primeiras plataformas de sequenciamento NGS surgiram em 2005
(METZKER, 2005). O sequenciador Roche GS-FLX 454 foi o primeiro NGS a ser
introduzido, e é baseado na técnica de pirosequenciamento (RONAGHI, 2001;
MARGULIES et al., 2005). As primeiras versdes eram capazes de gerar leituras de
até 100pb, enquanto as ultimas versbes sado capazes de produzir leituras com
tamanho médio de 700pb (RAMOS, 2013).

A plataforma Solexa da lllumina surgiu em 2006, permitindo o
sequenciamento por sintese, que utiliza a DNA polimerase e nucleotideos marcados
com fluoréforos. A versdao HiSeq 2000 V3, gera até 600Gb de dados, leituras
pareadas com tamanho aproximado de 150pb e uma baixa taxa de erro de
substituigdes pouco superior a 0,1% (RAMOS, 2013; SCHOLZ et al., 2012).

A plataforma SOLID da Applied Biosystems utiliza sequenciamento por
ligacao (LOMAN et al., 2012a). Pequenas esferas magnéticas (beads) sao utilizadas
na aplicacdo da técnica de PCR em emulsao para amplificacdo de fragmentos de
DNA. Em seguida, é feita a leitura dos fragmentos de dois em dois nucleotideos,
onde cada par de nucleotideos é representado por uma cor. A quarta versdo desse
sequenciador é capaz de gerar até 100Gb, porém apresenta leituras menores que
50pb (RAMOS, 2013).

As plataformas NGS permitram que diversos fragmentos fossem
sequenciados ao mesmo tempo, aumentando a performance do sequenciamento
(quantidade de dados produzida por corrida) e reduzindo o tempo de execugao (EL-
METWALLY et al., 2013). Porém, algumas limitagdes surgiram se comparadas com
os métodos de sequenciamento de primeira geragdao, como por exemplo, o tamanho
maximo dos fragmentos de DNA lidos sem a perda de qualidade (Tabela 1).

Em 2011, foi criada a plataforma lon Torrent™, que apesar de ainda
necessitar de amplificacdo para o sequenciamento, € considera uma das
plataformas que marcaram a transicdo entre a segunda e terceira geragcado de
sequenciadores devido ao baixo tempo gasto para sequenciamento. Essa

plataforma trouxe um novo método de determinagcdo do DNA baseado em detecgao
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da variagcao de pH gerada a cada incorporagcdao de nucleotideo, permitindo assim,
uma grande reduc¢ao nos custos por sequenciamento (ROTHBERG et al., 2011).

Um exemplo de sequenciador de terceira geragao é o PacBio RS (SCHADT,
TURNER & KASARSKIS, 2010), uma das primeiras plataformas baseadas no
principio de sequenciamento de molécula unica. Essa nova tecnologia veio com a
promessa de sequenciamentos sem a dependéncia de amplificagcao (LOMAN et al.,
2012a). Apesar de ser capaz de produzir leituras de tamanho maiores que 1,5Kb,
PacBio RS ainda apresenta uma taxa de erros de 12,86% (QUAIL et al., 2012).

Assim, os sequenciadores de terceira geragao implementaram novos e
revolucionarios métodos de determinacao de sequéncias de DNA (RAMOS, 2013),
podendo destacar como uma de suas principais caracteristicas, o rapido tempo de
corrida de sequenciamento e a alta quantidade de dados produzidos.

Além disso, nos ultimos anos houve uma tendéncia de redugado no tamanho
de sequenciadores de alto desempenho (LOMAN et al., 2012a). Surgiram assim, os
chamados de sequenciadores de bancada (benchtop): sequenciadores menores e
acessiveis para pequenos e médios laboratorios. Através do sequenciamento de
uma linhagem da bactéria Escherichia coli, que causou um surto epidémico na
Alemanha, um estudo realizado por LOMAN e colaboradores (2012b) pode
comprovar que mais de 95% das leituras geradas por sequenciadores de bancada
puderam ser mapeadas em uma referéncia, demonstrando assim, bom desempenho
dos mesmos.

O primeiro sequenciador de bancada foi 454 GS Junior, capaz de gerar 70Mb
por corrida e leituras com tamanho aproximado de 500pb. Em 2007, surgiu o MiSeq
(versao de bancada do lllumina HiSeq). O MiSeq é capaz de gerar leituras pareadas
de 150pb e 1,5Gb de dados por corrida (LOMAN et al, 2012a). Dentre os
sequenciadores de bancada, também podemos destacar plataformas baseados na

tecnologia de semicondutores lon Torrent™, citadas anteriormente.

1.3 Semicondutores

As plataformas semicondutoras de bancada baseadas na tecnologia de
sequenciamento lon Torrent™ estao disponiveis em dois modelos: lon PGM™ e |on
Proton™ (Figura 3), cuja principal diferenca é a quantidade de dados produzida por

corrida. O sequenciamento funciona com base na deteccao de mudanca de pH do
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meio e trabalha com leituras de tamanho entre 100pb e 400pb (JUNEMANN et al.,
2013). A versao lon PGM™ | utilizada para sequenciamentos de genoma completo,
tem sua performance dada por um chip de silicio: o chip 314 na versao 2 produz de
30-50Mb com leituras de 200pb e de 60-100Mb com leituras de 400pb; o chip 316 na
versdo 2 produz de 300-500Mb com leituras de 200pb e de 600-1000Mb com
leituras de 400pb; o chip 318 na versao 2 produz de 0,6-1Gb com leituras de 200pb
e de 1,2-2Gb com leituras de 400pb. O processo de sequenciamento das leituras é
feito paralelamente, o que garante uma rapida execugao (aproximadamente duas
horas) (LIFE TECHNOLOGIES, 2014).

-
Plataforma de ﬁ ’%
sequenciamento \’l

lon PGM™ lon Proton™
system for next- system for next-

generation generation

sequencing sequencing

.
Sequenciador de Sequenciador de
Descricdo  pancada acurado, bancada de

simples e rapido. alta qualidade.
Ideal para Ideal para
sequencias sequenciamento
microbiais. de exoma e

transcriptoma.

Beneficios Velocidade: Velocidade:
Tempo de corrida Tempo de corrida
inferior a 2 horas. inferior a 2 horas.

Figura 3 — Modelos do sequenciador lon Torrent™.

Fonte: Life Technologies (adaptado). Disponivel em: <http://www.lifetechnologies.com/br/en/home/life-
science/sequencing/sequencing-technology-solutions.html>. Acesso em: 9 de dezembro de 2014.

Apos a extracdo e fragmentacdo do DNA, cada fragmento é ligado a uma
pequena particula e amplificado por PCR. Cada particula é isolada e inserida em um
poco especifico em um chip de silicio, onde sera amplificado e sequenciado (Figura
4).
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Figura 4 — Preparagao do DNA para o sequenciamento.

Fonte: Life Technologies. Disponivel em: <http://www.lifetechnologies.com/>. Acesso em: 9 de
dezembro de 2014.

Apos iniciada a corrida, o lon liberara no chip uma solugdo contendo um
dNTP especifico por vez (LOMAN et al., 2012a). A cada rodada, DNA polimerases
farao ligagdes em todos os pogos ao mesmo tempo, pareando a base nitrogenada
timina com dATP, citosina com dGTP, adenina com dTTP e guanina com dGTP
(Figura 5). A reacao de polimerizacao libera, a cada ligagdo, um atomo hidrogénio,
que altera o pH do meio (ROTHBERG et al., 2011). Em cada pogo do chip, um
sensor ISFET detecta a mudanca de pH e a converte em um sinal elétrico, que sera

representado por um grafico de picos (Figura 4).
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Figura 5 — Pareamento e liberagao de H+.

Fonte: Life Technologies. Disponivel em: <http://www.lifetechnologies.com/>. Acesso em: 9 de
dezembro de 2014.

E importante ressaltar que, quando uma sequéncia de nucleotideos
repetitivos (homopolimeros) surge, como, por exemplo, “AAAAAA”, “TTTTTT”,
“CCCCCC” ou “GGGGGG”, a DNA polimerase fara a incorporagdo de mais de um



24

dNTPs na mesma rodada. O sensor ISFET consegue processar com boa acuracia
poucos nucleotideos seguidos, perdendo a precisdo com grandes sequéncias de
homopolimeros (ROTHBERG et al., 2011). Jinemann e colaboradores (2013)
demonstraram que a taxa de erros de indel (inser¢cao e delegcdo de nucleotideos)
chega a ~0,39% a cada 100pb nos sequenciamentos utilizando kits de 200pb na
plataforma lon PGM™. Apesar disso, a plataforma lon PGM™ mostrou boa eficacia

para sequenciamento de genomas procariotos (RAMOS et al., 2012).

1.3.1 Fluxo de dados lon Torrent™

Durante o sequenciamento, as plataformas baseadas na tecnologia lon
Torrent™ armazenam os dados em uma unidade de armazenamento local presente
no sequenciador. Em seguida, os dados sao transferidos para o servidor Torrent
Suite™ através de uma rede ethernet. Por meio desse servidor € possivel manipular

os dados utilizando o aplicativo Torrent Browser (Figura 6).
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Figura 6 — Fluxo de dados do lon Torrent™.

Fonte: Life Technologies. Disponivel em: <http://www.lifetechnologies.com/>. Acesso em: 9 de
dezembro de 2014.

Por fim, o Torrent Suite™ gera um arquivo binario de sequéncias (no formato
BAM ou SFF), que pode ser transferido através de lon Plugins para um servidor de
processamento. Um segundo servidor € necessario, devido a complexidade dos

processos de tratamento de dados, montagem e analise.
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1.4 Tratamentos iniciais de dados

Antes de iniciar o processamento das leituras geradas no sequenciamento é
necessario fazer conversées dos arquivos retornados pelo sequenciador. Além
disso, em alguns casos é necessaria a filtragem de dados de baixa qualidade.

Dentre os formatos de arquivos utilizados estdo: o arquivo binario de
sequéncias (BAM), que é uma versao da extensao SAM; o formato SFF, bastante
utilizado para codificar resultados de sequenciamentos por plataformas da empresa
Life Technologies; o arquivo comum de sequéncias (FASTA), que pode estar nas
extensbes FASTA, FA, FAS, FNA, dentre outros (Figura 7); além do arquivo de
sequéncias e suas respectivas qualidades de base (FASTQ), formato mais
comumente utilizado por softwares de montagem (Figura 8). O indice de qualidade
das bases é baseado no algoritmo Phred (EWING et al., 1998), e infere uma
probabilidade de erro para os quatro nucleotideos possiveis em cada base (Tabela
2).

Tabela 2 - Probabilidade de erro para cada base segundo o algoritmo de Phred.

Fonte: (RAMOS, 2011).

Qualidade Probabilidade Precisao
Phred de Erro
10 1em 10 90%
20 1em 100 99%
30 1 em 1000 99,9%
40 1 em 10000 99,99%
50 1 em 100000 99,999%

>Sequencia_l

ATCGATCGATGCTAGCATCGATCGATCGATCAGC TAGCTAGCTACTACGATCGATCA
GTCAGCTAGCATGCATCGATCGATCGATCGATCGATCAGC TAGCTAGCTAGCATCGA
GCTAGCTAGCATCGATCGATCGATCAGTCAGCATGCATGCATCGATGCACACACACA
CACACCACACACACGTGTGTCAGCTAGGCTCGCGCGCGCGCCCGTACGATCGGCCAC
ATCGATCGATGCTAGCATCGATCGATCGATCAGC TAGCTAGCTACTACGATCGATCA
>Sequencia_2|

ATCGATCGATGC TAGCATCGATCGATCGATCAGCTAGCTAGCTACTACGATCGATCA
GTCAGCTAGCATGCATCGATCGATCGATCGATCGATCAGC TAGCTAGCTAGCATCGA
GCTAGCTAGCATCGATCGATCGATCAGTCAGCATGCATGCATCGATGCACACACACA
ATCGATCGATGCTAGCATCGATCGATCGATCAGCTAGCTAGCTACTACGATCGATCA
GTCAGCTAGCATGCATCGATCGATCGATCGATCGATCAGC TAGCTAGCTAGCATCGA

Figura 7 — Exemplo de arquivo de sequéncias: FASTA. O arquivo pode conter uma ou mais
sequéncias (multifasta).
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Figura 8 — Exemplo de arquivo FASTQ. O arquivo contém uma sequéncia de nucleotideos
concatenada a dados codificados de qualidade das bases.

Para a conversao de formatos podem ser utilizados diversos scripts, como o

bam2sff’, que converte um arquivo de extensdo BAM para um arquivo no formato

SFF, e sff extract’, que extrai de um arquivo SFF, outros arquivos nos formatos
FASTQ, FASTA ou XML.

Nessa etapa, também €& possivel analisar a qualidade das bases através de

graficos usando o programa FastQC* (Figura 9). Se detectadas leituras com baixa

qualidade nas extremidades, pode-se elimina-las utilizando in-house scripts, ou

entdo, utilizar essa informagcdo como parametro na montagem para obtengcdo de

melhores resultados.

2 Disponivel em: <https://github.com/iontorrent/TS/blob/master/Analysis/Converter/bam2sff.cpp>.

Acesso em: 9 de dezembro de 2014.

Dlspomvel em: <http://bioinf.comav.upv.es/sff_extract/>. Acesso em: 9 de dezembro de 2014.
Dlspomvel em: <http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/>. Acesso em: 9 de
dezembro de 2014.



27

Per base sequence quality

Quality scores across all bases (Sanger / llumina 1.9 encoding)

1 2 3 45 6 7 8 9 15-19 25-29 35-39 45-49 60-69 80-89 150-199 300-349 450-499 600-639
Position in read (bp)

Figura 9 — Exemplo de grafico gerado pelo FastQC.

O gréfico de qualidade de leituras gerado pelo FastQC exibe o indice de qualidade Phred para
posicbes especificas das leituras. Os indices de qualidade sao exibidos por meio de diversas
métricas, como variagdo de indices, maior e menor valores (blocos na cor amarela), e a média (linha
azul). No eixo Y tem-se o indice de qualidade, enquanto no eixo X, o tamanho médio das leituras. A
faixa na cor verde indica sequéncias com boa qualidade, enquanto vermelhas indicam baixa
qualidade. Nessa figura é demonstrada uma perda de qualidade nas ultimas bases das leituras.

1.5 Paradigmas para montagem de genomas

Como descrito anteriormente, o tamanho curto das leituras que os
sequenciadores conseguem decodificar com precisdo gerou a necessidade de
fragmentar o DNA em pequenos pedacgos antes do sequenciamento, sendo preciso
apo6s essa etapa, reordenar os fragmentos (leituras) de forma que possam
representar o genoma original (MILLER et al., 2010). Esse processo € conhecido
como montagem de genomas.

Quando uma fita de DNA é quebrada em pequenos fragmentos (leituras), a
ordem desses fragmentos € desconhecida. Logo, ndo é possivel determinar a
posicao das leituras sem o auxilio de uma sequéncia referéncia (Figura 10A).
Porém, na maioria dos casos nao ha uma “sequéncia referéncia” para fazer o
alinhamento. Uma solucéo seria quebrar uma segunda molécula de DNA em pontos
aleatdrios e sobrepor os fragmentos de uma fita sobre os fragmentos de outra fita.
Os pontos de sobreposicao definirdo a ordem correta das leituras, e a sequéncia

final obtida sera conhecida como “sequéncia consenso” ou contig (Figura 10B)
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(MILLER et al., 2010). Se nao houver sobreposigao entre leituras de fitas diferentes,
havera grande dificuldade em ordenar as leituras, e sera considerado que o trecho
nao possui cobertura (Figura 10C) (POP, 2009).

Define-se como uma regidao com cobertura, uma determinada sequéncia de
nucleotideos de um genoma que pode ser sequenciada e representada nos dados
brutos, sendo a largura da cobertura a porcentagem de bases do genoma original
sequenciada (espera-se em um bom sequenciamento que 100% das bases sejam
representadas), a profundidade da cobertura o niumero de vezes que uma base
especifica é representada nos dados brutos do sequenciamento e a cobertura
tedrica, ou cobertura esperada, o numero de vezes médio que cada base é
representada (SIMS et al., 2014).

Assim, torna-se necessario ampliar a quantidade de fitas de DNA
fragmentadas, a fim de proporcionar ligagdes entre todas as sobreposicdes de

leituras e aumentar a cobertura esperada.

w ®) N ©
Referéncia \\N\:'
ACGATGCGTATGCTACGATCACGTA ¥ e N
ACGATGC ] FITA DNA 1 ACGATGC S
ACGATGC GTATGCTAC A\, GTATGCTAC F\;?:A 1
| GTATGCTAC | ACETEEETA | Ny |eaTcaceTA
GATCACGTA TGCTAC| | ™™ ACGATGC GTA
N TGCTAC
Leituras - N TR
ACGATGCGTATGCTAC | Tecte maist ¥ |eATcAcGTA

. FITA DNA 2
GTA => sobreposicéo Nao_ha sobreposicéo!

Figura 10 — Alinhamento entre leituras.

(A) Apos fragmentagdo de uma unica fita de DNA e seu sequenciamento, s6 é possivel definir a
ordem correta dos fragmentos alinhando-os contra uma referéncia. (B) Se houver uma segunda fita
de DNA fragmentada, é possivel fazer um alinhamento entre as leituras e detectar pontos de
sobreposi¢ao, que indicardo a ordem das leituras. A sequéncia resultante sera conhecida como
contig. (C) Se uma leitura ndao obtiver sobreposigdo com outra leitura oriunda da uma segunda
molécula de DNA é impossivel definir a ordem de posicionamento dessa leitura, e pode-se dizer que
nao existe profundidade de cobertura que comprove a ligagado entre os contigs formados.

Pop (2009) compara o processo de montagem de genomas com a montagem
de um quebra-cabeca. A dificuldade em se montar um quebra-cabecas é maior
quando ha um grande numero de pegcas de pequeno tamanho, e muitas delas sao
idénticas ou bastante similares. Assim como na montagem de genomas, a
dificuldade cresce quando o genoma sequenciado possui um grande numero de

regides repetitivas e o tamanho do fragmento das leituras é pequeno.
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Montagem de genomas € um processo complexo, dependente das limitagdes
dos sequenciadores e das caracteristicas dos organismos sequenciados, como
regides redundantes. Por isso, requer a adogao de heuristicas, através de diversas
abordagens. Apesar de terem sido propostas diversas estratégias para montagem
de genomas nos ultimos anos, ainda n&o existe um consenso sobre qual a melhor
abordagem. Assim, foram desenvolvidas diversas estratégias hibridas, com
diferentes plataformas e programas, buscando alcangar montagens bem sucedidas
(RAMOS et al., 2012; KIRCHER & KELSO, 2010; CERDEIRA et al., 2011).

O uso de bibliotecas pareadas também corresponde a uma boa estratégia
para auxiliar na montagem de genomas. Através dessas bibliotecas é possivel
conhecer a distancia entre duas leituras especificas (NAGARAJAN & POP, 2013).
Assim, se uma leitura montada em um determinado contig, possui um pareamento
com outra leitura montada em outro contig é possivel definir a posicdo de um em
relagao ao outro.

Essencialmente, os paradigmas de montagem de genomas podem ser
divididos em dois tépicos: montagem de novo e montagem por referéncia (MILLER
et al., 2010).

1.5.1 Montagem de novo

Na montagem de novo, também conhecida como ab initio, as leituras sao
comparadas entre si, sem a necessidade de um genoma referéncia, sendo entao
sobrepostas para formacao de contigs (Figura 11). Os softwares que utilizam essa
abordagem podem funcionar com base em trés algoritmos distintos: algoritmo
guloso, OLC (overlap-layout-consensus) e grafo De Bruijn (NAGARAJAN & POP,
2013; MILLER et al., 2010).
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> Leitura_1
CGATGCTAGCTA

> Leitura_2
GTGTCGATGCTAGC

> Leitura_3
ATGCTAGCTAGTGT

> Leitura_4
CTAGCTAGTGTCACA

Leituras

‘ Alinhamentos entre leituras

GTGTCGATGCTAGC
CGATGCTAGCTA
ATGCTAGCTAGTGT
CTAGCTAGTGTCACA

GTGTCGATGCTAGCTAGTGTCACA [&elsife}

Figura 11 — Sobreposig¢ao/alinhamento entre leituras para formar uma sequéncia consenso
(contig).

1.5.1.1 Algoritmo guloso

Nesse algoritmo, uma determinada leitura € alinhada com outra que possua o
maior grau de similaridade (POP, 2009). Devido a existéncia de grandes regides
repetitivas nos genomas, esse algoritmo algumas vezes pode tomar decisdes
incorretas, alinhando leituras em lugares errados. Apesar disso, diversos softwares
de montagem baseados em algoritmos gulosos incluem heuristicas projetadas para
evitar montagens erradas de regides repetitivas (NAGARAJAN & POP, 2013).

Alguns exemplos de softwares de montagem que utilizam esse algoritmo:
SSAKE (WARREN et al., 2007), VCAKE (JECK et al., 2007) e o SHARCGS (DOHM
et al., 2007).

1.5.1.2 OLC (overlap-layout-consensus)

A abordagem OLC (overlap-layout-consensus) é dividida em trés etapas. Na
primeira etapa sao feitas comparagdes entre todas as leituras. Na segunda etapa,
leituras parecidas sao interligadas através de grafos de sobreposi¢cao, onde os nés
representardo as leituras, e esses sao ligados por arestas, quando houver
sobreposicao. Na terceira etapa € construido um caminho que atravesse todos os
nos. Em alguns casos, a constru¢do de um caminho unico, chamado caminho
hamiltoniano, é extremamente dificil, como no caso da figura 12. Nesse caso, Be C

sao regides repetitivas. Uma possivel solugdo para essa montagem seria formar dois
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contigs (ABD, C), porém nao é possivel determinar precisamente se C ou B estao
ligados a A ou a D (POP, 2009).

Figura 12 — Construgao do leiaute: sobreposi¢cdao entre contigs repetidos. Pode-se observar o
aumento relativo da cobertura da regiao quando B e C sdo sobrepostos.

Fonte: POP (2009).

O uso de leituras pareadas pode ser uma solugao para esse problema. Como
visto na figura 13, a insercéo de leituras pareadas, cujas distancias sao conhecidas,

auxilia na correta montagem do contig (ABDC).

Leituras pareadas

Regides repetitivas
Figura 13 — Leituras pareadas usadas para correta montagem de regides repetitivas.

Observa-se que a distancia entre as leituras pareadas representadas na cor laranja indicam que uma
determinada leitura inserida em um determinado ponto deve estar a uma distancia pré-determinada
de seu par. Assim, a Unica ligagao possivel entre os blocos é a ordem A, B, D, C.

Montagens com a abordagem OLC sao mais precisas com leituras de maior
tamanho mesmo que tenham menor acuracia (NAGARAJAN & POP, 2013), como as
produzidas pelos sequenciadores 454 Roche, Sanger ou lon PGM™. Dentre os
softwares que utilizam OLC, pode-se citar Newbler®, Edena® (HERNANDEZ et al.,

° Disponivel em: <http://www.454.com/products/analysis-software/>. Acesso em: 7 de agosto, 2014.
6 Disponivel em: <http://www.genomic.ch/edena.php>. Acesso em: 7 de abril, 2014.
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2008), e Mira (CHEVREUX et al., 2004; CHEVREUX, WETTER & SUHAI, 1999).
Newbler foi desenvolvido para processar dados de pirosequenciamento, sendo
eficaz no tratamento de regides de homopolimeros e pode ser executado através de
linha de comando (CLI) ou através de interface grafica (gsAssembler). Enquanto
Edena foi desenvolvido para trabalhar com leituras muito curtas, Mira foi
desenvolvido para ser um software de montagem “inteligente”, capaz de aprender
com erros. Assim, Mira é capaz de descobrir e analisar possiveis erros de
homopolimeros. Essa caracteristica em especial, faz do Mira, uma boa ferramenta
para tratar dados com grande taxa de erros de homopolimeros, como por exemplo,
dados obtidos por sequenciamento em lon PGM™. Além disso, Mira tem sido
bastante utilizado para comparagdo de performance entre plataformas de
sequenciamento benchtop, como por exemplo, nos testes realizados por Junemann

e colaboradores (2013).

1.5.1.3 Grafo De Bruijn

Na abordagem do grafo De Bruijn, as leituras sao quebradas em k-mers
(substrings de um determinado fragmento) e interligadas através de um grafo (Figura
14). Nessa representacao, so existe uma ligacdo se houver uma sobreposicao entre
dois k-mers de tamanho k-1 (Figura 15) (MILLER et al., 2010). Nessa abordagem
todos os nés do grafo sao interligados a fim de se construir um caminho euleriano,

ou seja, um grafo em que todos os caminhos sejam percorridos.

(a) aaccgg

\ 4

v

(b) aacc accg ccgg

Figura 14 — Representagcao de como uma leitura é quebrada em k-mers no grafo De Bruijn.

(A) Leitura “aaccgg” de tamanho 6. (B) A leitura é quebrada em substrings de tamanho 4 (K = 4).
Cada no ¢ ligado a outro se os trés ultimos caracteres forem similares aos trés primeiros caracteres
do outro (K-1=3). Nesse caso, a ligagdo é obvia, pois pertence a mesma leitura. Mas esse conceito
sera importante para representar alinhamentos entre leituras diferentes.

Fonte: adaptado (MILLER et al., 2010).
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aaccgg
(a) ccggtt
(b) aacc — accg — ccgg —* cggt — ggtt

Figura 15 — Alinhamento entre duas sequéncias no grafo De Bruijn.

(A) Para o alinhamento das sequéncias “aaccgg” e “ccggtt” cada sequéncia é dividida em
subsequéncias de tamanho 4. (B) E possivel exibir um caminho Unico passando por ambas as
sequéncias detectando sobreposi¢cdes de tamanho k-1. E importante dizer que essa estratégia de
divisao em k-mers também é utilizada na etapa de comparagao par-a-par da abordagem OLC.

Fonte: adaptado (MILLER et al., 2010).

Essa abordagem tem sido bastante utilizada por softwares de montagem, pois
tem um custo computacional menor e néo realiza comparagdes entre todas as
leituras. Entretanto, os grafos De Bruijn sdo mais sensiveis a qualidade dos dados
oriundos dos sequenciadores. Na construgdo do grafo, cada né so é interligado se
as sequéncias (de tamanho k-1) forem idénticas. Logo, erros de sequenciamento,
aumentardo a complexidade de elaboracdo do grafo De Bruijn, podendo impedir a
elaboracao correta do grafo. Surge entdo a necessidade de algoritmos sofisticados
de corregao de erro (PEVZNER & TANG, 2001; CHAISSON, BRINZA & PEVZNER,
2009).

Assim, softwares que utilizam a abordagem do grafo De Bruijn sdo mais
eficazes com sequéncias curtas de grande acuracia, como por exemplo, as obtidas
nos sequenciadores da plataforma Illumina/Solexa (NAGARAJAN & POP, 2013).
Sao exemplos de softwares que utilizam o grafo De Bruijn: Velvet’ (ZERBINO et al.,
2008), SOAPdenovo® (LI et al., 2010), Minia® (CHIKHI & RIZK, 2012) e SPAdes®
(BANKEVICH et al., 2012).

! Disponivel em: <https://www.ebi.ac.uk/~zerbino/velvet/>. Acesso em: 7 de abril, 2014.

8 Disponivel em: <http://soap.genomics.org.cn/soapdenovo.html>. Acesso em: 7 de abril, 2014.
o Disponivel em: <http://minia.genouest.org/>. Acesso em: 7 de abril, 2014.

10 Disponivel em: <http://bioinf.spbau.ru/spades>. Acesso em: 7 de agosto, 2014.
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1.5.2 Montagem por referéncia

Na montagem por referéncia, ou montagem por mapeamento, todas as
leituras sdo mapeadas no genoma de um organismo filogeneticamente proximo.
Essa estratégia € uma alternativa a montagem de novo, e tem como um de seus
objetivos a detecgcado de variagdes genéticas entre organismos, como por exemplo,
deteccao de substituicdes de nucleotideos (SNP) (Figura 16), insercdes ou delegdes
(indels) (MILLER et al., 2010).

REFERENCIA: | ATGTCGTAGTCGATCGATCAGCTAGOMAGCATGCATCAGCTAGCATCGATCGATCGATCAGCGATGT

ATGTCGTAG GANGCATGCATCAGCT
GTCGTAGTC GCATGCATCAGCTAGC
LEITURAS: CGTAGTCGATCG CATCAGCTAGCATCGAT
GTCGATCGATCAGC CAGCTAGCATCGATCGAT
ATCAGCTAGLGCATG CATCGATCGATCGATCA
CAGCTAGCIRGCATG GATCGATCAGCGATGT

Figura 16 — Alinhamento das leituras contra uma referéncia.

A montagem por referéncia também pode ser utilizada na etapa de finalizagao
de montagens. Na montagem por referéncia é possivel distribuir uniformemente as
leituras resolvendo o problema de regides repetitivas (Figura 17; Figura 18). Além
disso, assim como na montagem de novo, € possivel construir contigs através de
mapeamentos (MILLER et al., 2010). Entretanto, a abordagem de novo permite que
regides inexistentes no organismo referéncia sejam detectadas. Por isso, a
abordagem de novo € considerada mais adequada para novos projetos de
sequenciamento, apesar de exigir uma maior demanda computacional e requerer um

tempo maior para execucgao (POP, 2009).

Regiao repetitiva

Referéncia

Leituras B B

Figura 17 — Montagem por referéncia. Ha distribuicao das leituras sobre as regioes repetitivas.

Fonte: adaptado (RAMOS, 2011).
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Diversos programas e algoritmos similares aos utilizados na montagem de
novo podem ser empregados na montagem por referéncia. Dentre esses programas
pode-se citar Mira'' (CHEVREUX et al., 2004) e SOAP'? (LI et al., 2008). Pode-se
citar também softwares proprietarios, como CLC Workbench™ e SegMan
DNASTAR™ (MILLER et al., 2010).

Regiao repetitiva

©— 1

Referéncia

Leituras B

A gap

Figura 18 — Comparacao entre o alinhamento de leituras montadas de novo. Na montagem de
novo (sem parametros de distribuicao uniforme) as leituras idénticas serdao sobrepostas
permitindo a formagao de gaps.

1.6 Finalizagcao de montagens

Durante a montagem de novo, muitas vezes o software detecta pontos de
baixa ou alta cobertura, optando assim, por encerrar a adicdo de leituras aquele
contig. Esse € um dos possiveis motivos pelo qual um genoma tende a nao ser
completamente montado na etapa de novo. Assim, a finalizagdo de montagens
corresponde ao processo de ordenagao dos contigs obtidos na montagem e, em
seguida, na determinacdo de sequéncias que interigam um ao outro: regides
conhecidas como gaps (NAGARAJAN & POP, 2013; POP, 2009; RIBEIRO et al.,
2012).

Um dos principais fatores que dificultam a finalizagdo de montagens sao as
regides de sequéncias repetitivas, como por exemplo, regides onde estao inseridos

operons que codificam as unidades do rRNA (RNA ribossomal) 16S, 23S e 5S, além

M Disponivel em: <http://mira-assembler.sourceforge.net/>.
12 Disponivel em: <http://soap.genomics.org.cn>.

13 Disponivel em: <http://www.clcbio.com>.

" Disponivel em: <http://www.dnastar.com/>.
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de regides de elementos transponiveis. O operon de rRNA constitui numa regiao
com tamanho aproximado de 5Kb, cujas sequéncias tém em média entre 98,04% e
99,94% de similaridade (BASHIR et al., 2012). Os elementos transponiveis sao
outros tipos de componentes repetitivos, que podem ser: transposons ou
retrotransposons (WICKER et al., 2007; FINNEGAN, 1989).

Muitas vezes, softwares de montagem ndo sdo capazes de resolver
problemas de repeticdes e de regides de baixa cobertura, impedindo assim, que o
genoma seja completamente montado. Logo, o processo de finalizagdo demanda
maior tempo e custo para sua realizacdo do que outros processos, como O
sequenciamento, tratamento inicial de dados ou até mesmo a montagem de novo
(NAGARAJAN et al., 2010).

Na primeira etapa do processo de finalizagdo, as sequéncias contiguas
(contigs) sao orientadas e posicionadas corretamente. Esse processo € conhecido
como scaffolding, construgcdo de scaffolds ou ordenagao de contigs/supercontigs
(NAGARAJAN & POP, 2013).

Quando um contig é conectado a outro, através da sobreposicao entre
extremidades, forma-se um supercontig (Figura 19). A cada contig ou supercontig
alinhado em sua posicao final no genoma, da-se o nome de scaffold (MILLER,
KOREN & SUTTON, 2010). Quando a regiao entre dois contigs for desconhecida,

da-se o nome de gap, regiao tipicamente representada pelo caractere “N”.

‘ Contig esquerdo
Contig direito J

Supercontig

Figura 19 - Formagao de supercontig através da mesclagem da sobreposi¢cao entre
extremidades de dois contigs vizinhos.

1.6.1 Ordenacao de contigs

Para ordenar contigs pode-se utilizar uma estratégia de novo, a qual contigs
sao comparados entre si e alinhados com base em similaridades entre extremidades

(formacao de supercontigs). A distancia conhecida entre leituras pareadas também
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pode ser utilizada para ordenacao de contigs, sendo possivel assim, determinar a
quantidade exata de nucleotideos desconhecidos (N) no gap.

Dentre os programas que realizam a construgdo de scaffolds pode-se citar o
SSPACE™ (BOETZER et al., 2010), que utiliza informagdes sobre tamanho do
inserto e posicdo do pareamento para efetuar a ordenagao, e o G4ALL'® (RAMOS et
al., 2013), que utiliza resultados de alinhamentos realizados pela ferramenta BLAST
(ALTSCHUL et al., 1990) para exibir sobreposicdes em extremidades e permitir que
o usuario efetue as modificagbes manualmente. Alguns softwares de montagem
possuem modulos inclusos para construcdo de scaffolds, como o Velvet e o
SPAdes.

Pode-se também utilizar uma abordagem por referéncia para ordenacao, na
qual os contigs sdo alinhados com base em um genoma referéncia. Essa
abordagem é eficaz para comparagao entre organismos filogeneticamente proximos,
porém perde a eficacia se nao houver referéncias confiaveis disponiveis (MILLER et
al., 2010). Entretanto, a eficacia dessa estratégia tem se aprimorado a medida que
montagens de dados oriundos de novos NGS tém gerado contigs maiores e em
menor quantidade.

Dentre os softwares que realizam ordenagao de contigs por referéncia pode-
se citar o CONTIGuator'” (GALARDINI et al., 2011), que foi desenvolvido por meio
da linguagem de programacao Python e a biblioteca Biopython, e € disponibilizado
sob a licenga GNU/GPLv.3.0, que permite que o software possa ser executado,
distribuido e modificado livremente.

Por fim, os scaffolds também podem ser construidos com o auxilio de
mapeamentos opticos (SAMAD et al., 1995). Com esse tipo de mapeamento é
possivel determinar a localizagdo aproximada de sitios de enzimas de restricédo, e
assim estimar a posi¢ao de contigs dentro do genoma (POP, 2009).

Mapeamento optico de genoma completo € uma técnica que utiliza mapas de
restricao de alta resolugao para determinar a ordem correta de contigs dentro de um
genoma (ANANIEV et al., 2008; XAVIER et al., 2014). Nessa técnica, inicialmente o
DNA ¢é estendido, imobilizado em uma lamina e fragmentado por uma enzima de

restricdo. Entdo, uma imagem é gerada pelo equipamento e um software é utilizado

1 Disponivel em: <http://www.baseclear.com/landingpages/basetools-a-wide-range-of-bioinformatics-
solutions/sspacev12>. Acesso em: 7 de agosto, 2014.

1 Disponivel em: <http://g4all.sourceforge.net/>. Acesso em: 7 de agosto, 2014.

7 Disponivel em: <http://contiguator.sourceforge.net/>. Acesso em: 7 de agosto, 2014.
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para determinar o tamanho dos fragmentos. Todos os mapas de fragmentos sao
sobrepostos a fim de formar um mapa de restricdo consenso do genoma completo.
Por fim, é utilizado o software MapSolver™ da OpGen para alinhar as sequéncias in
silico com o mapa de restricao (Figura 20) (ONMUS-LEONE et al., 2013).

E

Providencia stuartii(MRSN 2154

Figura 20 — Exemplo de mapeamento 6ptico.

(A) Varias fitas de DNA sao imobilizadas em uma lamina e digeridas por uma enzima de restrigao.
Através da imagem gerada, o software estima o tamanho dos fragmentos. (B) Em seguida, o software
alinha os fragmentos a fim de gerar um mapa consenso. (C) Esse processo é repetido com todos os
fragmentos, formando um mapa de restricdo do genoma inteiro. (D) O mapa consenso do genoma
completo é representado em forma circular. (E) Mapa do organismo Providencia stuarti MRSN 2154
representado pelo soffware MapSolver. Cada linha azul representa um ponto de corte da enzima de
restricao.

Fonte: Onmus-Leone e colaboradores (2013).

Nos ultimos tempos, a técnica de mapeamento Optico tem sido utilizada para
construcdo de scaffolds com alta precisdo, sendo possivel, determinar grandes
inversdes que nao seriam detectadas sem a ajuda dessa técnica (Figura 21)
(LATREILLE et al., 2007).
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Figura 21 - Uso do mapa O6ptico para detecgcdo de grandes inversées em Xenorhabdus
bovienii, vistas na cor amarelo; em vermelho, pode-se perceber regioes montadas erradas
(mismatches); em verde regioes corretamente montadas.

Fonte: Latreille e colaboradores (2007).

1.6.2 Fechamento de gaps in silico

A etapa de fechamento de gaps in silico busca resolver regidbes de
nucleotideos desconhecidos entre contigs através de métodos computacionais
heuristicos. O uso de leituras pareadas pode facilitar a execugao desse processo. O
software GapFiller'® (BOETZER & PIROVANO, 2012) é um exemplo de ferramenta

que utiliza bibliotecas pareadas para fechamento automatico de gaps (Figura 22).

Figura 22 — Uso de leituras pareadas para fechamento de gaps no GapFiller.

Fonte: adaptado (BOETZER & PIROVANO, 2012).

Em projetos de sequenciamento de organismos, que possuam algum genoma
filogeneticamente proximo ja sequenciado, € possivel utilizar técnicas de
mapeamento dos dados brutos contra um genoma referéncia para extracdo da
sequéncia consenso e posterior fechamento do gap. O software CLC Genomics
Workbench permite a extensdo manual de scaffolds, através de mapeamento dos
scaffolds nos dados brutos (CERDEIRA et al., 2011).

18 Disponivel em: <http://www.baseclear.com/landingpages/basetools-a-wide-range-of-bioinformatics-
solutions/gapfiller/>. Acesso em: 7 de agosto, 2014.
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1.7 Preparacao dos dados para depodsito em bancos de dados publicos

Antes do depdsito do genoma completamente montado em bancos de dados
publicos é necessario definir padrées para organizacao dos dados. Um exemplo € a
definicdo do inicio da fita quando se tratar do sequenciamento de genomas
circulares. Diversos genomas depositados em bancos de dados publicos, como o
NCBI, utilizam o gene dnaA para representar o inicio da fita de organismos com
DNA circular. O gene dnaA esta ligado ao processo de ativagcdo do inicio da
replicacdo do DNA em organismos procariotos (FOSTER & SLONCZEWSKI, 2009).

Apos a finalizagdo da montagem é necessario realizar a predicao de regides
codificadoras (CDS) e anotacado automatica. Para realizacdo dessa etapa podem ser
utilizados os programas: FgenesB', RAST® (AZIZ et al., 2008) ou PROKKA?'
(SEEMANN, 2014). Por fim, os dados sao depositados no banco de dados publico
do NCBI.

1.8 Problematica

Com o advento das atuais melhorias nos sequenciadores de proxima geragao
€ nos programas que utilizam algoritmos de montagem, genomas depositados em
bancos de dados publicos puderam ser ressequenciados, gerando dados com maior
acuracia. Esse fato permitiu a melhoria da qualidade das montagens em
comparagao aos dados depositados anteriormente, além da redugao de custos por
sequenciamento, e vem permitindo também um aumento no numero de projetos de
sequenciamento de genomas completos depositados em bancos de dados publicos.

Nesse contexto, pode-se citar dois importantes problemas que ocorrem em
projetos de sequenciamento: 1) elevado custo para finalizagdo de montagens; 2)
elevado gasto de tempo para treinamento de mao-de-obra.

Finalizacao de montagens: apesar da redugdo dos custos por
sequenciamento, finalizar montagens € uma atividade com alto custo e com grande

gasto de tempo. Atualmente, diversas estratégias como o uso de bibliotecas

19 Disponivel em:
<http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=fgenesb&group=programs&subgroup=gfindb>.

20 Disponivel em: <http://rast.nmpdr.org/>. Acesso em: 11 de agosto, 2014.

z Disponivel em: <http://www.vicbioinformatics.com/software.prokka.shtml>. Acesso em: 11 de
agosto, 2014.
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pareadas, ordenagao de contigs por referéncia e mapeamento O6ptico, tém sido
utilizadas para finalizagdo de montagens. Logo, seria utii uma ferramenta que
permitisse o uso de diferentes estratégias para finalizagdo de montagens.

Elevado gasto de tempo para treinamento de profissionais
especializados: outro problema detectado € a grande quantidade de programas que
devem ser executados nos processos de montagem, exigindo que profissionais
responsaveis por executa-los tenham um grande dominio em informatica. Cabe
ressaltar que esses profissionais podem ser oriundos de diversas areas. A adogao
de uma ferramenta com boa usabilidade poderia reduzir o tempo gasto com

qualificacao profissional.

1.9 Justificativa

Assim, o seguinte trabalho justifica-se na caréncia de ferramentas que
utilizem abordagens hibridas para tratamento, montagem e finalizagdo de genomas
sequenciados com as novas plataformas NGS; e na necessidade de criagcdo de uma
ferramenta que com rapida curva de aprendizagem, que seja capaz de oferecer
montagens e finalizacbes de genomas de forma rapida e acurada. Além disso, ha a
caréncia de ferramentas capazes de importar resultados de mapeamento 6ptico, e
usa-los para ordenagao de contigs.

Para desenvolvimento dessa ferramenta propde-se o uso do ambiente Web.
Diversos trabalhos tém comprovado as vantagens do uso de ferramentas Web para
solucao de problemas de usabilidade em bioinformatica, como Orione (CUCCURU et
al., 2014) e Galaxy (GOECKS et al., 2010). Entretanto, essas ferramentas utilizam
diversos softwares acoplados, sendo necessario instala-los separadamente,
tornando-se mais um fator de dificuldade.

Espera-se que a construgdo de uma interface amigavel facilite o processo de
montagem de genomas, ordenagao de contigs e fechamento de gaps para usuarios
sem formacéao especifica ou experiéncia em computacao, e assim, reduzir a curva

de aprendizagem para realizagao dessas tarefas.
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1.10 Objetivos

1.10.1 Objetivo geral

Desenvolver uma ferramenta Web, que sera denominada SIMBA (Simple

Manager for Bacterial Assemblies), para o gerenciamento de um pipeline para a

automacao de montagem e finalizacdo de genomas procariotos.

1.10.2 Objetivos especificos

Determinar as etapas para o tratamento, montagem e finalizacdo de
montagens com dados obtidos a partir de sequenciamento de DNA de
organismos procariotos;

Desenvolver uma ferramenta Web de automacao da execucgao do pipeline;
Executar o pipeline com dados de sequenciamento dos organismos
Corynebacterium pseudotuberculosis 258 e Corynebacterium
pseudotuberculosis 1002;

Testar diferentes softwares, que utilizem os algoritmos Grafo De Bruijn e OLC,
para montagens de novo;

Permitir a importacdo de resultados de montagens obtidas por diferentes
softwares de montagem para a ferramenta desenvolvida;

Comparar a finalizacgdo de montagem por mapeamento Optico e por

ordenacao de contigs por referéncia.
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2. Metodologia

Para correta execugado dos processos de montagem e finalizagao foi definido um
pipeline especifico para ser executado pela ferramenta. Assim, a ferramenta SIMBA
pode ser subdividida em um pipeline, com um conjunto de programas e estratégias
para completa finalizacdo de genomas, e a interface SIMBA, construida para ser
executada através de um web browser. Para o desenvolvimento do software foi

utilizada a linguagem PHP (através do framework Laravel®?

), banco de dados
SQLite, diversas ferramentas externas e scripts construidos na linguagem Python
(que executados em sequéncia compde o pipeline).

Nesta seg¢ao sera apresentada a metodologia adotada em cada etapa do
pipeline. Por fim, sera descrita a infraestrutura do ambiente de producdo a qual a
ferramenta foi aplicada com sucesso, a metodologia para criagao da interface, além
de uma descrigao da origem de dados que serdo utilizados em um estudo de caso

para atestar a eficacia da ferramenta.

2.1 Etapas do pipeline

O processo inicia-se pelo tratamento inicial de dados, seguido pela montagem
de novo, etapas de finalizagdo de montagem e preparagao de dados para depdsitos

em bancos de dados publicos (Figura 23).

2 Disponivel em: <http://laravel.com/>. Acesso em: 11 de agosto, 2014.
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¢ Andlise de resultados com (@) eOrdenagdo por relatério de
contiginfo mapeamento optico.

Sobreposi¢des entre Regides repetitivas

Corrigir inicio da fita

contigs *rRNA, transposons, fagos, etc.

e Comparacgdes entre contigs com 9 * Mapeando regides repetitivas
BLAST para eliminagdo de gaps em um genoma referéncia com
mapRepeat

*Mover gene dnaA para inicio do
genoma (MoveDNAA)

Preparacdo de dados para
depdsito (D)
ePredi¢do de CDSs , tRNA e rRNA

Verificagdo

¢ Conferir manualmente ultimos
gaps com CLC Workbench.

*Preparagdo dos dados (Sequin)

Figura 23 — Etapas do pipeline para montagem de genomas procariotos.

Os processos podem ser divididos em trés etapas: (A) Tratamento inicial de dados. (B) Montagem de
novo. (C) Finalizagdo da montagem. (D) A preparacdo dos dados para depdsito ndo faz parte dos
processos de montagem de genomas, e s6 é citado neste pipeline para representar o fim do
processo.

2.1.1 Tratamento inicial de dados

Antes de iniciar o processo de montagem devem-se vincular os dados obtidos
pelo sequenciamento a um determinado projeto. Uma vez obtidos os dados, é
necessario analisar a qualidade das leituras. Se os dados apresentarem baixa
qualidade pode-se verificar a necessidade de se refazer o sequenciamento. Essas
analises podem ser feitas com o software FastQC.

ApOs essa analise € necessario converter os dados para formatos
requisitados por softwares de montagem. Por exemplo, o software Mira exige um

arquivo no formato FASTQ e outro no formato XML para iniciar seus procedimentos
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de execucgao. Cada software tem uma exigéncia especifica, entretanto grande parte
deles aceita o formato FASTQ.

Definiu-se que o tratamento inicial de dados podera ser feito através de dois
scripts: BAM2SFF, que converte o arquivo binario gerado pelo sequenciador para o
formato SFF, e SFF_EXTRACT, que extrai o arquivo de sequéncias FASTQ. Assim,
0 pipeline proposto permite que se possa ter como entrada arquivos em trés
formatos distintos: FASTQ, BAM ou SFF. Porém, para iniciar a proxima etapa €&
necessario um arquivo no formato FASTQ, portanto os arquivos nos formatos BAM e

SFF devem ser convertidos.

2.1.2 Montagem de novo

Para montagem de novo foi definido o uso de quatro diferentes softwares,
sendo trés que utilizam o algoritmo OLC, Mira versao 3.9.18, Mira versdo 4.0.2,
Newbler versao 2.7, e um que utiliza o algoritmo do grafo De Bruijn, Minia versao
1.6088. Esses foram acoplados ao diretério bin da aplicagao.

Também optou-se em permitir o uso de outros softwares de montagem dentro
da ferramenta. Entretanto, cada software tem padrbes especificos para entrada de
dados e nomeacido de arquivos e diretérios de saida, o que implica em uma
dificuldade para insercdo desses para execugao direta por uma ferramenta Web.
Entretanto, o formato FASTA é padronizado para saida de dados e exibicao de
contigs. Assim, para tentar solucionar esse problema, optou-se em utilizar
sequéncias no formato FASTA como padrao de entrada de dados para montagens
realizadas por outros softwares néao listados acima, como por exemplo, SPAdes ou
Velvet. Logo, a insercdo de montagens realizadas em qualquer software na
ferramenta pode ser feita através da opcao “Manual assembly’, e da submissao de
um arquivo no formato FASTA nomeado da seguinte forma:
“tX_out.unpadded.fasta”, onde X corresponde a versdo da montagem, no diretério do
projeto.

Ap6s a finalizagdo da montagem, o script CONTIGinfo?® pode ser utilizado
para obtencao de informagdes sobre a montagem, tais como: quantidade de contigs
gerados, tamanho do menor e do maior contig, o tamanho total do genoma e o valor

de N50. O N50 corresponde ao tamanho do contig, o qual corresponde a 50% do

% Disponivel em: <https://github.com/dcbmariano/scripts>. Acesso em: 29 de abril, 2014.
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tamanho total do genoma quando todos os contigs sao ordenados com base em seu

tamanho.

2.1.3 Finalizagdo de montagem

2.1.3.1 Ordenacao de contigs por referéncia

Para a ordenagao de contigs baseada em referéncia foi utilizada uma versao
modificada do programa CONTIGuator.

CONTIGuator recebe um arquivo de contigs gerado pelo software de
montagem e ordena com base em um genoma referéncia. Por fim, CONTIGuator
retorna um grafico de alinhamento entre sequéncias (Figura 24), além de um arquivo
com scaffolds e um arquivo com sequéncias que nao puderam ser alinhadas com a
referéncia. Foi feita uma modificacdo para que o CONTIGuator exiba, no grafico de
alinhamento, marcagdes informando a posicdo de aparecimento de regides

repetitivas (rRNAs, plasmideos, transposons e fagos) no genoma referéncia.

Figura 24 — Exemplo de grafico de alinhamento gerado pelo CONTIGuator.

A linha superior representa o genoma referéncia usado no alinhamento. Nela pontos em azul escuro
representam regides de RNA ribossomal; pontos em verde, regides de fagos; pontos em amarelo,
regides de plasmideos; e pontos em azul claro, regides de transposons. A linha inferior representa os
contigs do genoma recém-montado. Contigs em vermelho possuem sobreposicdo entre as
extremidades com o contig a direita e com o contig a esquerda; contigs em laranja possuem
sobreposi¢gdo com apenas um dos contigs vizinhos; e contigs em azul, ndo possuem sobreposi¢cao
entre as extremidades. As linhas que interligam as duas linhas horizontais representam
sobreposigdes.

2.1.3.2 Ordenacdao de contigs por mapeamento optico

Para ordenacédo de contigs baseada em mapeamento 6ptico foi criado um
parser em PHP para ler o relatério gerado pelo OpGen MapSolver™. Esse relatorio
contém a lista de contigs ordenados, além de sua orientacgdo.

Apos a leitura do relatério, o parser ordena, orienta € une os contigs para
gerar um arquivo com uma unica sequéncia, ignorando possiveis gaps e
sobreposi¢des entre os contigs orientados. Em seguida, esse arquivo € usado como

referéncia para alinhar os contigs por meio do soffware CONTIGuator. Assim é
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possivel determinar a existéncia de gaps, gerar uma visualizagdo grafica de
sobreposi¢cdes entre contigs e separar contigs pequenos néo ordenados pelo

mapeamento optico.

2.1.3.3 Mover o gene dnaA para a posicao inicial do genoma

Muitas vezes, apds o processo de ordenacao de contigs, o gene dnaA
aparece no centro da fita. Por uma questdo de padronizacdo para depésito de
dados, convém cortar a fita na posigcéo de inicio do gene dnaA e mover o novo bloco
formado para o inicio da fita. Para essa etapa foi criado o script moveDNAA?, que
recebe um arquivo FASTA com scaffold e prediz o inicio da fita com base em um
arquivo referéncia (Figura 25).

O script moveDNAA ajusta o inicio da fita com base no inicio da fita do
genoma referéncia, a qual se espera encontrar o inicio do gene dnaA. Caso exista
erros no inicio do genoma referéncia, sera necessaria uma correcao na etapa de

curadoria manual.

MoveDNAA

R Inicio do gene dnaA

Figura 25 — Representacgao grafica do uso do script MoveDNAA.

(A) Ordenacdo de contigs do organismo Corynebacterium pseudotuberculosis 31 usando como
referéncia o organismo Corynebacterium pseudotuberculosis 1002. A ordenagdo é incapaz de
determinar a posi¢édo de inicio do genoma. (B) MoveDNAA corta a fita na imediatamente antes do
inicio do gene dnaA, movendo todo o bloco anterior ao gene para o final da fita. E possivel observar a
eficacia do CONTIGuator em apresentar visualizagbes de modificagées na fita de DNA. A cor da linha
inferior foi modificada devido a substituicdo dos gaps por regides com 100 caracteres “N”,
caracteristica do script MoveDNAA.

2 Disponivel em: <https://github.com/dcbmariano/scripts>. Acesso em: 29 de abril, 2014.
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2.1.3.4 Construcao de Supercontigs

Quando a extremidade de um contig sobrepde-se a extremidade de outro
contig, pode-se detectar que ambas representam a mesma sequéncia, provando
assim, que o gap nao existe (Figura 26). A existéncia de uma sobreposi¢cao entre
dois contigs pode ser visualizada através do grafico de sobreposicao gerado pelo
CONTIGuator (Figura 24), embora s6 seja possivel comprovar a sobreposicéao
através de alinhamentos entre sequéncias, realizados com a ferramenta BLAST.

Da-se o nome de supercontig quando dois ou mais contigs sao unidos pela
sobreposicao de suas extremidades.

Para essa etapa foi construido um parser na linguagem PHP, que exibe
resultados de alinhamentos feitos com a ferramenta BLAST entre todos os contigs
vizinhos e que permite ao usuario definir manualmente as posi¢cdes de sobreposicao

para corte da regido sobreposta redundante.

(A)
Contig A Possivel Gap Contig B

(B) ) :
Contig A Gap Real Contig B

(©)

Contig A Gap Inexistente
-- Contig B

Figura 26 — Diferentes tipos de gap.

(A) A ordenacgéao de contigs nao é capaz de determinar as sequéncias que existem entre dois contigs.
Quando o sequenciamento usa fragmentos simples, CONTIGuator preenche o espago entre dois
contigs com uma sequencia de 100 caracteres “N”. (B) Quando o sequenciamento é feito com
bibliotecas pareadas, a distancia entre contigs pode ser conhecida e, pode-se dizer que realmente
existe uma sequéncia desconhecida entre eles. Diz-se que ha um gap real. (C) Porém, quando a
extremidade de um contig se sobrepde a extremidade de outro contig, diz-se que o gap é inexistente,
e é possivel fazer um alinhamento entre as extremidades de sequéncias e gerar uma sequéncia
consenso Unica cortando uma das regides sobrepostas redundante, eliminando assim, o gap.

2.1.3.5 Resolvendo regioes repetitivas

Com o intuito de tentar solucionar regides repetitivas foi criado o software

t25.

MapRepeat®: um script desenvolvido na linguagem Python integrado ao software

% Disponivel em: <https://github.com/dcbmariano/scripts>. Acesso em: 29 de abril, 2014.
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Mira v.4.0.2, que visa fechar regides repetitivas com base no mapeamento de dados
brutos em um genoma referéncia.

MapRepeat efetua um alinhamento entre dois contigs ordenados contra um
genoma referéncia com objetivo de descobrir se a sequéncia em questao existe no
genoma referéncia (Figura 27A). Se a sequéncia existir, ela é extraida e os dados
brutos do sequenciamento (arquivo com leituras, por exemplo, FASTQ) sao
mapeados contra ela utilizando Mira v.4.0.2 (Figura 27B). Se houver cobertura de
leituras que comprove a existéncia da sequéncia tanto no genoma referéncia quanto
no genoma recém-sequenciado, um alinhamento entre contigs e a sequéncia
consenso do mapeamento é feito (Figura 27C). Assim, a sequéncia entre contigs,

antes desconhecida, pode ser determinada (Figura 27D).

(A) Marcador A Marcador B Genoma referéncia

nann
Contig A Gap Contig B

Contigs ordenados

(B) Marcador A

Marcador B

Genoma referéncia

Mapeamento dos
dados brutos do —
sequenciamento — — —

I | Sequéncia consenso
do mapeamento

Marcador D

Marcador C
(C) 4 Sequéncia consenso
do mapeamento
L LL]1]]

Contig A Gap  Contig B

(D)
I NN Contig AB
Gap fechado

Figura 27 — Funcionamento do MapRepeat.

(A) Dois contigs vizinhos sao alinhados contra um genoma referéncia. Se houver similaridades entre
as sequéncias, marcadores sao utilizados para marcar a posig¢ao inicial de similaridade com o Contig
A e a posigao final de similaridade com o Contig B (limite de 3000pb). (B) A regiao delimitada pelos
marcadores é extraida, e os dados brutos de sequenciamento sdo mapeados contra ela. (C) Se
houver cobertura que comprove a existéncia daquela regido tanto no genoma referéncia, quanto no
genoma recém-sequenciado, a sequéncia consenso € alinhada contra os contigs A e B. Novos
marcadores sao utilizados para identificar a regido desconhecida recém-mapeada. (D) O gap é
fechado.
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MapRepeat foi inicialmente desenvolvido como possivel solugao para regides
de RNA ribossomal, mas pode ser utilizado em gaps com outros tipos de repeticao,
como regides de transposons, plasmideos e fagos. Para determinar se os contigs
estdo proximos a regides de repeticdo € necessario analisar o grafico de
alinhamento gerado pelo CONTIGuator (Figura 24).

MapRepeat também pode ser usado para mapear outras regides de gaps

desde que as extremidades do gap estejam presentes no genoma referéncia.

2.1.3.6 Estatisticas e curadoria manual

Na ultima etapa é feita uma leitura do arquivo com scaffolds para validar se
existem nucleotideos desconhecidos (Tabela 3). Se ainda existirem gaps néao
resolvidos, o arquivo “excluded.fsa”’, gerado pelo CONTIGuator no primeiro
alinhamento, pode ser utilizado para deteccédo de contigs ndo ordenados de acordo
com a referéncia. E necessario testar manualmente a adicdo de cada contig
remanescente em cada gap, e verificar se existe sobreposicdo entre extremidades.
Essa etapa é denominada curadoria manual e pode ser realizada com o software
CLC Workbench.

Tabela 3 - Lista de nucleotideos nao identificados e seus respectivos caracteres
representantes.

Caractere Nucleotideo
Purina (A ou G)
Pirimidina (C, T, ou U)
CouA
T,U,ouG
T,U,ouA
CouG
C, T,U, ouG (exceto A)
A, T, U, ou G (exceto C)
A, T, U, ou C (exceto G)
A, C, ou G (exceto T, exceto U)

Qualquer base (A, C, G, T, ou U)

Z < I U m »mw = X Z <
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2.2 Hardware

Para testar o pipeline foi preparado um ambiente de producdo, em que o
acesso a aplicagao foi permitido através de uma conexdao com um Servidor Web
(S.0. CentOS 64bit, processador AMD Opteron(tm) Processor 6376 (64 nucleos),
1TB RAM e 30TB HD). Considerou-se aceitavel a configuragdo desse computador
para os testes realizados, mas dependendo da complexidade do organismo
sequenciado pode ser necessario um servidor com configuragdes mais robustas.

O processo que exige maior demanda computacional é a execugao da
montagem de novo, logo as configuragdes minimas do servidor pode ser definidas
pelas necessidades dessa etapa. Recomenda-se um computador com sistema Linux
64bit, no minimo 16GB de RAM, espaco em disco rigido superior a 1TB e
processador octa-core ou superior. Cabe ressaltar, que alguns software integrados
podem exigir sistemas operacionais especificos, por isso recomenda-se o0 uso de

sistemas operacionais baseados em Linux para hospedagem da aplicagao.

2.3 Interface SIMBA aplicada ao pipeline

A fim de melhorar a usabilidade e facilitar a execugao do pipeline proposto,
desenvolveu-se uma interface Web, acessivel por qualquer navegador, denominada
interface SIMBA. A ferramenta foi desenvolvida com o framework Laravel em PHP,
leiaute e navegabilidade aperfeicoado com o framework Bootstrap (CSS/Javascript)
e 0 banco de dados construido em SQLite.

Laravel utiliza a metodologia MVC, a qual a aplicacdo & dividida em trés
camadas: modelo (model), visao (view) e controlador (controller). O usuario acessa a
aplicacao através de um navegador, que faz a chamada ao controlador através de
uma rota pré-definida. Dependendo do controlador requisitado, SIMBA pode
requisitar o acesso a ferramentas externas, como Mira, CONTIGuator, entre outros.
Pode também executar scripts Python, como CONTIGinfo, MapRepeat ou
MoveDNAA. Informagbes especificas sobre montagens podem ser gravadas
diretamente no banco de dados e acessadas através do modelo, ou podem ser lidas
diretamente da unidade de armazenamento. Para evitar redundancia de dados
optou-se por nao transferir todos os dados resultantes das montagens para o banco
de dados SQLite. Uma montagem de novo com Mira4 gera em média 50GB de

dados, sendo a maior parte, arquivos temporarios.
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Navegador (Usuario) ’e Visdo (HTML)

V ()

Controlador (PHP)

L2 M 2 M 2 M)

Modelo |

Ferramentas
externas

Scripts
(PYTHON)

N2 )

Arquivos em disco |

(SQLite)

Figura 28 — Diagrama de relacionamento entre a arquitetura da interface SIMBA aplicada ao
pipeline e sua integragao com o modelo MVC.

SIMBA requer apenas a instalagdo de um servidor Web (recomenda-se o
Apache) com PHP 5.3 ou superior e médulo SQLite ativo, Python 2.6 ou superior
com a biblioteca Biopython instalada e a suite de aplicativos BLAST+. Todos os

outros softwares externos foram incluidos no diretério [www_folder]/simba/app/bin.

2.4 Estudo de caso: Corynebacterium pseudotuberculosis como modelo

Para avaliar o funcionamento do pipeline proposto e sua usabilidade através
da interface SIMBA, propds-se um estudo de caso através da montagem de dados
de dois projetos de ressequenciamento. Foram utilizados dados de sequenciamento
de duas linhagens da espécie pertencentes ao grupo CMNR: Corynebacterium
pseudotuberculosis 258 (Cp258), pertencente ao biovar equi, e Corynebacterium
pseudotuberculosis 1002 (Cp1002), pertencente ao biovar ovis (Figura 29)
(DORELLA et al., 2006). Ambas foram ressequenciadas na plataforma lon PGM™
utilizando biblioteca de fragmentos simples. Além disso, mapas 6pticos de genoma
completo de ambas as espécies foram feitos pela empresa OpGen, que utilizou a

enzima de restricado Kpnl para fragmentacéo das amostras.
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Figura 29 — Arvore filogenética da espécie Corynebacterium pseudotuberculosis.

A esquerda encontram-se as linhagens pertencentes ao biovar ovis — possuem menor plasticidade. A
direita encontram-se linhagens pertencentes ao biovar equi — possuem maior plasticidade.

Fonte: NCBI. Disponivel em: <http://ncbi.nim.nih.gov>. Acesso em: 12 de abril, 2014.

Corynebacterium pseudotuberculosis 258 foi originalmente sequenciada
utilizando a plataforma SOLID v3 e biblioteca de fragmentos simples (SOARES et
al., 2013). Enquanto Corynebacterium pseudotuberculosis 1002 foi originalmente
sequenciada utilizando pirosequenciamento (454 Roche) e Sanger (RUIZ et al.,
2011). As amostras foram ressequenciadas no laboratério AQUAVET da Escola de
Veterinaria da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

Para testar o funcionamento da ferramenta SIMBA pelo cliente foi utilizado o
navegador Google Chrome, em um computador com sistema operacional Windows 7
32bit, processador Intel Dual Core 1.6GHz, 3GB RAM e 120GB de HD. O
computador estava conectado a mesma rede que o servidor de processamentos.

Os dois genomas foram submetidos através da interface do SIMBA a
montagem de novo em quatro softwares: Mira 3.9.18 (Mira3), Mira 4.0.2 (Mira4),
Newbler 2.7 (Newbler) e Minia 1.6088 (Minia). Também foi realizada uma montagem
fora da interface de SIMBA utilizando SPAdes 3.1.0 (SPAdes). Os resultados das
montagens foram renomeados e movidos para a pasta correspondente ao projeto.
Em seguida, a montagem foi inserida no SIMBA através da opcao manual assembly.
Para as duas versbes de Mira utilizou-se os parametros para uso de 16
processadores e formacao de contigs apenas se houver sobreposicao minima de
100 leituras. Para Minia foram adicionados os parametros de tamanho de k-mer 31
(parametro recomendado pela documentagao oficial) e tamanho aproximado do
genoma de 2.500.000pb. Para Newbler foi usado apenas o parametro para
processamento em 24 nucleos de CPU. Para SPAdes apenas informou-se que a
plataforma de sequenciamento foi lon Torrent.

Por fim, foram aplicados dois métodos de finalizacdo de montagem: o

primeiro, baseado em referéncia, a qual foi utilizado como genoma referéncia os
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genomas depositados anteriormente; e o segundo método, baseado no relatério

obtido pelo mapeamento 6ptico das amostras gerado pelo software MapSolver™.
Por fim, foi feita uma comparacdo entre os resultados da finalizagdo por

referéncia e por mapeamento Optico, além de uma comparagdo com os dados

originalmente depositados no NCBI.
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3. Resultados e discussoes

Apresenta-se SIMBA (Simple Manager for Bacterial Assemblies ou Gerenciador
Simples para Montagens [de genomas] Bacterianos), uma ferramenta Web criada
para gerenciar as estratégias de montagem apresentadas em um pipeline hibrido,
que visa facilitar a execucdo dos processos de montagem de genomas. O cdodigo-
fonte da aplicagdo, além de todos os scripts desenvolvidos, foi disponibilizado em
<http://ufmg-simba.sourceforge.net>.

Nesta seg¢do sera demonstrado o funcionamento da interface da ferramenta
SIMBA para gerenciamento das estratégias propostas para tratamento, montagem
de novo e finalizagdo de genomas bacterianos. Serdo mostrados também, os

resultados obtidos no estudo de caso citado anteriormente.

3.1 Visao geral da interface

O acesso a ferramenta SIMBA é protegido por um sistema de login, que
restringe a entrada de usuarios ndo autenticados. Informacdes armazenadas no
banco de dados séo protegidas por criptografia gerada com base em uma chave de
32 caracteres aleatorios informados pelo usuario. Tal restricdo visa proteger a
integridade dos dados até que estejam prontos para depdsito em bancos de dados
publicos. Apos a autenticagdo, o usuario € encaminhado a pagina inicial, que
redireciona o usuario para pagina projetos, dando inicio ao fluxo de dados.

O fluxo de dados no SIMBA pode ser dividido em trés modulos: projetos,
montagens e curadoria (Figura 30). Em “projetos” sao listados todos os projetos de
sequenciamento gerenciados pelo SIMBA; em “montagens” sao exibidos todas as
tentativas de montagem com diferentes programas e parametros para um
determinado projeto; enquanto em “curadoria” sdo exibidas cinco etapas para

finalizagao in silico da montagem.
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elista todos os ( eCada montagem tem 5 etapas
projetos Montagens de curadoria:
eInforma status do eEtapa 1: Ordenacgdo de contigs
projeto ) por referéncia / mapa optico
ePermite conversdes *Cada projeto pode ter eEtapa 2: Corregdo da posi¢do
de dados N montagens de inicio do genoma
Analise de qualidade *Permite montagem «Etapa 3: Construgdo de
de leituras com quatro Supercontigs
softwares: Mira3,

eEtapa 4: Mapeamento de
regioes repetitivas

eEtapa 5: Estatisitcas e

y, curadoria manual

Mira4, Minia,
Newbler; além de

N Projetos _ montagem manual

Curadoria

Figura 30 - Diagrama de fluxo de dados no SIMBA.

3.1.1 Projetos

Cada projeto corresponde a uma pasta dentro de um diretério especifico no
servidor ([www_folder]/simba/app/assembly) em que estao inseridos os dados brutos
de leituras obtidas em um sequenciamento. Ha duas formas de criar um novo
projeto: a primeira é criar uma pasta no diretério “assembly”, copiar os dados para o
diretério via terminal (CLI) e na interface SIMBA utilizar o botao “update” (Figura 31).
A segunda forma consiste em enviar os dados através do botao “New Project’.
Apesar de a segunda forma ser mais simples, o tamanho maximo de arquivos
enviados é limitado a 1.800MB e o tempo de envio depende da conexao com o
servidor. E possivel enviar trés tipos de arquivos: BAM, SFF ou FASTQ.

Apods o envio, as informagdes do organismo sao gravadas no banco de dados
SQLite, e os dados brutos sdo gravados na unidade de armazenamento.

Apos a criacdo de um novo projeto algumas informacdes sao exibidas:

* Status: indica o percentual de processos aplicados ao projeto;

* Name: chave identificadora unica do projeto. Corresponde ao nome do
diretério a qual os dados estdo armazenados. Apresenta um link para a
pagina que lista tentativas de montagem por projeto;

* Organism: nome cientifico do organismo sequenciado. Apresenta também

a linhagem ou subespécie;

/
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* NGS: plataforma de sequenciamento NGS utilizada. Pode ser jontor (lon
PGM™ ou lon Proton™), illumina (MiSeq ou HiSeq), 454 (454 Roche) ou
pacbio (PacBio RS);

* Library. indica a biblioteca utilizada no sequenciamento. Pode ser:
fragment, mate-pair ou paired-end,;

* BAM: informa a existéncia de um arquivo na extensdao BAM no diretério
raiz do projeto;

* SFF: informa a existéncia de um arquivo na extensdo SFF no diretério raiz
do projeto;

* FASTQ: informa a existéncia de um arquivo na extensdo FASTQ no
diretdrio raiz do projeto;

* Assembly: informa se ja foi realizada uma montagem de novo;

* Actions: permite que diversas agdes sejam realizadas, como: editar e
apagar o projeto, converter um arquivo BAM em SFF, extrair o arquivo
FASTQ de um arquivo SFF, gerar um relatério completo das leituras
usando FastQC, fazer download dos dados brutos e até mesmo iniciar

uma nova montagem de novo.

HOME DoCcs TOOLS ABOUT L ADMIN | LOGOUT
9 simba

Home
® ©
Status Name Organism NGS Library BAM SFF FASTQ Assembly Action
B oo co o5 Corynebacterium pseud Is 258 iontor  Fragment x v v v v
B o Cory um pseud Is 1002 iontor  Fragment x v v v -

D Edit project
( ) Delete project

(E)
7~ UPDATE

Extract FASTQ file

_ - FastQC Report
Note: SIMBA uses the softwares: BAM2SFF and SFF_EXTRACT.

Download raw data

New assembly

Figura 31 — Interface do SIMBA.
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Nesse exemplo s&o mostrados dois projetos registrados: 09-Cp_258 (Corynebacterium
pseudotuberculosis 258) e 10-Cp_1002 (Corynebacterium pseudotuberculosis 1002). O exemplo
mostra também apenas a existéncia de arquivos SFF, FASTQ, além de pelo menos uma montagem
ja realizada no diretério dos projetos 09-Cp_258 e 10-Cp_1002. (A) Menu para rapida navegagao com
controle de sessao de usuario. (B) Tela principal (conteudo varia de acordo com a pagina). (C) Botao
para criagao de novos projetos. (D) Menu para controle de agdes, como edigdo e delegao de projetos,
conversbes de arquivos, geragao de relatérios de qualidade de leituras com FastQC, download de
arquivos brutos e iniciagado de novas montagens. (E) Atualizagdo de informagdes sobre projetos.

3.1.2 Montagens

No mddulo “montagens” € exibida uma lista com todas as tentativas de
montagem para o projeto. Cada projeto pode possuir diversas tentativas de
montagem.

Uma nova tentativa de montagem pode ser feita através do botao “New
assembly”’. Ha dois modos para criagdo de montagens: modo simples (default
assembly) e modo avangado (advanced assembly).

No modo simples, o software que sera utilizado e seus parametros sao pré-
definidos (montagem de novo com Mira3 e dados sequenciados com fragmentos
simples na plataforma lon PGM™), sendo necessario apenas pressionar o botédo
“Run assembly with default parameters”. Os parametros do modo simples podem ser
alterados no codigo-fonte de acordo com as necessidades dos usuarios ou da
equipe, desde que o administrador local tenha conhecimentos de programagao em
linguagem PHP.

No modo avangado €& possivel definir qual software sera utilizado na
montagem de novo. Ha cinco opgdes: Mira3, Mira4, Minia, Newbler e manual
assembly. A ultima opgao permite que uma montagem feita com outro software nao
embutido no SIMBA seja inserida no sistema. Nessa pagina também é possivel
definir parametros para montagem. Se nenhum paradmetro for passado, SIMBA
automaticamente aplica parametros recomendados pela documentacdo de cada
Software.

Apos iniciado o processo, um novo item é inserido na lista de tentativas de
montagens. Enquanto a montagem é executada, ou caso o processo falhe, um “x” é
exibido. A lista pode ser atualizada clicando no botdo “update”. Finalizada a
montagem, informacdes referentes aos resultados sao exibidas:

* Trial: versao da tentativa de montagem,;

* Contigs: exibe a quantidade de contigs obtidos no resultado da montagem

de novo;
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* Length: exibe o tamanho em pares de base do genoma;

* Min: exibe o tamanho em pares de base do menor contig;

* Max: exibe o tamanho em pares de base do maior contig;

* N50: exibe o valor do N50 do resultado da montagem;

* Date: exibe a data de inicio de execugcdo da montagem;

* Assembly info: exibe informacdes completas sobre a montagem, como
por exemplo, a cobertura tedrica;

* Parameters: exibe os parametros utilizados na montagem;

* Actions: botdo “Actions” permite que diversas agdes sejam realizadas,
como: apagar o registro da montagem no banco de dados (caso ela falhe),
fazer download do arquivo de contigs e efetuar a curadoria.

A cada tentativa de montagem € possivel iniciar um novo procedimento de

curadoria. Os procedimentos de curadoria sdo necessarios para finalizagdo da

montagem.

3.1.2 Curadoria

No mddulo “curadoria” é exibida uma lista com etapas para tentar finalizar a
montagem. Para cada etapa é exibido: (i) um botdo que permite visualizacdo do
grafico de sintenia contra a referéncia (& possivel visualizar e fazer o download do
arquivo em PDF com o grafico em alta qualidade); (ii)) um botdo que permite o
download do arquivo de scaffolds; (iii) um botao que permite o download do arquivo
de scaffolds separado em um arquivo FASTA de varias sequéncias; e (iv) o botao
“action”, que permite a execugao da etapa.

A ferramenta SIMBA divide os processos de curadoria em cinco etapas
(Figura 32):

1. Ordenacao de contigs: pode ser por referéncia ou por mapeamento optico:
a. Por referéncia: exibe dois campos para inser¢cao do enderegco de um
arquivo FASTA (contendo o genoma completo de um organismo
referéncia), e do arquivo GENBANK (contendo informagdes sobre
genes e proteinas), que sera utilizado para inserir marcagbes no
grafico informando a posig¢ao de regides de repeticdo. Inseridas essas
informacdes, SIMBA efetua ordenagdo dos contigs obtidos pela

montagem de novo mapeando-os no genoma referéncia por meio de
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uma versao modificada do software CONTIGuator. Em seguida, retorna
um arquivo com scaffolds, além de um grafico de sintenia entre os dois
genomas.

b. Por mapeamento 6ptico: exibe um campo para inser¢cao do relatério
gerado pelo MapSolver. Com base nesse relatério, SIMBA ordena os
contigs. Em seguida, a versdo modificada do CONTIGuator é
executada, para que o arquivo com sequéncias nao alinhadas possa
ser gerado, além do arquivo com scaffolds e um grafico de sintenia que
pode ser utilizado para detectar sobreposi¢cdes entre contigs.

2. Corregao da posicao inicial do genoma: nessa etapa é feita a correcéo da
posicao inicial do genoma. Para isso € utilizado o script MoveDNAA. Essa
etapa nao funciona se for escolhido o alinhamento por mapeamento 6ptico.
Novamente é feito um alinhamento dos contigs contra a referéncia.

3. Construcao de Supercontigs: nessa etapa sao feitos alinhamentos entre
todas as extremidades de contigs com o objetivo de detectar sobreposicdes.
SIMBA exibe o grafico de sintenia obtido na etapa anterior, além de uma lista
com resultado de alinhamento de todas as extremidades. Caso um
alinhamento seja detectado, um sinal é exibido na coluna “Is there overlap?”,
sendo entao possivel utilizar o botdo “BLAST’ na coluna “Action” para analisar
o resultado do alinhamento e efetuar cortes de regides duplicadas em
sobreposi¢des, eliminando um gap. Terminada a analise de todas as
sobreposi¢cdes pode-se gravar o resultado no banco de dados e gerar um
novo alinhamento contra a referéncia.

4. Mapeamento de regides repetitivas: nessa etapa é exibido um novo grafico
de sintenia e uma lista com todos os gaps ainda existentes. Se um gap
corresponder a uma regiao de repeticdo conhecida na referéncia, é possivel
utilizar o botdo “map” na coluna “actions”, e assim, usar técnicas de
mapeamento para tentar fecha-lo. Nessa etapa, marcagdes coloridas no
grafico de sintenia auxiliam. Pontos azuis representam regides onde se
encontra o operon de rRNA; pontos na cor azul claro representam regioes de
transposons; amarelo representa regides de plasmideos; e pontos verdes
representam regides de fagos. Terminada essa etapa, as alteragbes feitas
podem ser gravadas no banco de dados e um novo alinhamento contra a

referéncia é feito.



61

5. Estatisticas e curadoria manual: nessa ultima etapa sado exibidas diversas
estatisticas como tamanho final do genoma, quantidade de nucleotideos nao
identificados, total de contigs que nao puderam ser ordenados. Também é
possivel efetuar o download de arquivo com scaffolds, além do arquivo com
contigs excluidos, e curar manualmente com outras ferramentas de acordo
com a preferéncia do usuario, caso necessario. Ao final € possivel submeter o
arquivo curado manualmente. Um novo alinhamento é feito contra a

referéncia e sao exibidos os resultados das etapas de curadoria.

Home / Projects / 10-Cp_1002 (A)

B) (© (D) (F) (N
Step Status Action Gaps Synteny chart (G) pownload (H) Action
1 v Setreference 6 L jul = -

2 v Move dnaA 6 L jul = -
3 '  Building Supercontigs 4 Ca o = -
4 «  Analyze repetitive regions 4 [ o = v
5 «  Statistics and manual curation 0 G u] = -

(E) Organism: Corynebacterium pseudotuberculosis 1002
Date: 2014-05-07 14:00:00
Figura 32 — Finalizagdo de montagens na interface SIMBA.

(A) Informagdes sobre o projeto e versdo da tentativa de montagem. (B) Etapa da curadoria. (C)
Estado da acéao atual. (D) Quantidade de gaps restantes. (E) Informagdes sobre organismo e data do
projeto. (F) Grafico de alinhamento gerado pelo CONTIGuator. (G) Opgao para fazer o download do
arquivo com scaffolds. (H) Opgao para fazer o download do arquivo com contigs. (I) Executar a etapa.

3.2 Resultados do estudo de caso
3.2.1 Tratamento de dados

A criacao dos projetos ocorreu pela interface grafica. Os projetos receberam
os nomes: 09-cp 258 (Cp258) e 10-cp_1002 (Cp1002). Para cada projeto foi
enviado um arquivo BAM com dados brutos dos sequenciamentos. O tempo de
submissao de cada arquivo foi de aproximadamente cinco minutos, sendo limitado
pela banda de conexao da rede interna (100Mbps).

A conversao de arquivos no formato BAM para SFF foi faciimente realizada

através do botao “Convert BAM > SFF’ na coluna “Actions”. O mesmo pode ser feito
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para extracdo dos arquivos FASTQ de arquivos SFF através do botdo “Extract
FASTQ".

A andlise de leituras com FastQC dos projetos 09-cp_258 e 10-cp_1002
mostrou leituras com boa qualidade (algoritmo Phred), mas com uma leve perda de
qualidade na extremidade direita (Figura 33). A maior parte das leituras possuem
tamanhos entre 230-239pb (Figura 34).
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Figura 33 - Grafico de qualidade Phred em leituras em Cp258 (a esquerda) e Cp1002 (a direita).
Figuras geradas pelo FastQC.
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Figura 34 - Grafico tamanho médio de leituras de Cp258 (a esquerda) e Cp1002 (a direita).
Figuras geradas pelo FastQC.

3.2.2 Montagem de novo

Foram feitas cinco tentativas de montagem de novo para cada projeto. A
primeira com Mira3, seguido por Mira4, Minia, Newbler e manual assembly

(SPAdes). Para isso, em cada projeto utilizou-se a opcao “New assembly”’. Na
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pagina de criagdo de novas montagens, optou-se por utilizar o modo “Advanced
assembly”, pois esse permite a alteragdo dos parametros de montagem.
Considera-se o melhor resultado para uma montagem de novo, o teste que
apresentar: o menor numero de contigs formados e maior valor de N50. O tamanho
total de genoma em pares de base também pode ser considerado uma variavel
importante para definir a qualidade da montagem, mas nao primordial, pois alguns
softwares podem erroneamente gerar contigs a mais, além disso, esse valor pode
variar nas etapas de curadoria. Valores mais altos nos campos “menor contig” e

“maior contig” também podem ser considerados um fator de qualidade.

3.2.2.1 Resultados e discussées da montagem de novo usando o genoma de

Corynebacterium pseudotuberculosis linhagem 258

Para Cp258 as montagens apresentaram entre 41 e 675 contigs (Tabela 4).
Newbler apresentou o0 menor numero de contigs, um alto valor de “N50”, além do
“menor contig” com o maior tamanho se comparado aos outros softwares. Porém,
apresentou o menor tamanho de genoma. O fato do resultado da montagem de novo
com Newbler apresentar um valor de “menor contig” alto, comparado aos outros
softwares (Tabela 4), pode ter impactado diretamente no tamanho final do genoma,
e pode indicar uma tendéncia do Newbler, em desprezar a formagao de contigs
pequenos (menores do que cinco mil pares de base). Isso pode representar um
problema nas etapas de construgdo de supercontigs e mapeamento de regides
repetitivas. Newbler apresentou rapido tempo de execucédo (oito minutos), sendo
inferior apenas ao Minia. Apresentou também um alto valor de “N50”, inferior apenas
ao resultado do SPAdes.

Mira3 apresentou uma menor quantidade de contigs e valores maiores nos
campos: “maior contig” e “N50” do que Mira4. Em compensacao, Mira4 formou um
“menor contig” maior do que sua versao anterior, além de um “tamanho do genoma”
maior. Ambas as montagens foram executadas em quarenta e trés minutos.

As duas versdes do Mira apresentaram resultados distintos, mesmo sendo
executadas com os mesmos parametros. Isso demonstra mudangas nos padrdes de
execucao do algoritmo interno entre as versdes. Mira4 apresentou uma quantidade
maior de contigs, mas foi capaz de gerar um genoma com um tamanho maior. Por

outro lado, Mira3 gerou um “N50” maior. Os tempos de execucao foram idénticos.
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Minia apresentou a maior quantidade de contigs, os menores tamanhos de
“‘menor contig”, “maior contig” e “N50”. Apesar disso, apresentou também o maior
tamanho total de genoma. O tempo total desde o registro da tarefa até a geracao do
arquivo de scaffolds foi aproximadamente um minuto. Por ndo desprezar contigs
pequenos, Minia pode obter o maior tamanho de genoma estimado na montagem de
novo para C. pseudotuberculosis 258. Minia apresentou um tempo de execugao
inferior a um minuto, um fato excepcional, apesar de que, isso possivelmente deve-
se a baixa cobertura média do sequenciamento.

SPAdes apresentou o maior tempo de execugao, o maior valor de “N50”, o
maior valor de “maior contig” formado, além do segundo mais alto “numero de

contigs”.

Tabela 4 — Tentativas de montagem para Cp258.

Tentativa | Software Numero de Tamanho do | Menor Maior N50 Tempo de
contigs genoma contig contig execugao

1 Mira3 41 2.353.419 837 249.766 | 93.650 0h43

2 Mira4 56 2.357.501 1.233 188.183 | 71.762 0h43

3 Minia 675 2.361.252 63 22.211 8.272 0h01

4 Newbler 27 2.348.526 5.309 | 316.245 |218.551 0h08

5 SPAdes 58 2.357.282 87 405.530 |272.654 0h52

3.2.2.2 Resultados e discussées da montagem de novo usando o genoma de

Corynebacterium pseudotuberculosis linhagem 1002

Para Cp1002 foram realizadas cinco tentativas de montagem de novo, que
apresentaram entre 9 e 2.425 contigs (Tabela 5). Devido a alta profundidade de
cobertura em Cp1002 (~2,5x superior a de Cp258) os softwares demandaram tempo
superior de execugao, se comparados a montagem de Cp258.

Mira3 apresentou o menor “numero de contigs”, maior valor de “menor contig”,
além do segundo maior valor de “N50”. Obteve também o maior tempo de execugao.
Mira4 obteve resultados proximos aos de Mira3, tendo resultado pouco superior nos
campos “maior contig” e “tamanho do genoma”.

Newbler apresentou resultados pouco distintos aos obtidos com Mira3 e
Mira4. Minia apresentou os piores resultados, como por exemplo, uma quantidade

de contigs até 240x superior aos outros softwares. Minia apresentou um tamanho de
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genoma superior em relagdo aos outros softwares, o que pode indicar erros de
montagem.
SPAdes gerou 15 contigs em um “tempo de execug¢ao” de 1h46, além do

maior valor de “N50” e “maior contig”.

Tabela 5 — Tentativas de montagem para Cp1002.

Tentativa | Software | Nimero de Tamanho do Menor Maior N50 Tempo de
contigs genoma contig contig execugao

1 Mira3 9 2.319.231 4133 | 542.891 | 402.955 3h33

2 Mira4 12 2.320.091 660 542.903 | 276.749 3h18

3 Minia 2.425 2.366.290 63 11.622 2.613 0h04

4 Newbler 10 2.317.746 5.991 542.754 | 402.788 0h19

5 SPAdes 15 2.317.579 87 818.938 | 486.047 1h46

3.2.3 Curadoria: finalizagao da montagem

Verificou-se bons resultados obtidos tanto na montagem com Mira3, Mira4,
Newbler e SPAdes. Entretanto, para finalizagdo da montagem escolheu-se as
montagens realizadas com Mira3 por apresentar um baixo numero de contigs na
montagem de ambos 0s organismos.

Para essa etapa foi necessario duplicar os resultados da montagem de Mira3
para que fosse possivel realizar duas tentativas de finalizagdo com os mesmos

dados iniciais: por referéncia e por mapeamento 6ptico.

3.2.3.1 Resultados e discussoes da finalizacao por referéncia

Foi realizado o alinhamento dos contigs com base nos respectivos genomas
de C. pseudotuberculosis 258 e C. pseudotuberculosis 1002 depositados no NCBI.
Esperava-se que, com os dados obtidos com o novo sequenciamento, seria possivel
melhorar a montagem, inserindo pequenos contigs antes nao detectados ou verificar
a existéncia de “mismatches”, sequéncias montadas em regides erradas. Poucas
diferencas foram notadas em Cp1002, entretanto em Cp258 foi possivel detectar
novas regiées nao presentes no primeiro sequenciamento.

Assim, as cinco etapas do processo de finalizagdo foram aplicadas (Tabela 6)
(graficos de sintenia em anexo). Para Cp258, dos 41 contigs, 39 puderam ser
alinhados contra a referéncia, gerando 38 gaps. Enquanto, que para Cp1002, do

total de 9 contigs, 8 puderam ser alinhados, gerando 7 gaps. Na segunda etapa é
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feita apenas a correcédo do inicio da fita, logo ndo ha alteragao na quantidade de
gaps. Na terceira etapa, foram analisadas as extremidades de cada gap. Assim, em
Cp258, foi possivel gerar 16 supercontigs, reduzindo a quantidade de gaps para 22.
Em Cp1002, foi criado 2 supercontigs, e a quantidade de gaps reduziu-se a 5. Na
quarta etapa, os gaps remanescentes foram fechados com base na extragdo do
consenso do mapeamento das leituras na referéncia. Nessa etapa todos os gaps de

Cp1002 foram fechados e em Cp258 restou apenas um gap.

Tabela 6 — Numero de gaps ao final da cada tentativa de finalizagdo da montagem de C.
pseudotuberculosis 258 (Cp258) e C. pseudotuberculosis 1002 (Cp1002).

Etapa Gaps Gaps
Cp258 | Cp1002
1 38 7
2 38 7
3 22 5
4 1 0
5 0 0

Na ultima etapa, foram exibidas estatisticas para auxiliar na curadoria manual.
Foi feito o download do arquivo de sequéncias de ambos os projetos, além do
arquivo de sequéncias nao ordenadas na primeira etapa (excluded.fsa). Detectou-se
que havia 2 contigs (6.141pb) ndo ordenados no genoma de Cp258 e 1 contig
(4.133pb) ndo ordenado no genoma de Cp1002.

Os arquivos com sequéncias foram analisados manualmente com CLC
Workbench. Para Cp258, foi possivel utilizar um dos contigs remanescentes para
fechar o ultimo gap. Assim, em ambas as montagens n&o havia mais gaps,
entretanto ambas possuiam um contig nao inserido, com tamanho aproximado de
4.000pb. A ferramenta online BLAST? do NCBI foi utilizada para analisar regides
codificadoras presentes nesses ultimos contigs de ambos os projetos. Constatou-se
que ambos os contigs se tratavam de operons de rRNA. Na espécie
Corynebacterium pseudotuberculosis é possivel detectar quatro coépias desse
operon. Cada operon possui trés regides codificadoras: 16s, 23s e 5s, que sao
altamente conservadas. Entretanto, a regido intergénica entre elas nédo é tao
conservada. Essas caracteristicas fazem com que a montagem das quatro cépias

dessa regido do genoma seja um problema computacional de dificil solugao. O que

% Disponivel em: <http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi>. Acesso em: 16 de agosto, 2014.
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explica o fato do software de montagem s ter gerado um unico contig para
representar quatro regides em um mesmo genoma.

Como os gaps em regides de operons de rRNA foram resolvidos com base na
extracdo da sequéncia consenso do mapeamento, pode-se eliminar esse ultimo
contig remanescente e considerar o genoma completamente fechado. Assim, o
genoma de Cp258 apresentou 2.370.835pb e o de Cp1002 apresentou 2.335.972pb.

3.2.3.2 Resultados e discussoes da finalizacao por mapeamento optico

Na finalizacdo da montagem por mapeamento 6ptico, utilizou-se o MapSolver
para ordenar os contigs com base no mapa de restricdo (Figura 35; Figura 36).

MapSolver nao foi capaz de ordenar pequenos contigs (menores que 70Kb).

t11_c19 [Kpnl] (in silico) [ t11_c18 [Kpnl] (insilj t11_c6 [Kpnl] (in silico) t11_c2 [Kpnl] (in silico)
I
ﬁl_cu [Kpnl] (in si| t11_cl [Kpnl] (in silico) | t11_c11 [Kpnl] (in silico) t11_c24 [Kpnl] (in silico)

Coryngbirterium psgudotuberculgsi 58) [Kpnl]

\

t11_c25 [Kpnl] (in silico) I 111_c12 [Kpnl] (in sili t11_c21 [Kpnl] (in silico) | 111_¢29 [Kpnl] (in silico)
t11_c15 [Kpnl] (in silicf t11_c8 [Kpnl] (in silico) [ t11_c27 [Kpnl] (in silico) l hﬁll_ﬂ [Kpnl] (in silico) | t11_c4 [Kpnl] (in silico)

t11_c16 [Kpnl] (in silico) | t11_c3 [Kpnl] (in silico) | t11_c10 [Kpnl] (in silico) | 111.c20 [Kpnl] Gn silico) |

111.c26 [Kpni n siico) | H-I 11122 [Kpnil (n silco) | t11.c31 [Kpni n silco) | 111.c28 [Kpnl] (n siico) |

t11_c13 [Kpnl] (in silico) | t11_c34 [Kpnl] (in silico) t11_c14 [Kpnl] (in silico) | t11_c9 [Kpnl] (in silico) |
t11_c¢5 [Kpnl] (in silico) 111_¢23 [Kpnl] (in silico) | JI t11_¢35 [Kpnl] (in silico)

Figura 35 - Alinhamento de contigs contra o mapa de restricdo no MapSolver para Cp258.
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Figura 36 — Alinhamento de contigs contra o mapa de restricao no MapSolver para Cp1002.

Em seguida, o relatério com a ordem dos contigs para ambos os projetos foi
exportado. Esse relatério foi importado na primeira etapa do processo de curadoria.
Assim, em Cp258, dos 41 contigs, 17 foram ordenados, produzindo 16 gaps; e em
Cp1002, dos 9 contigs, 7 puderam ser ordenados, produzindo 6 gaps. A segunda e
quarta etapas nao puderam ser realizadas por ndo se ter um genoma referéncia. Na
terceira etapa, em Cp258 a quantidade de gaps foi reduzida para 14, e em Cp1002
para 4. Na quinta etapa, foi feito o download tanto o arquivo de sequéncias nao
alinhadas quanto o arquivo com o scaffold formado.

Constatou-se que 24 contigs (537.383pb) ndo estavam ordenados no genoma
de Cp258, e 2 contigs (21.900pb) nao estavam ordenados no genoma de Cp1002.

Para inserir os ultimos contigs optou-se por utilizar uma estratégia hibrida:
primeiro separou-se o arquivo com o scaffold gerado em um arquivo com multiplas
sequéncias, em seguida o arquivo de sequéncias excluidas foi unido a ele. Com o
novo arquivo gerado foi feito um alinhamento contra referéncia utilizando
CONTIGuator. Com o grafico de alinhamento gerado pelo CONTIGuator foi possivel
analisar manualmente onde os pequenos contigs se alinhavam, respeitando o
principio que a ordem dada pelo resultado do mapeamento oOptico estava sendo
mantida. Assim, utilizando CLC Workbench, os pequenos contigs foram inseridos na

fita final. Por fim, restou em cada projeto apenas um contig que continha um operon
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de rRNA. Esse contig foi desprezado, pois as regides de operon de rRNA foram
mapeadas no genoma referéncia, assim como todos os gaps remanescentes.

Para validar o resultado dessa montagem, a sequéncia final foi importada pelo
MapSolver e alinhada com o mapa de restricdo (Figura 37; Figura 38). Ambos os
resultados mostraram que as montagens realizadas apresentam boa sintenia com o
mapa de restricdo, demonstrando assim que, as estratégias adotadas para insergéao

de pequenos contigs nao ordenados pelo MapSolver foram eficazes.

| ’ | ' 1,000,’ooo|bp 2,000,000 bp

Corynebacterium pseudotuberculosis (258) [Kpnl]
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Figura 37 — Uso do MapSolver para validagao da montagem realizada com SIMBA para Cp258.
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Figura 38 — Uso do MapSolver para validagao da montagem realizada com SIMBA para Cp1002.

O genoma de Cp258 apresentou 2.368.328pb e o de Cp1002 apresentou
2.334.892pb.

3.2.4 Comparacgao entre montagens

3.2.4.1 Diferenca entre tamanhos de genoma

Na montagem por referéncia de Cp1002, o genoma obtido foi 859pb maior do
que o depositado no NCBI, enquanto na montagem por mapeamento Optico foi
221pb menor (Tabela 7). Com base no estudo de Jinemann e colaboradores (2013)

€ possivel inferir que erros de insergdes e delegdes em dados oriundos de lon
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PGM™ (leituras de 200pb) podem causar pequenas variagdes no tamanho final do
genoma dependendo da forma como os dados sdo processados. Assim, pode se
considerar que essas variagdes nao representam diferengas significativas de
tamanho.

Entretanto, em Cp258 ha uma elevada diferenca entre o tamanho do genoma
depositado no NCBI e o tamanho dos genomas nas montagens finalizadas por
referéncia e por mapeamento oOptico (Tabela 7). A diferenca, superior a 55.000pb,
indica que a nova montagem apresenta uma vasta quantidade de genes néo

identificados anteriormente.

Tabela 7 — Comparacgao entre tamanho de genoma depositado no NCBI, da montagem por
referencia e da montagem por mapeamento 6ptico para Cp258 e Cp1002.

Cp258 Cp1002
Genoma depositado no NCBI 2.314.404pb 2.335.113pb
Montagem por referéncia 2.370.835pb 2.335.972pb
Montagem por mapeamento éptico 2.368.328pb 2.334.892pb

3.2.4.2 Alinhando sequéncias do NCBI com mapa de restricdo

O mapa de restricao foi utilizado para avaliar a qualidade da montagem dos
genomas de Cp258 e Cp1002 depositados no NCBI. Para isso, foi feito o download
dos genomas, importacdo desses dados para o MapSolver e alinhamento das
sequéncias com os mapas de restrigao.

O genoma de C. pseudotuberculosis 258 (NC_017945) nao apresentou
grandes “mismatches” quando alinhado ao mapa de restricdo (Figura 39).
Entretanto, € possivel visualizar diferencas entre o tamanho do genoma e do mapa

de restri¢ao.

| 1,000,000 bp 2,000,000 bp
L ' L s | L ' L ' L L L L l L L " L "

Corynebacterium pseudotuberculosis (258) [Kpnl]

Figura 39 — Comparativo no MapSolver do mapa de restricdo (acima) com o genoma de
Corynebacterium pseudotuberculosis 258 (NC_017945) depositado no NCBI (abaixo).
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Entretanto a mesma analise para o genoma de C. pseudotuberculosis 1002
(NC_017300) mostrou uma regidao superior a um milhdo de pares de base, em
posicao inversa (Figura 40). Essa inversdo no genoma depositado foi propagada na

montagem finalizada por referéncia.

2,000,000|bp

| | 1,000,000|bp

Corynebacterium pseudotuberculosis (1002) [Kpnl]

NC_017300 Corynebacterium pseudotuberculosis 1002 chromosome, complete genome [Kpnl] (in silico)

Figura 40 — Comparativo no MapSolver do mapa de restricdo (acima) com o genoma de
Corynebacterium pseudotuberculosis 1002 (NC_017300) depositado no NCBI (abaixo).

3.2.4.2 Comparando o genoma de Cp258 com o genoma de Cp1002

A deteccdo de uma grande inversao em Cp1002 através do mapeamento
Optico, inversdo que nao ocorre em Cp258, levantou a hipétese de ndo haver uma
grande sintenia entre linhagens de biovares diferentes na espécie Corynebacterium
pseudotuberculosis. Para testar essa hipdtese, os dois genomas obtidos pela
montagem finalizada com base no mapeamento 6ptico foram submetidos a uma
comparagdo no WebACT?. Em seguida os resultados foram analisados com a
ferramenta ACT?. O gréfico gerado (Figura 41) pode ser utilizado para comprovar a
existéncia da inversdo entre elas. E possivel visualizar linhas que interligam quatro
diferentes pontos (duas em vermelho e duas em azul para cada regiao), as quais
representam regides que codificam rRNA. Com base nisso € possivel dizer que as
inversdes ocorrem entre duas regides de operons de rRNA, entretanto ndo foi

possivel entender os motivos pelo qual essas inversdes ocorreram.

2 Disponivel em: <http://www.webact.org/WebACT/home>. Acesso em: 16 de agosto, 2014.
2 Disponivel em: <http://www.sanger.ac.uk/resources/software/act/>. Acesso em: 16 de agosto, 2014.
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Figura 41 — Comparativo entre Cp1002 (acima) e Cp258 (abaixo) usando ACT.

Linhas vermelhas indicam regides homologas, enquanto linhas em azul indicam inversées. E possivel
observar linhas vermelhas ligando diferentes regides préoximas ao bloco de linhas azuis. Essas
regides sao codificadoras de rRNA.

Assim, conclui-se que a realizagado de experimentos de mapeamento optico
em outras linhagens da espécie Corynebacterium pseudotuberculosis € de grande
importancia, pois permite a deteccdo de erros de montagem em grandes regides
repetitivas. Entretanto, cabe ressaltar que essas grandes inversbes podem ocorrer
aleatoriamente sob condigdes ainda desconhecidas. O que indica a possibilidade de

mudancgas na estrutura do genoma entre dois sequenciamentos distintos.
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4. Consideracoes finais

A interface de SIMBA demonstrou grande usabilidade, facilitando assim a execugéao
de diversos processos de montagem de genomas procariotos através de diferentes
estratégias. Descomplicar os processos de montagem permite que bioinformatas se
preocupem menos com atividades técnicas, e assim, possam se dedicar em estudar,
analisar e buscar compreender os processos biologicos.

Durante o estudo de caso, em que houve uma comparacao entre diferentes
tipos de finalizagdo de montagens, pode-se perceber a inversdao de uma grande
regidao no genoma de Cp1002, que nao existe em Cp258. Isso levantou diversas
questdes: quais as vantagens para o organismo obtidas por essa inversao em seu
genoma? Isso causou alguma alteragdao em seu estilo de vida? Quais seriam as
condigdes biologicas para que a inversdao ocorresse? Poderiam organismos com
genomas tao distintos ser da mesma espécie? Sera que essa inversao ocorre em
outras linhagens de C. pseudotuberculosis do mesmo biovar? Este trabalho nao tem
por objetivo tentar responder essas questdes, entretanto é importante levanta-las
para futuros trabalhos.

Quanto aos softwares de montagem de novo, era esperado que aqueles que
utilizassem a abordagem OLC obteriam um melhor resultado de montagem com
dados de lon PGM™, devido a menor sensibilidade do algoritmo a erros de
homopolimero. Isso destaca os bons resultados de Mira3, Mira4 e Newbler.
Entretanto, SPAdes também apresentou um bom resultado devido a presencga de
uma etapa de corregdes de leituras em seu pipeline. Mira3 foi superior a Mira4 em
quase todos os parametros avaliados, o que pode se considerar um resultado atipico
por Mira4 se tratar de uma versao posterior a Mira3. Apesar da rapida execucgéo,
Minia nao apresentou bons resultados, o que nao esta totalmente ligado ao
algoritmo utilizado por ele, mas possivelmente ao fato de ter sido desenvolvido para
trabalhar com genomas de eucariotos.

O mapeamento Optico oferece mapas visuais de genomas de alta defini¢ao,
porém nao € capaz de ordenar com precisdo contigs muito pequenos (em alguns
casos, menores que 70Kb). Nesse caso, a abordagem por referéncia foi eficiente
para auxiliar na ordenagao desses contigs. Entretanto, pode-se perceber que a

finalizagdo de montagens apenas por referéncia pode ser ineficaz em alguns casos,
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como em Cp1002, por permitir a propagacao de erros ocorridos em montagens
anteriores.

O cdédigo-fonte de SIMBA foi disponibilizado a comunidade desenvolvedores
pela plataforma Sourceforge. Através de <http://ufmg-simba.sourceforge.net> pode-
se fazer o download do codigo-fonte, que podera ser livremente modificado e
distribuido.

4.1 Perspectivas para trabalhos futuros

* Inserir o software de montagem SPAdes ao SIMBA;

* Desenvolver um modulo para adicdo automatica de novos softwares de
montagem;

* Permitir que as definicbes padrées de montagem de novo sejam alteradas
pelo usuario na interface;

* Inserir um modulo de finalizagdo de montagem de novo, comparando
similaridades apenas entre contigs;

* Realizar um estudo para compreender os motivos que levaram a inversao
entre os genomas de C. pseudotuberculosis 258 e C. pseudotuberculosis
1002;

* Realizar o mapeamento O6ptico de outras linhagens da espécie C.
pseudotuberculosis a fim de verificar se a inversao ocorrida em Cp1002 existe

em outras linhagens.
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