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Glossario

Analise filogenética: estudo da relagdo entre os organismos, no qual se pode verificar quao pro-
ximos, evolutivamente, eles estdo uns dos outros. Para isso, sdo analisados os dados genéticos
desses organismos.

Contig: sequéncias maiores de DNA que s3o montadas por meio de sobreposi¢do de reads.
Read: resultado obtido apds o sequenciamento de genomas por sequenciadores de alto desem-

penho. Corresponde a uma pequena sequéncia de poucos pares de base.
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Resumo

A microbiologia foi impactada por dois fatores que t€m permitido um nimero cada vez maior
de descobertas. O primeiro deles foi a descoberta da importancia que o estudo da metagendmica
possui para a ciéncia, visto que grande parte da diversidade de micro-organismos encontra-se
no meio ambiente e ndo € possivel realizar a sua cultura em laboratério. O segundo diz respeito
ao avanco tecnoldgico iniciado com equipamentos para a visualizacdo dos micro-organismos,
passando pelo sequenciamento de bactérias nos anos 90 até os sequenciadores de alto desem-
penho utilizados atualmente. O uso desses equipamentos para obtencdo de dados bioldgicos,
apesar de permitir que muitas descobertas fossem e sejam realizadas, provocou desafios com
relac@o a organizacdo e andlise dos dados gerados. O objetivo deste trabalho foi analisar dados
dos genomas que fazem parte de sequenciamentos de metagenomas. Em particular, abordou-se
a montagem de genomas a partir de sequéncias de metagenomas e a andlise comparativa des-
tes genomas com outros mais similares para completar montagens parciais e/ou identificar a
provéavel filogenia de novas espécies. Como resultado, foram desenvolvidas ferramentas para
realizar a identificacdo das espécies presentes em sequéncias metagendmicas, ferramentas para
auxiliar no processo de montagem e para realizar a andlise taxondmica das sequéncias monta-
das de modo a identificar a similaridade entre os genomas dos micro-organismos presentes no
metagenoma.

Palavras-Chave: montagem e andlise de genomas, andlise filogenética, metagendmica, taxo-
nomia.
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Abstract

The microbiology was impacted by two factors that allowed an increased number of new dis-
coveries. The first one was the discover of the importance in metagenomics study to science,
since great part of microorganisms diversity lies in the environment and it can not be cultured
on laboratories. The second one was the technology advance which started with the visuali-
zation equipments of microorganisms to the bacteria’s sequencing in the 90s decade until the
high performance sequencers used nowadays. The use of these equipments to obtain biologic
data, despite have allowed a great number of discoveries has been made, brought challenges
like data’s organization and its analysis. The objective of this paper was analyse genomes data
which is part of metagenomes sequencing. In particular, the approach was the genomes assem-
bly by metagenomes sequencies and a comparative analysis of these genomes with similaries
ones in order to complete partial assembly and/or identify new species probably philogeny. As
a result, some tools were developed to identify the species of metagenomics sequences, for hel-
ping in the assembly process, and to analyse the taxonomy of the assembled sequences in order
to identify the similarity between microorganisms genomes in metagenome.

Keywords: assembly and genome analysis, phylogenetic analysis, metagenomics, taxonomy.
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1 Introducao

A ciéncia atual tem sido revolucionada pelo avancgo tecnoldgico dos equipamentos utilizados,
cuja capacidade de aquisi¢do de dados cresce cada vez mais (HEY; TANSLEY; TOLLE, 2009).
Um dos campos da ciéncia afetados por esse avancgo foi a biologia, visto que a evolucdo dos
equipamentos permitiu que dados bioldgicos fossem produzidos rapidamente e em grande vo-
lume. Por este motivo, o uso de computadores para manipular e analisar esses dados tornou-se

imprescindivel nas pesquisas bioldgicas.

A area de bioinformatica esté atrelada a este contexto, uma vez que trata-se da aplicagdo de
técnicas provenientes dos campos da matematica, estatistica e da ciéncia da computacio para
entender e organizar, em larga escala, a informacao associada aos dados biolégicos. Em resumo,
pode-se dizer que bioinformatica é um sistema de informacao de gestao para a biologia molecu-
lar e que possui diversas aplicagdes praticas (LUSCOMBE; GREENBAUM; GERSTEIN, 2001).
Um dos campos mais conhecidos da bioinformatica € o relacionado a microbiologia computa-

cional ou, em particular, 2 montagem e anotacao de genomas.

O avango nos processos de montagem e anotagdo de genomas, portanto, também esta inti-
mamente ligado ao avanco tecnolégico dos equipamentos para sequenciamento de DNA, cujas
técnicas foram aprimoradas e desenvolvidas a partir de 1970. Até o final da década de 1990, o
sequenciamento, montagem e anotacdo do genoma de uma unica bactéria, cujo genoma € tipi-
camente composto por poucos milhdes de pares de bases, era uma tarefa custosa (tanto finan-
ceiramente quanto no tempo necessdrio para ser realizada) (SETUBAL; MEIDANIS, 1997).
Com os sequenciadores de alto desempenho desenvolvidos nos tltimos anos, tornou-se possi-
vel, em um dnico sequenciamento, a obtencao de grande volume de DNA (dezenas de milhdes
de bases) que, por tratar-se de um grande volume de dados, também trouxe novos desafios. Um
dos principais estd relacionado ao fato de que muitas vezes, em um Unico sequenciamento, €
sequenciado material genético de centenas de individuos de milhares de espécies diferentes e
o objetivo desse tipo de estudo € realizar a andlise da gendmica de um dado nicho especifico
(por exemplo, do estbmago de um animal, do solo ou da dgua de locais especificos). Estes

projetos sdo tipicamente chamados de projetos de gendmica ambiental ou metagendmica, em
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que, pelo fato do DNA ser originado de diversas populagdes, a recuperacao dos genomas acaba

se tornando uma tarefa complexa (SHARON; BANFIELD, 2013).

Apesar dessa complexidade, o estudo da metagendmica € de extrema importincia pois, du-
rante muito tempo, cientistas se dedicaram ao estudo de micro-organismos cuja cultura podia
ser feita em laboratério, devido ao poder e precisao dos estudos de bactérias nessas condigdes.
Entretanto, percebeu-se que a cultura ndo capturava a grande diversidade microbiana existente,
que se encontra principalmente entre os micro-organismos em que ndo € possivel fazer a cul-
tura. Portanto, neste contexto, a metagendmica tornou-se uma pega central para se obter conhe-

cimento sobre a fisiologia e genética desses micro-organismos (HANDELSMAN, 2004).

Nos projetos de gendmica ambiental, o resultado do sequenciamento corresponde a milhdes
de pequenos pedacos de DNA (chamados de reads, com dezenas ou poucas centenas de pares
de bases) e sem identificagdo de qual organismo este DNA foi extraido. Assim, um problema
inicial € tentar agrupar os reads de acordo com a espécie a que pertencem e, utilizando-se al-
goritmos baseados na sobreposi¢do de sequéncias de DNA, sobrepor estes reads em sequéncias
maiores (chamadas de contigs) a fim de tentar, se possivel, reconstruir a sequéncia de DNA do

genoma completo daquela espécie (processo este conhecido como montagem do genoma).

Dois dos principais desafios relacionados a esta atividade sao a identificacao das sequéncias
(reads) que pertencem a cada espécie e a montagem em si dos genomas, pois provavelmente
existirdo partes faltantes (que ndo permitirdio uma montagem completa) e muito dos genomas

possuem regides repetitivas (o que dificulta a montagem por sobreposi¢ao).

Ap6s a identificacdo das provaveis espécies a que pertence cada read e a montagem destes
genomas, surgem diversos desafios na andlise destes dados. Dentre eles estdo: (i) a andlise
da quantidade e diversidade dos organismos encontrados, tarefa que se torna mais interessante
quando sdo feitos diferentes sequenciamentos de um mesmo nicho ecolégico, por exemplo, um
sequenciamento por més ou por estagdo do ano, pois € possivel realizar uma andlise compa-
rativa entre as informac¢des de cada sequenciamento e tentar identificar as razdes bioquimicas
para as variagOes encontradas; (ii) verificacdo se alguma das espécies sequenciadas provavel-
mente corresponde a uma nova espécie (nunca sequenciada previamente); este desafio pode
ser enfrentado realizando-se andlises filogenéticas, em que se pode obter estimativas mais ro-
bustas (SUNAGAWA et al., 2013) e ter maior poder de discriminagdo de espécies quando re-
alizada a concatenacao de diversos genes (DEVULDER; MONTCLOS; FLANDROIS, 2005);
(ii1) identificagdo de genes de interesse (para alguma aplicagcdo industrial, por exemplo); (iv)
identificac@o dos processos metabodlicos que estdo ocorrendo ao longo do tempo naquele nicho

(utilizando, por exemplo, informacdes sobre genes expressos).
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Este trabalho esta contextualizado dentro do Nucleo de Pesquisa em Ciéncia Gendmica
(NAP-CG) da Universidade de Sdo PauloE] que retine pesquisadores em biociéncias e pesquisa-
dores em bioinformdtica para pesquisa e trabalho conjunto em projetos de ci€ncias gendmicas.
O principio organizador do nucleo sdo projetos motores, que sdo projetos com base gendmica,
com necessidades sofisticadas de bioinformatica e liderados por participantes do nicleo. Espe-
cificamente, este projeto ird auxiliar na realizacdo das atividades do projeto motor Metageno-
mica de microbiomas do Zooldgico de Sao Paul (MARTINS et al., 2013)).

U http://www.iq.usp.br/napcg/
2 http://www.iq.usp.br/setubal/metazoo.html



2  Objetivos

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi desenvolver ferramentas para auxiliar no processo de mon-
tagem de genomas a partir de metagenomas e realizar uma andlise filogenética comparando
as informacdes dos genomas montados (total ou parcialmente) em relacdo aos genomas mais

proximos.

2.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos deste trabalho foram:

e Desenvolver/estender técnicas para a identificacdo automadtica da provavel espécie a que

pertence cada read,
e Agrupar os reads de cada espécie e realizar a montagem destes reads;

e Especificar uma metodologia e desenvolver novas ferramentas para automatizar a anélise
filogenética dos genomas montados tentando utilizar toda a informacdo disponivel do

genoma e ndo apenas genes especificos.



3 Revisao bibliografica

Por conta da importancia cientifica que o estudo de metagenomas possui, diversas ferramentas e
metodologias para realizacdo da montagem de genomas a partir de metagenomas e para andlise
filogenética foram desenvolvidas nos ultimos anos. Nesse capitulo, serdo abordadas algumas

dessas ferramentas, que foram encontradas por meio da revisdo bibliogréfica.

O programa MEGAN (HUSON et al., 2007) € uma ferramenta para andlise de dado de
metagenomas. Para realizar tal andlise, utiliza a taxonomia proveniente do NCBI e ferramentas,
como o BLAST, para realizar a comparagado dos reads de entrada com sequéncias ja conhecidas.
Com esses dados, a ferramenta utiliza a abordagem do menor ancestral em comum para realizar
a atribuicdo taxondmica do read de acordo com o resultado da comparacao. A classificacdo de
um read em um determinado tdxon (unidade taxondmica, que pode ser um reino ou espécie,
por exemplo) se d4 apos a andlise de 6 marcadores filogenéticos (rRNA, RecA/RadA, HSP70,
RpoB, EF-Tu e Ef-G). A ferramenta realiza a montagem de reads provenientes de metagenomas
e ndo estima a abundancia quantitativa de organismos, pois sé conta os reads mapeados para
espécies e genes conhecidos, medida que € afetada pelo comprimento do gene ou pelo tamanho
do genoma. Além disso, utiliza somente o bit-score como parametro para filtrar alinhamentos

considerados insignificantes.

O SmashCommunity (ARUMUGAM et al., 2010) realiza a anélise e anotacdo de metage-
nomas. As amostras fornecidas para a ferramenta podem ser classificadas filogeneticamente por
meio da identificacdo dos reads que contenham sequéncias do gene 16S rRNA ou utilizando
apenas as melhores correspondéncias encontradas pelo BLAST para referenciar os genomas
taxonomicamente. O ndmero de perfis filogenéticos gerados € calculado ao contar os reads
classificados e corrigindo o tamanho do genoma ou da variagdo do nimero de cépias do gene
16S rRNA. A analise € feita com sequéncias geradas pelos sequenciadores de alto desempenho
Sanger e 454 e, além disso, a ferramenta ndo realiza a montagem de metagenomas, que € feita

por meio das ferramentas Arachne e Celera.

O algoritmo SOrt-ITEMS (HAQUE et al., 2009) realiza o processo de agrupamento reads
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ou contigs para atribui-los a um mesmo nivel taxonomico. Primeiramente, verifica a qualidade
do alinhamento entre o read e a correspondente sequéncia alvo no BLAST e depois encon-
tra o nivel taxondmico ao qual o read pode ser atribuido. A qualidade € verificada por meio
dos valores bit-score, alignment length e percentage of identities de cada alinhamento. Em se-
guida, o algoritmo identifica sequéncias que apresentam similaridade significante com o read
de consulta. Essas sequéncias identificadas sdo entdo utilizadas para a atribui¢do final de um
read. Para encontrar o nivel taxondmico ao qual o read deve ser atribuido, o algoritmo também
utiliza o conceito de menor ancestral em comum. Uma andlise realizada indicou que esse algo-
ritmo realizou menos erros ao atribuir os niveis taxondomicos do que a ferramenta MEGAN, o
que indica que € importante levar em consideragdo outros pardmetros do alinhamento, além do

bit-score, para atribuir um determinado nivel taxondmico a um read.

O CARMA3 (GERLACH; STOYE, 2011) € um algoritmo inspirado em outros, como o
SOrt-ITEMS, que realiza a classificagdo taxondmica de sequéncias metagendmicas montadas
ou ndo. Para tanto, utiliza o BLAST e o HMM3, que € uma ferramenta para andlise de sequén-
cias através do uso do modelo oculto de Markov, além de também utilizar a abordagem de
menor ancestral em comum para realizar a classificacdo. O método utilizado por este algoritmo
assume um modelo de evolu¢do no qual os diferentes familias de genes apresentam diferentes

taxas de mutagdo, mas dentro de cada familia essas taxas ndo variam demasiadamente.

A ferramenta MetaPhyler (LIU; GIBBONS; POP, 2010) baseia-se em 31 genes como mar-
cadores filogenéticos para referéncia taxonémica. O classificador baseia-se no BLAST e utiliza
diferentes limiares para cada um dos parametros que sdo automaticamente aprendidos a partir
da estrutura da base de dados de referéncia. Com isso, a ferramenta pode identificar novos or-

ganismos ou tadxons. Testes realizados com a ferramenta demostraram que o seu desempenho

foi superior as ferramentas CARMA3 e MEGAN.

Genometa (DAVENPORT et al., 2012)) € uma ferramenta que realiza a atribui¢io taxond-
mica a pequenos reads de metagenomas de procariontes. Isto permite que os usudrios verifi-
quem a distribuicdo de reads pelo genoma de cada espécie identificada para que possam remo-
ver os alinhamentos que considerem atrapalhar a classificacdo. Ela s6 atribui reads as espécies
cujos genomas estdo contidos nas sequéncias de referéncia utilizadas. Com isso, a ferramenta
possui uma boa performance ao analisar dados de metagenomas com a microbiota bem carac-
terizada em termos de genomas de referéncia, mas ndo analisa tdo bem amostras provenientes

do meio ambiente.

Por fim, hé o sistema MG-RAST (MEYER et al., 2008) que possui algumas funcionalida-

des, como comparar os dados fornecidos pelo usudrio com outros metagenomas ou genomas
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completos ou comparar o metabolismo e anotagdes de um ou mais genomas ou metagenomas.
A ferramenta permite que o usudrio escolha a abordagem (utilizacdo do 16S rRNA ou a partir de
resultados do BLAST) para realizar a comparacdo do metagenoma. Assim como a ferramenta

MEGAN, ndo estima a abundancia quantitativa de organismos.



4 Metodologia

A metodologia deste trabalho consistiu, primeiramente, no estudo de diversos trabalhos relaci-
onados a metagendmica, montagem e anotacdo de genomas e andlises filogenéticas publicados
nos dltimos anos, por meio de uma revisao bibliografica. Este estudo focou-se nos trabalhos
que apresentavam metodologias para a montagem de genomas a partir de metagenomas e para
a andlise filogenética. Para tanto, as pesquisas pelos artigos foram realizadas nas bibliotecas
eletronicas da ACM (Association for Computing Machinery IEEE (Institute of Electrical and
Electronics Engineersﬂ e PLOS ONEﬂ Adicionalmente, foram feitas pesquisas em outras re-
vistas cientificas que possuissem artigos a respeito de ferramentas ou metodologia citadas pelos

artigos encontrados nas trés bibliotecas digitais utilizadas.

A partir deste estudo foi especificada, implementada e testada uma ferramenta para a identi-
ficac@o das espécie a que pertencia cada sequéncia e mesmo o agrupamento de sequéncias (que
potencialmente pertencam a mesma espécie, por mais que ainda seja desconhecida/ndo sequen-
ciada) para que fosse realizada a montagem destas sequéncias. A identificacdo das espécies
baseou-se nos resultados de ferramentas de alinhamento local que compararam as sequéncias
de entrada com o banco de sequéncia de nucleotideos ndo-redundantes do NCBI (National Cen-
ter for Biotechnology Information As ferramentas de alinhamento local utilizadas foram o
USEARCHE] e BLASTﬂ J4 a montagem das sequéncias foi realizada pela ferramenta Newbletﬂ
Além disso, foi necessdria a utilizacdo da taxonomia proveniente também do NCBI para realizar

a identificacdo e classificagdo das sequéncias.

As ferramentas de alinhamento foram configuradas para gerar arquivos no formato m8, que
sdo arquivos tabulados com 12 campos com informagdes sobre o alinhamento. Esses cam-

pos sdo: query name, que € o nome da sequéncia de consulta; subject name, que € nome da

! http://dl.acm.org/

2 http://ieeexplore.ieee.org/Xplore/

3 http://www.plosone.org/

4 http://www.ncbi.nlm.nih.gov

> http://www.driveS.com/usearch

© http://blast.be-md.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

7 http://454.com/products/analysis-software/index.asp
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sequéncia cujo alinhamento foi encontrado; o campo percent identities € porcentagem de bases
idénticas; aligned length é o tamanho do alinhamento; number of mismatched positions, que
¢ o nimero de alinhamentos entre bases diferentes; number of gap positions, que se trata do
numero de espacos em branco (buracos) no alinhamento; query sequence start, que é a posi¢ao
inicial na sequéncia de consulta, ou seja, onde o alinhamento comecou; guery sequence end,
que € a posi¢ao final na sequéncia de consulta (onde o alinhamento terminou); subject sequence
start, que € a posicao inicial na sequéncia encontrada; o subject sequence end é a posi¢ao final
na sequéncia encontrada; e-value, que € a probabilidade do alinhamento ser uma coincidéncia;
e o bit-score, que € a nota dada ao alinhamento. Portanto, sdo esses os dados de entrada para a

ferramenta de identificacdo de espécie.

Com base nos genomas montados (parcialmente ou totalmente) foram especificadas, desen-
volvidas e testadas ferramentas para a realizacao de anélises filogenéticas objetivando-se utilizar
a maior quantidade possivel de informagdes para esta andlise e nao apenas os genes especificos

tipicamente utilizados nesta analise.

Todas as ferramentas foram desenvolvidas utilizando-se a linguagem de programacdo Java
e houveram chamadas das ferramentas desenvolvidas para ferramentas ja implementadas em

Java e Perl.

Além disso, foram criados scripts em R para a geracdo de diagramas que possibilitaram a

andlise filogenética. Para que fosse possivel criar tais diagramas, foi necessario instalar o pacote
ape ﬂ

As implementacOes resultantes foram testadas com dados reais e os resultados foram ana-
lisados e validados com a ajuda de um especialista do dominio e com base em outras andlises
ja realizadas e curadas manualmente. Esses dados reais fornecidos como entrada para as fer-
ramentas foram sequéncias metagendmicas da compostagem realizada no Zooldgico de Sao
Paulo, provenientes de amostras coletadas que foram sequenciadas pelo sequenciador de alto
desempenho Roche 454 GS FLX Titanium (MARTINS et al., 2013).

8 http://cran.r-project.org/web/packages/ape/
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S Resultados

Como resultado, foram desenvolvidas ferramentas que tratam da montagem e analise de geno-
mas a partir de metagenomas. A Figura [5.1] apresenta a interagdo com as ferramentas desen-
volvidas, destacadas em amarelo, com outras ferramentas ja desenvolvidas e com o conjunto de

dados utilizado.
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Figura 5.1 — Visao geral com todas ferramentas desenvolvidas e utilizadas

De acordo com a Figura [5.1] tém-se em 1 as sequéncias metagendmicas geradas a partir
das amostras coletadas da compostagem realizada no Zooldgico de Sao Paulo que foram se-
quenciadas pelo sequenciador de alto desempenho Roche 454 GS FLX Titanium. Os reads
gerados por esse sequenciamento, ou seja, as sequéncias metagendmicas, foram entdo com-
parados com as sequéncias de nucleotideos ndao-redundantes do banco do NCBI (representado

na Figura [5.1] como 2 - banco de sequéncias) por meio das ferramentas de alinhamento lo-
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cal USEARCH e BLAST, em 3. Os alinhamentos gerados por essas ferramentas foram entao
utilizados como entrada pela ferramenta desenvolvida neste trabalho, em 4, que identifica a
classificagdo taxondmica mais provdvel com base nos alinhamentos por meio da utilizagao da

taxonomia proveniente do NCBI.

A ferramenta de identificacdo de espécies possui filtros que sdo parametrizados pelo usua-
rio, de modo que so classifica as sequéncias que estdo acima do limiar escolhido. Os filtros
dizem respeito aos valores minimos € maximos que 6 dos 12 campos do arquivo m8 devem
satisfazer para que o alinhamento seja considerado bom e sdo os seguintes: percent identities
minimo, aligned length minimo, number of mismatched positions méaximo, number of gap po-
sitions maximo, e-value maximo e o bit-score minimo. Se todos os filtros forem satisfeitos para

um determinado alinhamento, entdo € realizada a identificacdo da espécie daquela sequéncia.

Além disso, também foi realizada uma montagem (em 5), com a ferramenta Newbler, utili-
zando todos os reads (sem a prévia separagdo dos reads por genoma) €, com 0s contigs monta-
dos a partir da sobreposi¢do dos reads, foi realizado o alinhamento com as sequéncias do banco
do NCBI, na etapa identificada como 6. Em seguida, na etapa 7, uma ferramenta desenvol-
vida analisa a montagem e os alinhamentos realizados identificando-se quantos reads de cada

espécie um contig possui e quais reads ficaram sem identificagdo de espécie.

Com os alinhamentos identificados por espécie, o resultado da montagem dos reads (sem a
prévia separacdo dos reads por genoma) e a identificacdo de quantos reads de cada espécie um
contigs possui e quantos ficaram sem identificacdo, os reads foram agrupados de acordo com a
espécie ao qual provavelmente pertenciam e, apds esse agrupamento, foi realizado o processo

de montagem novamente, que ocorre em 8.

As sequéncias montadas serviram de entrada para a ferramenta, identificada como 9, que
identifica os contigs consecutivoﬂ ou seja, verifica se ha sequéncias que poderiam ser sobre-
postas ou justapostas de modo a gerar sequéncias maiores, mas que o montador nao conseguiu
fazé-lo. Para tanto, essa ferramenta implementa um algoritmo de backtracking para que sem-
pre encontre as melhores combinacdes de contigs que possam formar as maiores sequéncias

possiveis para cada espécie.

Ap0s essa identificacao dos contigs consecutivos, foi utiliza outra ferramenta desenvolvida,
em 10, que procura por reads que resolvam os conflitos e formem “pontes” para juntar os con-
tigs encontrados pela ferramenta anterior de modo que a montagem possa gerar as sequéncias
maiores. Essa procura pelos reads foi realizada por meio da observacdo dos campos query

sequence start e query sequence end, presentes no arquivo m8 fornecido pelas ferramentas de

! Ferramenta desenvolvida pelo aluno de iniciacio cientifica Geraldo José dos Santos Jtnior
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alinhamento local.

Com os dados gerados por essa ferramenta de selecao de reads, € realizada a montagem das
sequéncias em 11. Essa montagem resultou em sequéncias maiores, com menos lacunas do que

as montagens realizadas anteriormente.

Em seguida, foi realizado o alinhamento dessas sequéncias maiores em 12. As sequéncias
maiores € com menos lacunas geradas pela montagem em 11 permitem um identificacio mais
precisa de qual espécia a sequéncia pertence ou mesmo se a sequéncia possivelmente pertence
a uma espécie nova (nunca antes sequenciada). Posteriormente, a ferramenta de identificacdo

de espécies foi utilizada para verificar a taxonomia desses alinhamentos gerados.

Em 13, foi realizada a identificac@o das espécies desses alinhamentos, que foi feita de modo
que, se o contig ndo possui nenhum read com identificacdo de espécie, ou seja, se ndo houve
alinhamento de seus reads, entdo o contig é classificado como “sem identificacdo”; se o contig
foi montado com reads de uma tnica espécie, o contig € identificado como pertencente a essa
espécie; e, no caso do contig possuir reads de diferentes espécies, ele € identificado pelo nivel
taxondmico em comum que as diferentes espécies compartilham. Essa abordagem é chamada
de menor ancestral em comum (do inglés, Lowest Common Ancestor - LCA), que também foi
utilizada por outras ferramentas como o MEGAN e o SOrt-ITEMS para classificar o read pelo
nivel taxondmico mais alto em comum que os organismos que alinharam com o read possuem.
Um problema dessa abordagem é que alinhamentos insignificantes podem resultar na atribui-
cdo de niveis relativamente altos (classificacdo no reino Bacteria, por exemplo) ao read, o que
acaba reduzindo a especificidade da montagem dos reads e contigs (HAQUE et al., 2009). Por
isso, essa ferramenta desenvolvida também possui os mesmos filtros das ferramentas anteriores
e que sdo parametrizados pelo usudrio, de modo que apenas os alinhamentos considerados rele-
vantes serdo utilizados para fazer a classificacdo dos contigs. A ferramenta ainda permite que o
usudrio opte por utilizar apenas a primeira espécie que alinhou com cada read (isto €, o melhor
alinhamento) ou todas as espécies que alinharam com um dado read para fazer a comparagdo

descrita acima.

E importante destacar que o montador retorna o stafus da montagem realizada. Para cada
read utilizado na montagem, esse status pode ser Singleton, o que significa que a sequéncia
tinha condi¢des de entrar na montagem, mas nao “juntou” com nada; TooShort, indicando que a
sequéncia foi considerada pequena demais para ser utilizada na montagem; PartiallyAssembled,
ou seja, apenas parte sequéncia fez parte da montagem; e Assembled, o que indica que a sequén-
cia entrou na montagem. Com bases nessas informacgdes fornecidas pelo montador, a ferramenta

de identificacdo de espécies considera apenas os reads cujo status seja PartiallyAssembled ou
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Assembled.

A partir dos dados gerados pela ferramenta de identificacdo de espécie, foi realizada a ana-
lise taxondmica por meio de ferramentas desenvolvidas em 14. Uma delas calcula a distribui¢ao
dos micro-organismos na amostra de entrada, de modo que a ferramenta retorna, em ordem de-
crescente, as espécies mais frequentes existentes na amostra. Essa frequéncia pode ser calculada
tanto em termos de nimero de reads ou contigs pertencentes a uma determinada espécie ou pela
soma do tamanho dos alinhamentos de sequéncias que foram identificados como sendo de uma
determinada espécie. Os dados gerados por esta ferramenta permitem que sejam gerados gra-
ficos para analisar visualmente a distribuicdo de micro-organismos e, com isso, averiguar quao
similares as distribuicdes de espécies de determinados nichos sdo, como pode ser observado
na Figura [5.2] cujas informacdes dizem respeito a amostra coletada da compostagem do Zo-
olégico de Sdao Paulo. Neste caso, a maior parte (cerca de 79%) dos contigs possuem apenas
reads sem identificacdo de espécie. Para os que possuiam, com exce¢do dos casos em que um
contig possuisse apenas reads de uma mesma espécie, houve um maior nimero de reads de
um mesmo contig que tiveram a Ordem como nivel taxondmico mais alto em comum, o que é
um indicio de que muitos dos muitos dos micro-organismos presentes na amostra da compos-
tagem do Zoolégico de Sao Paulo pertencem a espécies novas, ou seja, que ainda nao foram
sequenciadas. Além disso, pelo fato da ordem ser o nivel taxondmico mais alto, é provavel que
essas possiveis novas espécies possuam uma filogenia com caracteristicas similares a de outros

micro-organismos ja sequenciados, mas que pertencem a familias diferentes.

Adicionalmente, também foi desenvolvida outra ferramenta que gera uma “matriz de pro-
ximidade” a partir dos dados dos alinhamentos das sequéncias metagendmicas para que seja
possivel realizar a andlise filogenética das sequéncias. A métrica atualmente utilizada para pre-
enchimento dessa matriz é: quanto maior soma do tamanho dos alinhamentos existentes entre
dois organismos, mais proximos os dois estdo. Com a matriz preenchida, ela pode ser utilizada
para a geracdo de cladogramas, que sdo diagramas que mostram a ancestralidade dos organis-
mos e que permitem verificar, visualmente, quao préximas as espécies estdo evolutivamente.
Um cladograma gerado por meio dos dados resultantes da ferramenta, com os alinhamentos
de trés diferentes espécies de Mycobacterium utilizados como entrada, pode ser observado na
Figura[5.3] Pode-se notar que, segundo esta abordagem, NC018150.1 e CU458896.1 estao mais

proximos evolutivamente do que ENCOI.
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Figura 5.2 — Grdfico com os niveis taxonomicos mais altos dos reads de cada contig
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— CU458896.1

ENCOT

Figura 5.3 — Cladograma horizontal gerado a partir dos dados do alinhamento do Mycobacte-
rium
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6 Discussao

Alguns diferenciais das ferramentas desenvolvidas para identificacdo de espécie em relacdo as
ferramentas similares que foram encontradas por meio da revisao bibliogréafica sdo o uso da ta-
xonomia completa, ndo somente algumas sequéncias de referéncia; a possibilidade de o usuério
parametrizar a similaridade exigida para os diferentes parametros do alinhamento (bit-score,
e-value, aligned length, percent identities, number of mismatched positions e number of gap
positions), enquanto outras ferramentas, por exemplo o MEGAN, sé permitem que o usudrio
parametrize o bit-score (a validacdo da ferramenta SOrt-ITEMS demonstrou que ela atingiu
melhores resultados comparados com 0 MEGAN porque permitia que alguns dos atribuitos do
alinhamento fossem parametrizados); e a possibilidade da classificagdo em niveis superiores,
no caso de classificagdes redundantes: por exemplo, se um read satisfaz os critérios de simila-
ridade para duas ou mais espécies diferentes entdo ele nio serd classificado como pertencente a
nenhuma das espécies, mas sim ao nivel taxondmico que essas espécies compartilham (género,

familia, ordem, etc).

Apesar de outras ferramentas também realizarem a classificacdo em niveis superiores, por
ndo deixarem que o usudrio escolha os critérios para o qual um alinhamento é considerado
relevante, essas ferramentas podem permitir que alinhamentos insignificantes acabem sendo
utilizados no momento da classificacdo de reads e contigs e, com isso, perde-se a especifidade

da montagem de genomas e metagenomas.

Além disso, o fato da ferramenta de identificagdo de espécie desenvolvida neste trabalho
permitir que seja escolhida apenas a primeira espécie ou todas cujo alinhamento foi realizado
com um determinado read possibilita que seja feita uma comparacdo com os dois resultados
(utilizando apenas a primeira espécie do read e utilizando todas as espécies em que sua sequén-

cia alinhou com o read), algo que nédo € possivel com as outras ferramentas.

Por fim, as ferramentas encontradas por meio da revisdo bibliografica ndao realizam a iden-
tificacdo da existéncia de contigs consecutivos que poderiam formar sequéncias maiores se

juntados, mas que o montador ndo conseguiu montar, nem a selecdo de reads para “juntar”
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esses contigs consecutivos antes da realizacao da andlise filogenética. O fato dessas ferramen-
tas ndo realizarem essa etapa, pode fazer com que similaridade entre os micro-organismos seja

erroneamente calculada.
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7 Conclusao

Neste trabalho, foram desenvolvidas ferramentas que automatizam parte significativa do pro-

cesso de andlise de genomas a partir de metagenomas e a andlise filogenética desses genomas.

Com o que se pode observar nos testes realizados com as ferramentas de identificagdao
de espécies, pode-se notar que elas possuem grande utilidade para a andlise da montagem de
genomas, pois possibilitam a averiguacdo da proximidade, em termos de taxonomia, dos reads
montados em um mesmo contig, 0 que permite uma primeira andlise sobre a identificacdo de
potenciais novas espécies e da similaridade entre essas possiveis novas espécies e espécies cujos

genomas ja foram sequenciados.

Essa primeira andlise € facilitada pelo uso das ferramentas que fazem a andlise taxond-
mica, pois a partir dos dados sobre a distribui¢do dos micro-organismos em um determinado
nicho, € possivel gerar graficos informativos sobre essa distribuicdo que, além de permitirem
a visualizacdo dessa primeira andlise, também podem ser utilizados para verificar as mudan-
cas ocorridas na metagendmica de um nicho especifico ao longo do tempo. A ferramenta para
geracdo da “matriz de proximidade” também demonstrou ser de grande utilidade, pois os cla-
dogramas gerados a partir dessa matriz possibilitam que seja verificado a proximidade que ha
entre os diversos micro-organismos cujos genomas compoem o metagenoma. Essa proximidade
ou ndo também pode ser utilizada para analisar se hd uma potencial nova espécie presente no

metagenoma analisado.

Além disso, as ferramentas desenvolvidas que realizam a identificacdo de contigs conse-
cutivos que nao foram montados inicialmente e a selecdo de reads que possam juntar esses
contigs sao muito uteis no processo de montagem de genomas, uma vez que permitem a gera-
cdo de sequéncias maiores € com menos “buracos” e, com isso, a identificacdo da espécie dessa
sequéncia maior terd maiores chances de ser realizada corretamente do que se fosse realizada

com pequenas sequéncias € que apresentam mais “buracos”.
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