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RESUMO

A Metagenémica € uma derivacdo do ramo tradicional da Gendmica que estuda o genoma de
comunidades de microrganismos retirados diretamente do seu habitat, eliminando a
necessidade do cultivo laboratorial. A reconstrucdo da cadeia de DNA de um genoma é feita
através do processo de sequenciamento onde sdo criados fragmentos menores de DNA, que
serdo posteriormente montados em sequéncias maiores a fim de se chegar no genoma original.
Para dados metagendmicos, esse processo de montagem é mais trabalhoso, dado que varios
genomas de organismos diferentes estdo presentes na amostra. Separar as sequéncias obtidas
no processo de montagem em categorias distintas de acordo com o nivel taxondmico dos
organismos é um processo denominado binning, e é importante para facilitar a posterior analise
da composicdo da amostra, para a descoberta de relacdes filogenéticas e de novos genes. Este
trabalho busca comparar os resultados de ferramentas de binning através da defini¢do de um
pipeline de anélise de dados metagendmicos, utilizando dois conjuntos de dados simulados de
10 e 100 espécies de bactérias. Utilizou-se o software Metaquast para a comparacdo de trés
softwares de montagem (IDBA_UD, Megahit e MetasSPAdes) e dois softwares de binning
(MetaBAT-2.12.1 e MaxBin-2.2.4). A qualidade dos bins gerados por cada ferramenta foi
comparada através da construcdo de uma Matriz de Confusdo e da comparacdo das métricas de
Acuracia, Sensibilidade, Especificidade e Precisdo. Como resultado, 0 MetaBAT se sobressai
ao MaxBin na qualidade dos bins gerados em ambos o0s conjuntos de dados, provando ser uma

boa opcao na realizacdo do binning de metagenomas.

Palavras-chave: Bioinformatica; Metagendémica; Montagem de metagenomas; Binning de

metagenomas; Dados simulados.



ABSTRACT

Metagenomics is a derivation of the traditional branch of Genomics that studies the genome of
communities of microorganisms extracted directly from their habitat, eliminating the need for
laboratory cultivation. The reconstruction of the DNA strand of a genome is done through the
sequencing process where smaller fragments of DNA are created, which will later be assembled
into larger sequences in order to reach the original genome. For metagenomic data, this
assembly process is more laborious, since several genomes of different organisms are present
in the sample. Separating the sequences obtained in the assembly process into distinct
categories according to the taxonomic level of organisms is a process called binning and is
important to facilitate the subsequent analysis of the composition of the sample, for the
discovery of phylogenetic relationships and new genes. This work seeks to compare the results
of binning tools by defining a pipeline of metagenomic data analysis using two simulated
datasets of 10 and 100 species of bacteria. Metaquast software was used to compare three
assembly softwares (IDBA_UD, Megahit and MetasSPAdes) and two binning softwares
(MetaBAT-2.12.1 and MaxBin-2.2.4). The quality of the bins generated by each tool was
compared by constructing a Confusion Matrix and comparing the Accuracy, Sensitivity,
Specificity and Accuracy metrics. As a result, MetaBAT excels at MaxBin in the quality of the
bins generated in both sets of data, proving to be a good choice in performing binning of

metagenomes.

Keywords: Bioinformatics; Metagenomics; Metagenomic Assembly; Metagenomic Binning;

Simulated data.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTO

A Bioinformatica pode ser definida como a juncao das duas grandes areas da Biologia
e Informatica voltada para desenvolvimento de ferramentas, algoritmos, métodos e anélises
computacionais que sejam capazes de tratar dados biolodgicos, como sequéncias de DNA e
proteinas (LESK, 2008).

Para que seja possivel analisar o DNA de um organismo e determinar a sequéncia de
nucleotideos de seus cromossomos, é necessario inicialmente fragmentar o DNA em porgdes
menores para depois reconstrui-lo. Esse processo € realizado através da fragmentacdo quimica,
fisica ou enzimatica da molécula de DNA em por¢6es menores (VERLI, 2014). A fragmentacéo
acontece de maneira aleatdria e é denominada de sequenciamento shotgun. Reconstruir 0s
fragmentos menores de DNA em porgdes maiores, de forma a se ter o genoma original do
organismo, € um processo denominado Montagem.

O desenvolvimento de tecnologias de sequenciamento fez com que crescesse de forma
exponencial a quantidade de dados bioldgicos gerados, tornando necessario o desenvolvimento
de tecnologias e técnicas computacionais que sejam capazes de tratar estes dados.

Dentro da Bioinformaética, a Metagen6mica ainda € um ramo recente que precisa de uma
atencdo especial, quando comparado a Genbémica tradicional. A Metagenémica estuda a
informagdo genética contida em uma comunidade de microrganismos, como 0s presentes em
amostras ambientais (solos, agua, trato intestinal) (WOOLEY et al., 2010).

O processo de montagem de um metagenoma é relativamente mais complexo do que de
um genoma tradicional. Em uma amostra metagenémica, ha a presenca de muitos organismos.
Sequenciar e montar o genoma destes organismos simultaneamente é uma tarefa dificil e exige
o desenvolvimento de novas técnicas e ferramentas, haja vista que as ferramentas estabelecidas
para montagem de genomas tradicionais ndo sao aptas a tratar dados metagendmicos (PENG et
al., 2011)

O binning, um passo posterior a montagem, consiste em agrupar as sequéncias de DNA
montadas de acordo com uma determinada unidade taxondmica (e.g. espécie) (WOOLEY et
al., 2010).
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Este trabalho tem como objetivo efetuar a comparagéo de duas ferramentas de binning,
de forma a validar um pipeline na analise de dados metagenémicos, utilizando dados simulados,
e permitir que este pipeline possa ser utilizado com dados metagendmicos reais, a fim de

descobrir novos microrganismos e genes.

1.2 JUSTIFICATIVA

Os softwares de montagem originais, como o SPades (BANKEVICH et al., 2012), e 0
Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008), voltados para um Unico genoma, j& foram inicialmente
testados no pipeline de analise metagendémica com parametros bem especificados, porém com
resultados poucos satisfatérios, produzindo varios erros de montagem devido a presenca de
regibes comuns no genoma das espécies (NAMIKI et al., 2012; PENG et al., 2011).

Novas ferramentas especificas foram desenvolvidas voltadas para a utilizagdo no
pipeline de dados metagenémicos, porém € necessario que se estabelecam paradigmas na
analise metagendmica através da verificacdo do desempenho das ferramentas de montagem e
binning de metagenomas. Para tal, o uso de dados simulados se faz necessario devido ao
conhecimento sobre a maioria das espécies microbianas ainda ser muito pequeno. E necessario
recorrer a dados gerados sinteticamente, compostos por espécies ja conhecidas, para que se
afira o desempenho destas ferramentas através da comparacdo do output gerado por elas com
os genomas de referéncia ja confirmados. Essa analise podera permitir posteriormente o
reconhecimento do pipeline enquanto um modelo valido na analise de metagenomas,

permitindo sua aplicacdo em dados reais.
1.3 OBJETIVOS
1.3.1 Objetivo Geral
Analisar e comparar a eficacia das ferramentas de binning de metagenomas em
dados de diferente complexidade utilizando espécies microbianas simuladas,

determinando as ferramentas e parametros necessarios para a obtencdo de bons

resultados de binning, permitindo sua aplicagdo em contextos de dados reais.
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1.3.2 Objetivos Especificos

¢ Realizar a montagem para o conjunto de dados simulados de 10 e 100 espécies;

e Realizar o binning para o conjunto de dados simulados de 10 e 100 espécies;

e Verificar a qualidade das montagens geradas através de ferramentas de validacédo e
analise estatistica;

e Verificar a qualidade dos bins gerados através de ferramentas de validacdo e anélise
estatistica;

e Estabelecer critérios que aprimorem o desempenho das ferramentas através da
identificacdo de parametros e caracteristicas de sequenciamento e de montagem;

e Designar um pipeline de anélise de dados metagenémicos.

1.4 ESTRUTURA DO TRABALHO

Além do presente capitulo referente a Introducédo, este trabalho é composto de mais 4

capitulos:

e Capitulo 2— REFERENCIAL TEORICO:

Este capitulo aborda os conceitos basicos referentes a metagenomas, sequenciamento,
montagem e binning, bem como discorre sobre estudos previamente realizados utilizando dados

simulados. Também s@o abordadas as ferramentas de montagem e binning presentes na

literatura.
e Capitulo 3—- MATERIAIS E METODOS:
Este capitulo aborda a metodologia utilizada na realizacdo da montagem, do binning e na

posterior analise dos resultados de dados metagendmicos, bem como quais conjuntos de dados

foram empregados para verificar a performance destas ferramentas.

e Capitulo 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO:
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Este capitulo apresenta os resultados do desempenho de duas ferramentas de binning
(MetaBAT e MaxBin). Também estabelece um comparativo entre a performance das duas

ferramentas em dois ambientes diferentes de dados simulados (10 e 100 espécies).
e Capitulo 5— CONCLUSAO:
Neste capitulo sdo estabelecidas as consideragdes finais a cerca deste estudo, bem como

sugestBes de possiveis novas pesquisas que possam vir a aperfeicoar os resultados presentes

neste trabalho.
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2 REFERENCIAL TEORICO

Este capitulo possui a finalidade de apresentar o referencial tedrico da pesquisa,
contextualizando o problema central da pesquisa e conceituando termos que serdo utilizados no

decorrer do texto.

2.1 HISTORICO

Dados de microrganismos sdo obtidos através de andlise laboratorial e em seguida
armazenados em maquinas. Moléculas de DNA se traduzem a uma sequéncia de caracteres na
tela do computador. Algoritmos implementados por softwares especializados tratam esses
dados e permitem reconstruir genomas, predizer genes, e descobrir relaces evolutivas entre
organismos. Ao Bioinformata, é exigido o casamento entre a computacdo, estatistica e
matematica para 0 manuseio adequado desses softwares, e o conhecimento da Biologia
molecular para a correta interpretacdo e analise destes dados (PROSDOCIMI, 2002).

A Genbmica é um ramo da biologia que estuda o genoma dos organismos através das
descobertas de seus genes e de suas funcionalidades. Quando se ouve falar em genoma, a
primeira imagem que talvez venha a mente é o projeto em larga escala de sequenciamento do
genoma humano. O Projeto Genoma Humano foi um grande esforco realizado por
pesquisadores de diversos paises que possuia o propésito de mapear e conhecer 0s genes, e
consequentemente o genoma do ser humano (NIH, 2018). O projeto foi concluido em abril de
2013 e revelou o conhecimento de cerca de 20.500 genes presentes no DNA do ser humano.

Para armazenar as sequéncias de DNA, a NCBI mantém o GenBank, uma base de dados
existente desde 1982 e de livre acesso. Até a data atual, a quantidade de bases presentes no
banco de dados duplicou a cada 18 meses. Até outubro de 2018, o GenBank conta com cerca
de 200 milhdes de sequéncias submetidas por pesquisadores (GENBANK, 2018).

Segundo Wooley et al. (2010), acreditava-se que compreender a complexidade do
organismo dos seres humanos residia em sequenciar e compreender o genoma humano. Porém,
considerando-se que existem mais células bacterianas habitando o corpo de uma pessoa do que
suas proprias células (SAVAGE, 1977 apud WOOLEY et al. 2010), entende-se que ndo apenas
0 conhecimento do genoma humano é necessario, mas também o conhecimento dos

microrganismos presentes em nossos COrpos.
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Os microrganismos, presentes praticamente em todo lugar, séo essenciais para qualquer
fonte de vida devido serem fonte priméria de nutrientes e os principais decompositores de
matéria organica morta. A vida humana e sua qualidade estad diretamente relacionada, e €
profundamente afetada por eles, perpassando por diversos aspectos, como agricultura,
medicina, inddstria alimenticia, dentre outros. Possuir o conhecimento sobre 0s genes desses
organismos se faz, portanto essencial (WOOLEY et al., 2010).

Existem limitacGes naturais quanto as técnicas de sequenciamento existentes
necessarias para se sequenciar um genoma. As técnicas para sequenciamento de um Unico
genoma ndo sdo adequadas para o sequenciamento de muitos microrganismos pelos seguintes

fatores:

1. Cercade 99% dos microrganismos ndo sdo cultivaveis em laboratério (CHITSAZ et al.,
2011 apud PENG et al., 2012)

2. Uma cultura de organismos cultivados em laboratorio ndo é capaz de representar a real
diversidade e interacdo que existe nas comunidades de microorganismos, haja vista que
eles raramente existem separadamente, pelo contrario, espécies interagem entre si e com
0s seus habitats (WOOLEY et al., 2010).

Dessa forma, é necessario que se adotem novas tecnologias e abordagens que permitam

0 sequenciamento desses organismos de maneira ndo tendenciosa.

2.2 METAGENOMICA

A anélise de microrganismos retirados diretamente do habitat ainda é recente. Na
literatura, um dos estudos pioneiros € o de Venter (2004), no qual esforcos foram empregados
para sequenciar 0 genoma de microrganismos retirados do Mar dos Sargacos.

Em seu estudo (VENTER, 2004), as amostras foram retiradas diretamente do mar e
filtradas, separando as bactérias presentes de possiveis outros organismos eucarioticos e virus.
Como resultado, cerca de 1.2 milhdes de genes previamente desconhecidos foram identificados
em um conjunto de dados estimado em 1800 espécies.

Tyson (2004) também realizou esforgos ao usar o sequenciamento shotgun do DNA em

uma comunidade de bactérias retiradas de uma regido da Califérnia. Também obteve como
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resultado a reconstrucdo quase completa do genoma de bactérias Leptospirillum grupo Il e
arqueobactérias Ferroplasma tipo I, e a reconstrucdo parcial de trés outros genomas.

Estes estudos iniciais utilizaram ferramentas convencionais de montagem com apenas
algumas modificacOes realizadas para tratar dados de multiplos organismos. Para Nurk et al.
(2017), estes estudos foram marcos iniciais para 0 avango na area da metagendmica, pois a
partir dele muito se tem trabalhado no desenvolvimento de novos softwares montadores
especificos para a montagem de metagenomas.

A metagendmica pode ser definida como o campo de estudo que analisa 0 genoma de
microrganismos os quais ndo podem ser isolados nem cultivados laboratorialmente. Segundo
Mende et al. (2012, p. 1), “O campo de estudo da metagendmica examina a composi¢ao
funcional e filogenética de comunidades microbianas em seus habitat naturais, permitindo
acesso ao conteudo gendémico da maioria dos organismos que ndo sao facilmente cultivaveis”

Conforme o autor acima explicitou, a Metagenémica, diferentemente da Genémica
tradicional, utiliza como base de dados microorganismos retirados do seu proprio habitat, que
pode ser o solo, 4gua do mar, ar, intestino de hospedeiro, etc. Outros termos, como
Enviromental Genomics (Genémica Ambiental) e Community Genomics (Genémica de
comunidade) também podem ser encontrados na literatura para se referir a Metagendmica.

A Metagendmica enquanto area de estudo so foi possivel gracas ao desenvolvimento de
novas tecnologias de sequenciamento e a reducdo no custo dessas tecnologias. Essas
tecnologias permitem a verificacdo de espécies até entdo desconhecidas e ndo catalogadas,
abrindo novos precedentes para a descoberta de relacfes evolutivas entre espécies e descoberta
de novos genes. Ao conjunto de microorganismos extraidos diretamente do seu habitat se d& o
nome de metagenoma. A Figura 1 estabelece um comparativo entre as diferengcas no

sequenciamento de um genoma e de um metagenoma:
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Figura 1 - Comparagéo do sequenciamento de um genoma e um metagenoma

Gendmica Metagenémica

Fonte: Metagendmica: o “projeto genoma” dos micrébios (2018).

Enquanto que na genémica, a amostra é retirada de um organismo individualmente, na
metagendmica a amostra € retirada de um determinado ambiente, contendo o DNA das diversas

espécies presentes naquele ambiente.

2.3 MONTAGEM DE METAGENOMAS

Durante o processo de sequenciamento, 0 DNA é fragmentado em porc¢des aleatorias
menores, denominadas de reads (NAMIKI et al., 2012). O tamanho das reads geradas pode
variar dependendo da tecnologia de sequenciamento utilizada, mas no geral elas variam de 50
a 800 pb (pares de base) (VERLI, 2014). As reads, entdo, podem ser definidas como pequenos
fragmentos do DNA contendo substrings do genoma analisado.

Na metagendmica, o processo realizado para sequenciamento de reads é semelhante ao
de dados gendémicos, porém com uma diferenca crucial: ao invés das reads serem geradas a
partir de uma Unica espécie, ela é gerada de um conjunto de microorganismos. Assim sendo,
essas reads pertencem ndo apenas a uma espécie, mas a todas as especies presentes naquela
amostra. Como consequéncia, espécies mais abundantes na amostra terdo maior material
genético, enquanto que espécies menos abundantes possuirdo menos material, permitindo
dispor somente de uma visdo parcial dos genomas presentes na amostra. O sequenciamento,

gue é denominado shotgun e pode ser feito de maneira quimica, fisica ou enzimatica (VERLI,
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2014, p. 63) pode ser chamado de Enviromental Shotgun Sequencing, ou ESS (WOOLEY et
al., 2010), no caso de metagenomas.

Apds a obtencédo das reads, é necessario realizar o caminho inverso para a reconstrucao
do genoma. Isto &, a partir das reads, € preciso uni-las novamente em fragmentos cada vez
maiores para tentar reconstruir da maneira mais completa possivel o genoma da espécie. A esse
processo se da o0 nome de montagem.

Independente do tamanho ou da tecnologia de sequenciamento utilizada, o
procedimento para a montagem é o mesmo. Como explica Verli (2014), para se juntar duas
reads diferentes € necessario que se tenha uma regido de justaposicdo, ou sobreposicao, entre a
cadeia de nucleotideos de cada uma. Quando essas regides equivalentes se encontram, as reads
sdo alinhadas, formando entdo uma cadeia maior composta dos fragmentos de reads anteriores.
O objetivo é buscar reconstruir uma grande sequéncia continua de nucleotideos através da
sobreposicao de varias reads diferentes. Essas sequéncias maiores sdo denominadas contigs. O
contig, desse modo, ¢ definido como “a unido de duas ou mais sequéncias (reads) formadas por
sobreposicao de elementos comuns a pelo menos duas sequéncias” (VERLI, 2014, p. 64). Este

processo € representado na figura 2 abaixo:

Figura 2 - Representacdo do processo de montagem de um genoma

bVCAO'cAQVCAO.'CMYCACVM CAGTCOTALOTNCAT. .-]

AGTCAGTCAGTACTGCTGCTSCGTGE

: CAGTCAGIACTGETECTGCGTGOTGT
Alinhamento I u COTOOTOTATGEAGTCETAS |
CAGICGTACGTIACGY
CO nsenso E:ICAGVT‘AG TOAGICAGTCAGTACTGETOCTACATOGATOTATGCAGTCGIACGTACET —J
Contig

Fonte: VERLI (2014)
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Complementando a definicdo acima, Mende et al. (2012) diz que os primeiros passos
na analise de dados metagenémicos é a montagem das reads em “contiguous consensus
sequences”’ (sequéncias de consenso contiguas), seguido pela predicdo de genes.

No que tange aos tipos de montagens existentes, elas podem ser subdivididas em duas
categorias: montagem por referéncia e montagem de novo. A montagem por referéncia ocorre
quando se tem disponivel o genoma da espécie que esta sendo trabalhada. Nesse caso, as reads
sdo mapeadas diretamente contra o genoma de referéncia.

“O termo sequenciamento "de novo™ vem do latim e significa "desde o principio™.”
(MARTINS, 2013). Sendo assim, a montagem de novo é utilizada quando ndo se possui 0
conhecimento do genoma da espécie trabalhada. Neste caso, 0 processo a ser realizado, como
ja citado anteriormente, se da através da juncao de reads pelas suas sequéncias repetidas de

nucleotideos.

Figura 3 - Representacdo da sobreposi¢éo de reads através de regides de repeticdo

Fonte: Wolf, B. (2018)

A montagem de novo é sempre mais complexa de ser realizada. Muitas vezes 0 genoma
analisado é grande, e também possui muitas regides repetidas (sequéncias especificas de
nucleotideos que se repetem varias vezes pelo genoma), ocasionando falhas na montagem
(MARTINS, 2013).

Para analisar a qualidade de uma montagem, existem determinados parametros que
devem ser levados em consideracdo. Um deles é a cobertura (coverage). Wooley (2010) define
a cobertura de um genoma como “o nimero médio de vezes em que um nucleotideo ¢
sequenciado”. Wooley também ressalta que caso fosse possivel sequenciar um genoma com
apenas uma Unica read, um valor de cobertura de 1x seria suficiente para o sequenciamento.

A importancia da cobertura como métrica de avaliacdo € dada a sua capacidade de
garantir e permitir uma maior precisdo na montagem do DNA. Regides com alta cobertura
oferecem garantia de que as reads terdo regides repetidas suficientes para se sobrepor, e que
essas sobreposicOes serdo distintas o suficiente para garantir a montagem. Isso é especialmente

importante no caso de reads de comprimento menor, como afirma Martins (2013). Reads de
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comprimento menor precisam, portanto, de um valor de cobertura maior, para que seja realizada

uma montagem de qualidade.

Figura 4 - Cobertura de um genoma

U

Alta Cobertura Baixa Cobertura

\

Fonte: Adaptado de “Sequencing-by-Synthesis vs. Single Molecule Sequencing” (2019)

Multiplas cépias de um genoma

Reads

Sequéncia consenso

Na Figura 4, é possivel observar como em um sequenciamento as regides de um genoma
podem ter coberturas diferentes. Em verde tem-se uma regido com uma grande quantidade de
reads e, portanto, uma cobertura alta, enquanto em vermelho ha uma baixa quantidade de reads,
gerando um valor de cobertura baixo.

Uma outra medida de referéncia utilizada € o N50. O N50 é uma medida que determina
0 quanto do genoma € coberto por contigs grandes (VERLI, 2014). Um valor de N50 = n
significa que 50% ou mais do genoma estdo cobertos com contigs de tamanho n ou maior. Por
exemplo, ao se analisar 4 contigs de comprimentos 1, 2, 4 e 5 kb, totalizando 12 kb, comeca-se
contabilizando a soma a partir do contig maior para 0 menor. Quando a soma ultrapassar metade
do valor total dos contigs, o ultimo contig a ser contado é determinado como 0 menor contig
necessario para cobrir pelo menos 50% da sequéncia montada. No exemplo acima, N50 € igual

a 4, pois € o menor contig necessario para cobrir mais da metade do genoma.

2.3.1 Ferramentas de montagens

Inicialmente, os softwares que foram criados para realizar a montagem de genomas

tinham como foco somente realizar a montagem de um Unico genoma. SPades (BANKEVICH
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etal., 2012), Velvet (ZERBINO; BIRNEY, 2008) e IDBA (PENG et al., 2010) séo algumas das
ferramentas de montagens inicialmente desenvolvidas para esse propdsito.

Os montadores atuais trabalham com dois tipos de algoritmos principais: OLC (Overlap
Layout Consensus) e Grafo de Bruijn (de Bruijn Graph) (MARTINS, 2013). Em um estudo de
Zhang et al. (2011), foi observado que montadores que utilizam como algoritmo o OLC obtém
melhores resultados quando utilizados para datasets de reads curtas ou grandes, de genomas
menos complexos. J& montadores de Grafo de Bruijn se sobressairam com datasets mais
complexos, contendo um nimero muito mais alto de reads.

Namiki et al. (2012) afirma que montadores convencionais para genomas Unicos néo
foram desenvolvidos para tratar genomas multiplos de sequéncias de reads misturadas com
diferentes niveis de cobertura. Logo, faz-se necessario o desenvolvimento de novas ferramentas
gue sejam capazes de manusear dados com o alto grau de complexidade como os dados
metagendmicos.

Alguns dos montadores de genoma unico (Single Genome Assemblers) receberam
modulos especificos para lidar com dados metagendmicos. E o caso do MetaSPades (NURK et
al., 2012), IDBA-UD (PENG et al., 2012) e MetaVelvet (NAMIKI et al., 2012). Além disso, 0
Megahit (LI et al., 2015) também é uma ferramenta desenvolvida para tratar dados
metagendmicos de alta complexidade. O Megahit, quando comparado com o montador Minia,
foi o que obteve melhor performance ao montar um dataset de 3.3 bilhdes de reads retirados
do solo de uma pradaria (LI et al., 2015). A montagem realizada no estudo de Howe et al. (2014)

também foi incluida para efeitos de comparacéo:

Tabela 1 - Comparativo de Ferramentas de montagem

MEGAHIT Howe et al. Minia
Tempo de Execucdo (h) 441 =488 331.4
Memédria de pico (GB) 345 287 29
Tamanho total (Mbp) 4902 1503 1450
Comprimento médio (bp) 633 483 303
N50 (bp) 657 471 488
Maior (bp) 184210 9397 32679
# de contigs 7749 211 3 096 464 21951 575
#de contigs > 1kbp 841257 129 513 158 402

Fonte: Adaptado de Li et al. (2015).
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A Tabela 1, retirada do estudo de Li, compara o desempenho do Megahit com outras
ferramentas de montagem. Em tempo de execucdo, o Megahit teve um desempenho
aproximadamente 7 vezes mais rapido do que o Minia, levando 44.1 horas para realizar a
montagem. Também obteve melhores estatisticas com um N50 mais alto e um maior nimero
de contigs de tamanho maior que 1000 pares de base, mostrando-se uma ferramenta ideal para

tratar um alto volume de dados.

2.4 BINNING DE METAGENOMAS

Um dos desafios da Metagenémica € justamente a dificuldade inata ao proprio conceito
de metagenoma: por ser uma amostra contendo multiplas espécies, uma montagem completa
de um genoma de uma determinada espécie é extremamente improvavel.

Como Wooley (2010) relata, raramente se obtém sequéncias suficientes para se ter uma
boa cobertura dos genomas presentes em uma amostra ambiental. A cobertura portanto
permanece incompleta.

Além disso, quando se trabalha com o genoma de uma Unica espécie, ha a garantia de
que os contigs serdo formados por reads pertencentes exclusivamente ao DNA cromossdmico
daquela espécie, com a auséncia de contaminantes e de DNA extra cromossémico (WOOLEY,
2010). Na montagem de metagenomas, isso ndo ocorre. E muito comum que ocorra o
alinhamento de reads de espécies diferentes gerando contigs interespécies denominados de
quimera (chimera). Isso ocorre devido a presenca de regides repetidas nos genomas dos
organismos, causando montagens incorretas. A Figura 5 retrata de forma simplificada a

montagem de uma quimera através de reads de duas espécies diferentes:
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Figura 5 - Montagem de um contig quimérico
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Fonte: O autor (2018).

Percebe-se que somente a montagem de metagenomas ndo € suficiente para obtencao
dos dados de espécies retirados de uma amostra ambiental. Essas dificuldades sdo inatas ao
préprio processo de se trabalhar com dados de microorganismos diferentes ao mesmo tempo,
algo que ndo se faz presente na analise do genoma de uma espécie Unica. Faz-se entdo
necessario a realizacdo de um passo além que permita ser feita, apos a montagem, a separacao
dos genomas montados baseado em unidades taxonémicas, amenizando 0s possiveis erros de
montagem ocorridos.

O termo bin é definido como “um contéiner ou espago fechado para armazenamento”
(THE FREE DICTIONARY, 2018). Binning é, portanto, o ato de armazenar, ou categorizar em
bins. Na Metagendmica, o termo € utilizado para representar o processo de separacdo de
sequéncias metagendmicas em unidades taxondmicas. As sequéncias sdo normalmente
classificadas em unidades taxonémicas (e.g. Género, familia, etc.) ou agrupadas em conjuntos
de sequéncias que representam grupos taxonémicos baseados em alguma caracteristica

compartilhada (SHARPTON, 2014).

Ainda segundo Sharpton (2014), o binning tem um papel fundamental na anélise de
dados metagendmicos. Atraves do binning é possivel:

1. Obter informagdes de novos genomas ainda desconhecidos que s&o dificeis de
identificar através de outros metodos;

2. Obter informagdes quanto aos tipos e quantidades de unidades taxondmicas presentes;

3. Diminuir a complexidade dos dados trabalhados em etapas pos-realizagdo do binning.

Caso a montagem seja realizada posteriormente ao binning, por exemplo, ela pode ser
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realizada de maneira independente em cada um dos bins de reads, ao invés de em todo

0 conjunto de dados obtidos.

Como foi descrito acima, pode-se entender que o0 binning € uma etapa que pode ser
conduzida antes ou apo6s a realizacdo da montagem. Entretanto, Sharpton (2014) e Sangwan,
Xia e Gilbert (2016) reconhecem que a preciséo dos algoritmos de binning aumenta na medida
em que o comprimento das sequéncias também aumenta. Enquanto que a maioria dos pipelines
inicialmente desenvolvidos para binning trabalham diretamente com reads, atualmente realiza-
se 0 processo de montagem primeiro para formar contigs, que naturalmente terdo maior
comprimento que as reads.

O pipeline utilizado para a analise de metagenomas estéa sintetizado na Figura 6.

Figura 6 - Pipeline representando o processo de anélise de metagenomas

Sequenciamento

( Genomas (Reads )

o E—

gy =z
= = = S
~*
& ™ g
Recuperacio Contigs g
4 \
( w Abundéncia
o —_—
e

\ S
Blnnmg [ .I

Fonte: adaptado de SLIDESHARE (2018)

Na Figura 6, nos dois quadrados superiores tem-se a representagcdo do processo de
sequenciamento, isto &, de extrair a amostra de microorganismos e sequenciar seus genomas,
gerando reads de curto comprimento. O tamanho dos circulos no primeiro quadrado representa
a abundancia de cada espécie na amostra: quanto maior o circulo maior a quantidade de
microorganismos daquela espécie na amostra. A abundancia também pode ser observada no
quadrado do canto inferior direito. Os quadrados 2 e 3 indicam o processo de montagem, no

qual as reads sdo unidas, formando contigs. Por fim, os uGltimos quadrados inferiores
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representam o processo de binning, no qual os contigs s&o agrupados em clusters de acordo
com as OTU’s (Operational Taxonomy Units) presentes naquela amostra.

Como Mikheenko, Saveliev e Gurevich (2016) afirmam, a maioria dos estudos de
metagenoma trabalha com montagens de novo, sem conhecimento prévio dos organismos
estudados, tornando o processo particularmente desafiador. Ao se analisar uma amostra
metagendmica, as sequéncias ali presentes pertencem a todos os organismos da amostra. Como,
entdo, pode-se determinar que duas sequéncias pertencem ao mesmo organismo quando ndo se
tem nenhuma informacéo prévia sobre aquelas sequéncias?

Existem duas técnicas principais utilizadas no binning para o agrupamento dos clusters:
0 binning por composi¢do (composition) (DICK et al., 2009), e o binning por cobertura
(coverage) (WU; YE, 2011).

2.4.1 Binning por composicao

O binning por composi¢do toma como premissa a analise das caracteristicas da
sequéncia baseando-se na composicdo de seus nucleotideos. De acordo com Sangwan, Xia e
Gilbert (2016), existem dois critérios utilizados nessa analise: a frequéncia de oligonucleotideos
e o conteido GC (GC Content) presente na sequéncia. Um oligonucleotideo pode ser definido
como uma subcadeia de nucleotideos de uma sequéncia maior. JA o conteudo GC € a
porcentagem de bases Guanina e Citosina presentes na sequéncia.

O método consiste em comparar duas sequéncias de DNA, utilizando como critério a
frequéncia dos oligonucleotideos presentes na sequéncia. Em um estudo de Noble, Citek e
Ogunseitan (1998), observou-se que existe uma correlacdo entre a frequéncia dos
tetranucleotideos (oligonucleotideos de tamanho 4) e o0 genoma de determinados organismos.
Determinadas regies da sequéncia do DNA de um organismo permanecem conservadas no
genoma de uma espécie. Essas regides sdao denominadas Sequencies Signatures. O grau de
relacdo entre dois contigs pode consequentemente ser determinado pela frequéncia com que
esses tetranucleotideos aparecem ao longo da cadeia de caracteres. Contigs cujas frequéncias
dos tetranucleotideos sdo semelhantes possuem alto grau de probabilidade de pertencerem a
mesma unidade taxondmica.

O termo k-mer também é utilizado de maneira recorrente na literatura para se referir aos

oligonucleotideos. Um k-mer é definido como uma substring de comprimento k (ALNEBERG
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etal., 2014). Na Figura 7, tem-se todos os k-mers de tamanho k = 2 para uma simples sequéncia
de DNA de tamanho oito:

Figura 7 - Representacdo de k-mers de tamanho 2 de uma sequéncia de DNA

K=2

AAGGCTAGC
AA
AG
GG
GC
CcT
TA
AG
GC

Fonte: O autor (2018).

O quadro 1, por sua vez, representa a quantidade de vezes em que cada dinucleotideo
aparece na sequéncia acima. E possivel perceber que os dinucleotideos ‘AG’ e ‘GC” ocorrem

duas vezes, enquanto que os demais (‘AA’, ‘TA’, ‘CT’ e ‘GG’) ocorrem somente uma vez:

Quadro 1 - Frequéncia dos dinucleotideos

AG 2
GC
GG
CT
TA
AA

el Il I

Fonte: O autor (2018)

Para dinucleotideos existem um total de 2*= 16 combinagcdes diferentes. No caso
de tetranucleotideo, ha 256 (4*) possibilidades distintas de combinages dos quatro
nucleotideos.

2.4.2 Binning por cobertura

A maioria das ferramentas de binning utilizam o método por composi¢do de DNA,
porém, como afirmam Wu e Ye (2011), é necessario que se tenha sequéncias de grande

comprimento para se obter resultados (no minimo 800 pares de base).
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Em seu estudo, Wu e Ye (2011) afirmam que amostras de metagenoma podem conter
organismos com diferentes niveis de abundancia. Ao se utilizar o método por analise da
composicao eventualmente podem ser gerados resultados imprecisos. Nesses casos, a analise

por composicao de nucleotideos citada acima pode tornar-se inadequada.

Procedimentos de sequenciamento shotgun randomizados resultam em amostragens
desiguais de diferentes genomas, especialmente quando os niveis de abundancia das
espécies diferem. Deseja-se descobrir os valores de abundancia, bem como os
tamanhos do genoma automaticamente e, em seguida, realizar o bin nas reads por
consequéncia (WU; YE, 2011, p.4)

No estudo de Wu e Ye, foi proposta uma nova ferramenta de binning denominada
AbundanceBin (2011), voltada para realizagdo do binning em sequéncias de curto comprimento
e com diferentes niveis de abundancia. Esta ferramenta agrupa os bins de acordo com a
abundancia de cada sequéncia na amostra: sequéncias agrupadas no mesmo bin sdo
provenientes de espécies com abundancia igual ou similar. Alneberg et al. (2014) também
afirmam que as coberturas das sequéncias retratam a abundéncia dos organismos da amostra.
Naturalmente, ao se sequenciar uma amostra metagendmica, espera-se que espécies mais
abundantes produzam mais reads. Dessa forma, a cobertura pode ser utilizada para se estimar
qual sequéncia pertence a qual genoma, e o tamanho dos genomas dos organismos da amostra.

Uma dificuldade relatada no estudo de Wu e Ye é que a ferramenta AbundanceBin
classifica reads de diferentes espécies com abundancias similares em um mesmo bin; ela ndo é
capaz de separar reads de espécies com abundancias similares. O autor afirma que a
combinacdo de métodos de binning por cobertura junto com metodos de composicdo de DNA

é capaz de gerar melhores resultados.

2.4.3 Ferramentas de Binning

Na atualidade, muitas ferramentas de binning se utilizam de uma combinagdo de
técnicas para melhor performance. Quanto ao aspecto de composicdo de nucleotideos,
CONCOCT (ALNEBERG et al., 2014) GroopM (IMELFORT et al., 2014), MaxBin (WU,
SIMMONS; SINGER, 2015) e MetaBAT (KANG et al., 2015) séo ferramentas que se baseiam
na frequéncia de tetranucleotideos. Estas ferramentas também se utilizam da abordagem de

cobertura dos contigs para otimizagéo dos resultados.
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Quanto ao modelo de cobertura de sequéncia, segundo Sangwan, Xia e Gilbert (2016),
cada ferramenta adota uma abordagem matematica diferente. Enquanto o MaxBin se baseia na
distribuicdo de Poisson para calcular a cobertura das sequéncias, METABAT calcula a distancia
probabilistica entre dois contigs utilizando uma funcéo de distribuicdo Normal. De acordo com

0 autor ainda € incerto qual abordagem traz melhores resultados.

2.5 USO DE DADOS SIMULADOS NA ANALISE DE METAGENOMAS

A complexidade de dados metagendmicos e o fato de ainda ser uma area recente traz
alguns desafios, sendo um deles a validacdo da performance das ferramentas e dos métodos
utilizados na analise dos dados. Nurk et al. (2012) afirma que testar e validar as ferramentas de
metagenoma quanto ao seu desempenho é uma tarefa de alta complexidade, devido a auséncia
do conhecimento da composicéo de comunidades microbianas.

Uma forma de validar ferramentas de metagenomas, tanto de montagem quanto de
binning, € através da utilizacdo de dados simulados, ou sintéticos. Essa afirmacgdo corrobora
com Mende et al. (2012), que afirmam que a utilizacdo de dados simulados é o Unico jeito
possivel de se validar ferramentas devido a auséncia de genomas completamente anotados.

De acordo com Nurk et al. (2012), datasets simulados podem ser obtidos atraves do
sequenciamento de bactérias misturadas com genomas conhecidos; obtidos através de dados
sequenciados isoladamente, ou simulados a partir de sequéncias de referéncia.

Em seu trabalho, Mavromatis et al. (2007) desenvolveu trés diferentes conjuntos de
dados metagenémicos simulados com diferentes complexidades para validar ferramentas de
montagem, predi¢do de gene e binning. Esses dados foram construidos através da combinagéo
de reads selecionadas aleatoriamente de um conjunto de 113 genomas.

Mende et al. (2012), observou em outro estudo a qualidade das montagens de
metagenomas com reads sequenciadas por NGS (lllumina e Pirosequenciamento) em
comparagdo com reads obtidas atraves do sequenciamento Sanger. Para isso, foram criados
dois simuladores capazes de recriar dados de reads de metagenomas: O iMess (interactive
MEtagenomic Simulation Software) para sequenciamento Sanger e pirosequenciamento e 0

iMessi, para sequenciamento Illumina.
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Estes simuladores sdo capazes de reproduzir um ambiente semelhante ao de dados
metagendmicos reais, reproduzindo também os erros e os valores de qualidade baseados em
dados reais, e estdo disponiveis para uso gratuitamente na internet.

Para cada tipo de sequenciamento, Mende et al. (2012) criaram trés conjuntos de dados
de diferentes complexidades de 10, 100, e 400 genomas para avaliar a qualidade das montagens
de metagenomas realizadas nestes dados simulados.

Tabela 2 - Conjuntos de dados simulados gerados pelo iMess

Metagenomas MGl MG2 MG3 MG4 MG5 MG6 MG7 MG8 MG9
Simulados

Tecnologia de IHlumina Sanger Pirosequenciamento
Sequenciamento

Numero de Genomas 10 100 400 10 100 400 10 100 400

NGmero de Reads 5333 5333 5333 025 025 025 100 1.00 1.00
(Milhao)

Tamanho da 4000 4000 4000 200 200 200 255 255 255
Sequéncia (Mb)
Comprimento médio 75 75 75 800 800 800 255 255 255

das reads (bp)

Fonte: Adaptado de Mende et al. (2012).

A Tabela 2 compara os trés conjuntos de dados (10, 100 e 400 genomas) das trés
tecnologias diferentes de sequenciamento. Valores como o tamanho médio das reads geradas
refletem as caracteristicas de cada tecnologia. Reads Illumina possuem um comprimento muito
menor em comparacdo a reads Sanger. Em contrapartida, a quantidade de reads geradas pelo
sequenciamento Illumina é cerca de 200 vezes maior que 0 Sanger, e 53 vezes maior que as
reads de pirosequenciamento. Todos os dados acima foram gerados pelos simuladores iMess e
iMessi.

Como se pode perceber, a auséncia de informagdes sobre comunidades microbianas faz
com o que o uso de dados simulados se torne imprescindivel para a validacdo dos métodos e
softwares utilizados na Metagendmica.

Muitos estudos se utilizam de dados simulados para testar a eficiéncias de novas
ferramentas desenvolvidas. Namiki et al. (2012) utilizaram dois conjuntos de datasets, um
simulado e outro real retirado do intestino humano para comparar o desempenho do montador

MetaVelvet com outros trés montadores: Velvet, SOAPdenovo e Meta-IDBA.
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O MyCC (LIN; LIAO, 2016) é uma ferramenta de binning que também se utilizou de
de dados simulados para comparar 0 seu desempenho junto a outros trés softwares de binning:
CONCOCT, MaxBin e MetaBAT. No estudo de Lin e Liao (2016), foram utilizados os dados
simulados de 10 e 100 genomas retirados do trabalho de Mende et al. (2012).

Garcia-Etxebarria, Garcia-Garcera e Calafell (2014) também utilizaram o simulador
iMess para gerar dados sintéticos e avaliar a eficacia de diferentes métodos de classificacdo de
dados metagendmicos.

Para que seja possivel analisar a eficacia das ferramentas utilizadas no pipeline de
metagenomas, € preciso utilizar um software que possa fazer a comparacgao entre os resultados
dos softwares de montagens e binning, produza analises estatisticas, gere gréaficos, dentre outras
funcionalidades. Mikheenko, Saveliev e Gurevich (2016) afirmam que enguanto existem
muitas ferramentas de analise de genomas bem estabelecidas e conhecidas, ndo ha ferramentas
voltadas para o ambiente especifico de metagenomas. O MetaQUAST (MIKHEENKO;
SAVELIEV; GUREVICH, 2016) foi entdo desenvolvido para sanar essa deficiéncia.

2.6 METAQUAST: UMA FERRAMENTA PARA ANALISE E VISUALIZACAO DE
DADOS METAGENOMICOS

O MetaQUAST (Quality Assessment Tool for Metagenome Assemblies) € uma
ferramenta voltada para a avaliacdo e comparacao de dados metagendmicos utilizando genomas
de referéncia (MIKHEENKO; SAVELIEV; GUREVICH, 2016). E uma extensdo do Quast,
inicialmente desenvolvido para deteccdo de erros através do alinhamento a um genoma
conhecido de referéncia. Para tratar dados metagenémicos, foram implementadas mudancas
como a possibilidade se utilizar uma quantidade ilimitada de genomas de referéncia e a detecgéo
de contigs quiméricos (Ibid.).

Como o MetaQuast trabalha primordialmente com genomas de referéncia para analisar
contigs que foram gerados, e sabendo-se que ainda ha pouca informagao quanto as especies
microbianas presentes em metagenomas, 0 uso de dados simulados em conjunto com o
MetaQuast € altamente recomendavel.

O software é capaz de produzir relatérios e dados estatisticos referentes aos contigs que

foram submetidos como entrada.
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Quadro 2 - Exemplo de tela de visualizagdo do MetaQUAST

Estatisticas sem referéncia IDBA_UD Ray 30APdenoveZ  SPAdes

¥ contigs | 31224 10327 36468 40 546

Maior contig 305 144 99107 40707 139063

Comorimento total 80325286 30411921 46741224 92 397 329

Comprimento total (>= 1000 bp) 69223529 27080646 30720336 7T 823828

Comprimento total {>= 10000 bp) 34930908 13755677 2800864 33477263

Comprimento total {>= 50000 bp) 16008349 2346322 0 11409912

Erros de montagem

# Erros de montagem 1132 407 8§31 1240

#Comp. de configs com erros de montagen 10448260 4115772 911826 10780557

Mismaitches

# mismatches por 100 kbp = 204.95 1054.68 888,21

# indels por 100 kbp = 31.88 7.7 17.09 5164

# N's por 100 kbp |, 23848 208727 373051 1425.14

Estatisticas de genoma

Frag3o de genoma (%) 12.79% 4,386 §.055 11.583
Akkermansia_muciniphila_ATCC 0.003 - - 0011
Alistipes_putredinis 1366 0.595 0.61 1117
Anaerotruncus_colihominis 2.40606 2.067 1.768 2.320
Bacterodes_caccae 5.343 2,643 3.928 5.138

Bacteroides_capiliosus 1173 0.27 0.449 1.05
terods syt 8 ) TEET | 0o

Fonte: adaptado de Mikheenko, Saveliev e Gurevich (2016).

O Quadro 2 retrata um dos relatérios emitidos pelo metaQUAST, com as diferentes
informagdes referente a quatro montadores. E possivel observar a quantidade de contigs
gerados, tamanho do maior contig, tamanho total, quantidade do genoma coberto para (Genome

Fraction) para cada organismo, dentre outros.
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3 MATERIAIS E METODOS

Para este estudo, inicialmente foi realizada uma revisao bibliografica dos trabalhos que
abordavam os conceitos basicos sobre metagenomas, montagens e binnings, juntamente com
as ferramentas mais comumente utilizadas no pipeline de metagenomas.

Para a realizacdo dos testes comparativos de ferramentas de binning, foram utilizados os
conjuntos de dados de 10 e 100 espécies de bactérias, retirados do artigo Assessment of
metagenomic assembly using simulated next generation sequencing data (MENDE et al., 2012)
(Avaliacdo de montagens metagenémicas utilizando dados simulados de sequenciamento de
proxima geracgdo, traducdo livre). Estes datasets foram gerados através do simulador de dados
metagenémicos iMess (interactive MEtagenomic Simulation Software). Esses conjuntos de
dados sdo arquivos de texto no formato fastq (formato comumente utilizado para representar
sequéncias de nucleotideos) contendo as reads néo tratadas de bactérias. No artigo citado acima,
foram geradas reads sequenciadas pelo método de Sanger, pelo método de pirosequenciamento
e pelo sequenciamento Illumina. Os dataset para os trés tipos de sequenciamento podem ser
encontrados no link www.bork.embl.de/~mende/simulated_data/.

Neste estudo foram utilizados os datasets de sequenciamento Illumina, contendo reads
de comprimento médio de 75 pares de base. O tratamento de qualidade foi realizado pela
ferramenta PRINSEQ, e em seguida, as reads foram submetidas ao processo de montagem.
Para esta etapa, trés softwares montadores foram utilizados: IDBA_UD, Megahit, e
MetasSPAdes, com valores default de k-mer (minimo 20 e maximo 100 para o IDBA_UD;
minimo 21 e maximo 99 para o Megahit e 21, 33 e 55 para 0 MetaSPades). Em seguida, foi
utilizada a ferramenta Metaquast para analisar a qualidade da montagem comparando os contigs
montados com o genoma de referéncia das espécies.

Através de andlises estatisticas no Metagquast, como maior cobertura de genoma pelos
contigs montados e menor numero de erros de montagens (missassemblies), € definido qual
montador gerou o melhor resultado de montagem. Este resultado foi em seguida submetido a
duas ferramentas de binning diferentes: MetaBat e MaxBin. Cada software de binning produz
como saida uma quantidade de arquivos bins. O desejavel é que esse nimero seja equivalente
ao namero de espécies presentes na amostra. Se a amostra possui 10 espécies, espera-se alcancar

um resultado cuja saida seja 10 arquivos de bins diferentes, cada um representando uma especie.


http://www.bork.embl.de/~mende/simulated_data/
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Na etapa de binning, inicialmente as ferramentas foram rodadas com parametros default,
e posteriormente com algumas mudancgas em parametros como tamanho do contig para tentar
alcancar melhores resultados.

Para o conjunto de dado de 10 espécies, o MaxBin foi rodado uma Unica vez e 0
MetaBAT duas vezes: uma sem um arquivo de depth (arquivo que contém informacdo da
abundancia das espécies na amostra; este arquivo é gerado separadamente) e posteriormente
com o0 arquivo de depth.

Para o conjunto de dados de 100 espécies, 0 MaxBin foi rodado duas vezes, uma com
0s parametros default e outra com 0s seguintes parametros:

e Tamanho minimo de contig igual a 200;
e Marker Set igual a 40.

O MetaBAT foi executado trés vezes: a primeira execucdo foi realizada com a
configuragdo padrdo da ferramenta. A segunda com os arquivos de depth e tamanho minimo de
bin de 130000, e a terceira com o arquivo de depth e tamanho minimo de bin de 12000. O
motivo pelos quais esses parametros foram escolhidos serdo explicados posteriormente na
andlise dos resultados.

Cada um dos resultados gerados pelas ferramentas de binning foi novamente enviado
ao Metaquast para avaliacdo. Para se comparar a eficacia das ferramentas, é necessario ter os
genomas de referéncias das espécies presentes na amostra. Depois de submeter ao Metaquast
foi possivel observar a quantidade de bins gerados, qual o grau de completude de cada espécie
e a quantidade total de alinhamento realizado.

Entretanto, somente analisar a quantidade de bins, ou o grau de cobertura de cada bin
alinhado ao genoma das espécies ndo é o suficiente para determinar a eficiéncia das
ferramentas. Considerando-se que o resultado ideal seria um bin separado para cada espécie, é

importante observar se as seguintes situagcdes ocorreram:

1. Um determinado bin alinhou com mais de uma espécie diferente;

2. Dois ou mais bins fazem referéncia a uma mesma espécie;

Levando em consideracdo que quanto maior a complexidade da amostra, mais
improvavel que se ocorra a separacao correta das espécies, foi criada uma Matriz de Confusdo

para analisar o desempenho de cada ferramenta ao categorizar uma espécie por bin.
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A Matriz de Confusdo é uma técnica do Aprendizado de Maquinas que permite analisar
estaticamente o desempenho de um determinado modelo. Neste caso, deseja-se saber se cada
bin de fato estd sendo mapeado a uma Unica espécie.

Inicialmente, assumiu-se que cada bin corresponde a uma unica espécie. Caso um bin
se alinhe com vérias espécies diferentes, calcula-se a espécie com o maior nimero de contigs
presentes no bin. Essa espécie corresponderd, portanto, aquele bin. O Quadro 3 ilustra este
processo:

Quadro 3 - Bins alinhados ao organismo Neisseria meningitidis MC58

Alinhado a™NC_003112.2_Neisseria_meningitidis_MC58_chromosome_complete_genome™ |

C o
pior mediano melhor Show heatmap
Estatisticas de Genoma idbaMetaBAT2.3 idbaMetaBAT3.7
Fracio de Genoma (%) 0.187 77.107
Proporcio de duplicaches 1 1.003
Maior alinhamento A246 40078
Tamanho total alinhado 4246 1756485
NGAB0 - o572
LGABD - 68
Erros de montagem{misassemblies)
#Erros de montagem 0 1
Comprimento dos contigs com 0 15576
erros de maontagem
Mismatches
# mismatches por 100 kbp 0 3.65
#indels por100 kbp = 0 057
#MN's porl00 kbp 0 0
Estatisticas sem referéncia
# contigs 1 1 170
Maiar contig A246 49978
Comprimento total A246 1757005
Comprimento total (*=1000bp) 4246 1757005
Comprimento total (>= 10000 bp) 0O 1106222
Comprimento total (>=50000bp) O 0

Fonte: Adaptado de MetaQUAST (2018).

Na parte inferior do quadro 3 na linha abaixo de Statistics without reference (Estatisticas
sem referéncia), tem-se 0 nimero de contigs presentes em cada bin para a espécie Neisseria
meningiditis MC58. O bin idbaMetaBAT3.7 possui 170 contigs, enquanto que
idbaMETABAT3.3 possui somente 1. Portanto, o bin idbaMetaBAT3.7 é mapeado para

Neisseria meningiditis MC58 por ter a maior correspondéncia de contigs com 0 organismo.
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Apo6s realizado o mapeamento individual de cada organismo para cada bin, foi

contabilizada a quantidade de contigs que caem nas seguintes quatro situacdes da matriz:

Quadro 4 - Matriz de confusdo

POSITIVO NEGATIVO
VERDADEIRO VERDADEIRO POSITIVO | VERDADEIRO
(VP): Contig esta no binda | NEGATIVO (VN): Contig
espécie x e pertence de fato a | ndo estd no bin da espécie x
especie X. e ndo pertence de fato a
espécie X
FALSO FALSO POSITIVO (FP): FALSO NEGATIVO (FN):
Contig esta no bin da espécie | Contig ndo esta no bin da
X, mas ndo pertence a espécie X, mas pertence a
espécie x. espécie x.

Fonte: O autor (2018).

A Matriz de Confusdo foi calculada individualmente para cada bin. Em seguida, cada
bin foi avaliado segundo as métricas de Precisdo, Acuracia, Sensibilidade e Especificidade.
Para obter a performance geral de cada ferramenta, calculou-se a média das métricas individuais
dos bins. Por fim, pode-se comparar 0 desempenho geral das diferentes execucbes das
ferramentas de binning.

As meétricas podem ser entendidas da seguinte forma:

Precisdo: indica se ha presenca de contaminantes (contigs de outras espécies) em um
bin. Quantos contigs presentes em um bin séo da espécie desejada?
Formula: PRECISAO = VP/ (VP + FP)

Sensibilidade: Frequéncia que a ferramenta € capaz de colocar no mesmo bin os contigs
de uma espécie. Considerando todos os contigs de uma espécie, quantos deles foram
classificados no bin correto? Formula: SENSIBILIDADE = VP / (VP + FN)

Especificidade: calcula a frequéncia que a ferramenta é capaz de colocar em outros
bins os contigs que ndo pertencem a espécie analisada. Dos contigs que ndo pertencem a espécie
analisada, quantos deles realmente foram categorizados em outros bins?

Férmula: ESPECIFICIDADE = VN / (VN + FP)



39

Acuracia: indica no geral o qudo correta foi feita a classificacdo pela ferramenta. Ela é

calculada através da soma dos Verdadeiros Positivos e Verdadeiros Negativos, dividido pelo
total. Formula: ACURACIA = (VP+ VN) / (VP + FP + VN + FN)

Para melhor compreensdo, o pipeline utilizado na andlise dos binning de metagenomas

pode ser descrito de maneira geral através do fluxograma da Figura 8:

Figura 8 - Representacdo do pipeline para comparacdo de ferramentas de binning

- Montagem -
— (MetaSPades)

; (Tratamento de | [ ™
Dm;gltgsgtdo qualidade | w| Montagem
B (PRINSEQ) | = (Megahit)

:l montagens

L Montagem

Einning
= MetaQUAST)
(MaxBin) =

Matriz de

| Comparagdo das

Confusdo

(MetaQUAST)

Binning . -
(MetaBAT) H EEElLE

(IDBA)
Fonte: o Autor (2018).
1. Download do conjunto de reads;
2. Execucdo do tratamento de qualidade dos dados baixados;
3. Montagem do dataset pelos softwares montadores (IDBA, Megahit e
Metaspades);
4. Comparacdo das montagens utilizando o software Metaquast;
5. Melhor resultado escolhido na etapa anterior é submetido aos softwares de

binning (MetaBAT e MaxBin);

6. Para cada uma das saidas do software de binning, é gerado um novo relatério

no Metaquast;

7. Os melhores resultados de cada ferramenta de binning séo submetidos a matriz

de confuséo para efeitos comparativos;

Todos os programas foram rodados em uma maquina de sistema operacional Linux

Ubuntu, 64 bits, com 8GB de Memoéria RAM.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Primeiramente, para melhor entendimento, foram estabelecidas algumas convengoes
quanto as nomenclaturas utilizadas para representar as diferentes execuc6es das ferramentas.

Os arquivos de bins gerados recebem o nome do software montador, seguido do nome
da ferramenta de binning utilizada (e.g. idbaMetaBAT). Caso uma mesma ferramenta tenha
sido executada n vezes, com diferentes parametros, representa-se as diferentes execu¢fes com
numeros (e.g. idbaMetaBAT1, idbaMetaBAT?2 etc).

4.1 COMPARA(;AO DAS MONTAGENS
Previamente a realizacdo do binning, foi necessario averiguar qual montador obteve um

melhor desempenho. O quadro 5, retirado do MetaQUAST compara o desempenho de trés

montadores para a montagem do conjunto de dados de 10 espécies:

Quadro 5 - Comparagdo dos montadores para conjunto de dados de 10 espécies

Estatisticas de Genoma IDBA_contig  megahit_contigs  spades_contigs
Fracio de Genoma (%) PEEEE oo.uc0s 99.051
Proporcio de duplicacies l.00z2 1.00z 1.001

Maior alinhamento 1190435 1109460 633416
Comprimento total de alinhamento 32 939637 329291487 32888301
NGASD =

LGAS0

Erros de Montagem (misassemblies)

#Erros de montagem G 13
Comprimento dos contigs com 1020007 622 409

erros de montagem

Mismatches

# mismatches por 100 kbp - 3.17 4.47 -
#indels por 100 kbp = 0.23 0.39

#N's por100 kbp 0 0 ]
Estatisticas sem referéncia

# contigs = 837 845 817

Maior contig 1190639 1109460 633416
Comprimento total 33713530 33704499 33661055
Comprimento total (>=1000bp) 33 637402 33 637049 33608598
Comprimento total (== 10000 bp) 32 247 795 32157122 32270282
Comprimento total (== 50000 bp) 26 672292 26599725 26195485

Fonte: Adaptado de MetaQUAST (2018).
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Quando alinhado com os genomas de referéncia das espécies presentes nos dados
simulados, o IDBA foi 0 que obteve melhor cobertura do genoma (Genome Fraction) cobrindo
um total de 99.3% dos genomas (Quadro 3).

Ja 0 Quadro 6 retrata 0s mesmos trés montadores para o conjunto de dados de 100

espécies:
Quadro 6 - Comparagdo dos montadores para conjunto de dados de 100 espécies

Estatisticas de Genoma IDEA_contiy  megahit_final.contigs  spades_contigs
Fracao de Genoma (%) a0.912 G2.717 G2.873
Proporcio de duplicacies 1.007 1"3"33__
Maior alinhamenta 133 685 144343
Comprimento total de alinhamento 146 483 092 187 761413 188148203
NGASD 1=
LGASD

Erros de Montagem (misassemblies)

#Erros de montagem 4507 2766
Comprimento dos contigs com G 342 356 4105226

erros de montagem

Mismatches

# mismatches por 100 kbp = 25245 201.33 269.8
#indels por 100 kbp = 9.36 B.77 949

#N's por100 kbp = 0 0 0
Estatisticas sem referéncia

# contigs 148 330 185742 183858
Maior contig 133 685 SR 144530
Comprimento total 156 407 370 200919170 201861 317
Comprimento total (>=1000bp) B4 109 283 114 907905 117190382
Comprimento total (>= 10000 bp) 11173869 12 241189 12965379
Comprimento total (>=50000 bp) 1493172 2184831 2441224

Fonte: Adaptado de MetaQUAST (2018).

Para o conjunto de 100 espécies, os montadores Megahit e metaSPAdes cobriram uma
fracdo do genoma semelhante. Entretanto, 0 Megahit obteve uma quantidade menor de erros
de montagem (misassemblies), se sobressaindo, portanto, ao metaSPAdes.

Dessa forma, para os dados de 10 e 100 espécies foram escolhidas as montagens

realizadas pelo IDBA e Megahit, respectivamente.
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4.2 BINNING — 10 ESPECIES

A quantidade de bins gerados por cada execuc¢do das ferramentas e os parametros

utilizados para o dataset de 10 espécies podem ser visualizados de maneira sintetizada no

quadro 7:
Quadro 7 - Quantidade de bins gerados para dataset de 10 Espécies
IdbaMaxBin ldbaMetaBAT1 ldbaMetaBAT?2
BINS 10 11 10
PARAMETROS default default; default;
sem arquivo de depth com arquivo de depth

Fonte: O autor (2018).

4.2.1 10 Espécies - MaxBin (idbaMaxBin)

No conjunto de dados de 10 espécies, o MaxBin foi capaz de gerar 10 arquivos fasta
separados. Para rodar, o MaxBin necessita obrigatoriamente de um arquivo contendo a
abundancia dos organismos da amostra, ou de um arquivo contendo as reads sequenciadas.

Para esta ferramenta, foi utilizado o arquivo de 10 espécies contendo as reads
sequenciadas. Através do arquivo de reads, 0 MaxBin ¢é capaz de gerar o arquivo de abundancia
das espécies utilizando o BowTie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), uma ferramenta que

alinha as reads com sequéncias de referéncia e calcula a cobertura de cada contig.



Grafico 1 - Grafico de Fragdo de genoma para idbaMaxBin
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Fonte: MetaQUAST (2018).
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O Grafico 1 representa o grau de equivaléncia de cada bin com cada genoma de
referéncia que foi submetido ao MetaQUAST, no qual cada circulo de cor diferente representa
um bin distinto. O MaxBin obteve bons resultados, obtendo acima de 94% de equivaléncia com
9 das 10 espécies presentes. Com a espécie Neisseria meningitidis MC58, o grau de

equivaléncia foi de 83%.

4.2.2 10 Espécies - MetaBAT

4.2.2.1 IdbaMetaBAT1

Inicialmente, por dificuldades técnicas quanto a geracdo do arquivo de abundancia das
espécies (chamado de depth), o MetaBAT foi executado somente com input dos contigs do
IDBA, algo que o MaxBin ndo permite. Nestas configuracbes, foram gerados 11 bins.
Verificou-se pelo MetaQUAST que 10 desses 11 bins obtiveram uma correspondéncia

semelhante a execuc¢do do MaxBin, como mostra o Gréfico 2:



Grafico 2 - Grafico de Fragdo de Genoma para idbaMetaBAT1
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Fonte: MetaQUAST (2018).
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Entretanto, um bin adicional gerado ndo obteve correspondéncia com nenhuma das 10

espeécies presentes na mostra. Este bin (idbaBin2) esta representado no Grafico 3:

Gréfico 3 - Gréfico de bin isolado gerado pelo MetaBAT
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Cada um dos pontos acima representa a correspondéncia deste bin (idbaBin2) com as
10 espécies. Através do gréafico é possivel observar que sO existe correspondéncia com uma
unica espécie (Bacillus Clausii KSM K16), e este valor é abaixo de 10%, um valor
extremamente baixo.

No quadro 8, estdo exibidos os bins alinhados com o organismo Bacillus Clausii KSM
K16. E possivel observar que o idbaBin2 cobre somente 5.3% do genoma do organismo.

Quadro 8 - Alinhamento dos bins com Bacillus Clausi KSM K16
Alinhado a"NC_006582.1_Bacillus_clausii_KSM_K16_DMA_complete_genome”

pEr median mur oAl Mostrar mapa de calor
Estatisticas de Genoma idbaBin10  idbaBinll  idbaBin.2
Fracdo de Genoma (%) _ 0.16 5.306
Proporgdo de duplicacBes 1 1 _
Maior alinhamento 3604 45 456
Tamanho total alinhado - 6897 232242
NGASD 326 749 - -
LGARD 4 - -
Erros de montagem (misassemblies)
#Erros de montagem 0 0 -
Comprimento dos contigs com 0 Q
erros de montagem
Mismatches
# mismatches por 100 kbp 0.08 0 431
#indels por 100 kbp 1= 0 0
#N's por100 kbp = 0 0
Estatisticas sem referéncia
# contigs = 23 2 8
Maior contig 3604 45456
Comprimento total 6897 232466
Comprimento total (== 1000 bp) 6897 232 466
Comprimento total (== 10000 bp) 0 225376
Comprimento total (>= 50000 bp) 0 0

Fonte: Adaptado de MetaQUAST (2018).
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Posteriormente, o arquivo de depth foi gerado e 0 MetaBAT foi novamente executado,

desta vez com o arquivo de abundancia. Com o arquivo de depth, o metaBAT foi capaz de

separar 0s contigs em 10 bins. O MetaBAT também foi capaz de obter cobertura acima de 90%

de 9 das 10 espécies presentes na amostra, como mostra o grafico 4:

Grafico 4 - Grafico de fragdo do genoma para idbaMetaBAT?2

Plots: Contigs Largest alignment Total aligned len Misassemblies Mis. len Mismatches Indels N's per 100 kbp Genome frac. Dup. ratio NGASD
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Fonte: MetaQUAST (2018).
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Ainda que alguns bins tenham alinhado com mais de um organismo, o idbaMetaBAT2

produziu um namero de bins correspondente a quantidade de espécies presentes na amostra.

Pode-se afirmar que cada bin foi mapeado a uma Unica espécie. Esse fato comprova a

importancia de se utilizar um arquivo de cobertura nas ferramentas de binning.

4.3 BINNING - 100 ESPECIES

De forma analoga aos resultados de 10 espécies, o quadro 9 representa os diferentes

resultados e parametros utilizados para cada uma das execuc¢des do MaxBin e MetaBAT:

Quadro 9 - Quantidade de bins gerados para dataset de Cem Espécies

MegahitMaxBinl

MegahitMaxBin2

MegahitMetaBAT1

MegahitMetaBAT2

MegahitMetaBAT3

markerset = 40

BINS 33 76 15 24 96
PARAMETROS default min- default; s = 130000; s = 12000;
_contig_length com arquivo de com arquivo de com arquivo de
=200; depth depth depth

Fonte: O autor (2018).
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4.3.1 100 Espécies - MaxBin

Para o conjunto de dados de 100 espécies, com os parametros default o MaxBin foi
capaz de gerar somente 33 bins (MegaHitMaxBinl), uma quantidade extremamente baixa
considerando a quantidade de organismos presentes na amostra. Devido a esse fato, a
ferramenta foi executada novamente com os parametros min_contig_length e markerset setados
para 200 e 40, respectivamente. Para chegar a esses valores, verificou-se através da ferramenta
PRINSEQ que o menor contig gerado pelo Megahit possuia tamanho de 200 pares de base.
Como as caracteristicas da montagem refletem na qualidade do bin, definiu-se como 200 o
tamanho minimo de contig presente nos contigs do Megahit.

Segundo o arquivo README do MaxBin, o parametro markerset é definido em 107
como default, e representa os marcadores genéticos presentes na maioria das bactérias. E
descrito que uma outra opcdo € utilizar o markerset com valor 40, o que tende a dividir a saida
em um namero maior de bins.

Com os parametros min_contig_length = 200 e markerset = 40, o MaxBin produziu 76
bins (MegaHitMaxBin2). Esse resultado comprova a importancia de se conhecer as
caracteristicas da montagem para utilizar configuracdes da ferramenta de binning que melhor
se adequem a elas. O gréafico 5 demonstra os resultados de fracdo de genoma para 0s 76 bins

gerados:
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Gréfico 5 - Grafico de Fracdo de genoma para megahitMaxbin2 de 100 espécie

Plots: Contigs Largest alignment Totalaligned len Misassemblies Mis. len Mismatches Indels N'sper100 kbp Genome frac. Dup. ratio NGAS0
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Fonte: MetaQUAST (2018).
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4.3.2 100 Espécies - MetaBAT

Diferentemente do MaxBin, 0 MetaBAT nédo permite que o tamanho minimo do contig
seja configurado para 200. O tamanho minimo para definir o pardmetro de menor contig para
realizar o bin é de 1500. Isso ocorreu devido a decisbes proprias dos desenvolvedores da
ferramenta. Kang et al. (2015) afirma que incluir contigs menores melhora o grau de
completude de cada genoma, com a contrapartida de que contigs menores possuem maior
variacdo de abundancia, o que os torna mais dificil de separar em bins.

No primeiro teste realizado com pardmetros default (com tamanho minimo de bin igual
a 200000), o metaBAT retornou como saida somente 15 arquivos de bin (MegaHitMetaBAT1),
um valor muito inferior ao esperado.

Para o segundo teste, decidiu-se modificar o parametro -s, que é definido no site da
ferramenta como o menor tamanho de bin para output (METABAT, 2018). Para decidir um
tamanho razoavel de bin, verificou-se que entre os bins gerados pelo MaxBin, 0 menor bin
equivalia a 130.000 pares de base. Esse valor foi utilizado como pardmetro no metaBAT,
gerando somente 24 bins (MegaHitMetaBAT2), um namero ainda abaixo.

Posteriormente, alguns testes foram realizados com valores menores de bin para tentar
aproximar a quantidade de bins a quantidade de organismos. O valor mais aproximado
encontrado foi o de 12.000 pares de base como tamanho minimo. Com esse valor, 96 bins foram
gerados pelo MetaBAT (MegaHitMetaBAT3). O grafico 6 exibe a fracdo de genoma do
megahitMETABAT3 para 100 espécies:



52

=
=
=

o = B oHE 5 B B2 =2 2 =&

Gréfico 6 - Grafico de Fracdo de genoma para megahitMetaBAT3 de 100 espécies
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Fonte: MetaQUAST (2018).
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4.4.1 Matriz de Confusdo - 10 Espécies
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Para o conjunto de dados de 10 espécies, a Matriz de Confusdo foi criada para as

execucOes idbaMaxBin e idbaMetaBAT2, cujas execucOes da ferramenta produziram a

quantidade exata de bins correspondente a cada espécie (Quadro 10):

Quadro 10 - Média das métricas para idbaMetaBAT2 e MaxBin

idbaMetaBAT?2 idbaMaxBin
ESPECIFICIDADE 99,72% 97,99%
SENSIBILIDADE 99,52% 84,25%
ACURACIA 99,71% 96,63%
PRECISAO 94.34% 75,14%

Fonte: O autor (2018).

E possivel observar no quadro 10 que a ferramenta MetaBAT se sobressaiu com

melhores valores em todas as métricas comparado ao MaxBin, obtendo acima de 99% em

Especificidade, Sensibilidade e Acurécia, e acima de 94% em Precisdo. O MaxBin obteve um

nivel de precisdo de 75,14%. Isso significa dizer que a presenca de contaminantes nos bins

gerados pelo MaxBin é maior do que os gerados pelo MetaBAT.

4.4.2 Matriz de Confusdo - 100 Especies

Para o conjunto de dados de 100 espécies, a Matriz de Confusdo foi criada para as

execucdes megahitMaxBin2 e megahitMetaBAT3, pois essas foram as execucgdes cujas

guantidades de bins gerados mais se aproximaram de 100. O quadro 11 compara o resultado

das duas execugdes:
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Quadro 11 - Média das métricas para megahitMetaBAT3 e megahitMaxBin2

megahitMetaBAT3 | megahitMaxBin2
ESPECIFICIDADE 99,75% 99,13%
SENSIBILIDADE 39,80% 35,50%
ACURACIA 98,32% 98,08%
PRECISAO 80,73% 37,47%

Fonte: O autor (2018).

O megaHitMetaBAT3 alcangou uma precisdo maior que 0 megahitMaxBin2, com um
valor de 80,73%. O valor de 37,47% de precisdo para 0 megaHitMaxBin2 indica que nos bins
gerados ha uma quantidade muito grande de contaminantes. Isso se deve ao fato da quantidade
de bins gerados ter sido menor (76 bins). Ambas as execucfes tiveram um nivel baixo de
sensibilidade (abaixo de 40%). Esse niUmero indica que 0s contigs de uma espécie se encontram
dispersos por varios bins.

Uma anéalise importante que pode ser tirada a respeito dos resultados de binning diz
respeito as caracteristicas do sequenciamento e da montagem. No trabalho de Mende et al.
(2012), os conjuntos de dados simulados de 10, 100 e 400 espécies foram gerados todos com a
mesma quantidade de reads (53.33 Milhdes, como é mostrado na tabela 2). Como o nimero de
reads é igual em todos os trés conjuntos de dados, a medida em que a quantidade de espécies
na amostra aumenta, a cobertura das reads geradas diminui. O conjunto de dado de 100 espécies
possui uma cobertura relativamente baixa, o que impacta na montagem e consequentemente no
binning.

No quadro 6 (pagina 42), é possivel visualizar que o montador Megahit cobriu somente
62.7% dos genomas de referéncias das espécies. A cobertura da amostra metagendmica,
portanto, € um fator importante a ser levado em consideracdo no momento de realizagdo da

montagem e do binning.

4.5 OUTRAS FERRAMENTAS

Na literatura podem ser encontradas diversas outras ferramentas desenvolvidas voltadas

para a realizacéo do binning. Dentre elas podem ser citadas 0o CONCOCT (ALNEBERG et al.,
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2014), GroopM (IMELFORT et al., 2014) e MyCC (LIN; LIAO, 2016). O GroopM ¢ uma
ferramenta que se encontra com a documentacao desatualizada, ndo sendo possivel realizar sua
instalacio. O CONCOCT também encontrava-se desatualizado, entretanto recebeu uma
atualizacdo em Outubro de 2018. Por essa razao, sua analise ndo pode ser feita em tempo habil
de concluséo deste trabalho. O MyCC, apesar de ter sua ultima atualizacdo realizada em 2017,
possui um processo de instalacdo relativamente complexo e por isso também foi descartado

para este trabalho.
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5 CONCLUSAO

A metagenémica ainda € um campo recente dentro da bioinformatica. O seu estudo é
essencial para a compreensdo de microrganismos que ndo podem ser cultivados
laboratorialmente.

As ferramentas desenvolvidas para aplicagdo na gendmica tradicional ndo séo
adequadas para a metagendmica, tornando-se necessario o desenvolvimento de novas
ferramentas e métodos que sejam capazes de tratar esses conjuntos de dados mais complexos.
E importante que esses métodos sejam validados para que futuramente possam ser aplicados e
reconhecidos no tratamento de dados metagendmicos reais. O uso de dados simulados é uma
peca essencial para a validacdo de novos softwares, pois atraves deles é possivel analisar o
desempenho das ferramentas comparando-os com genomas de referéncias ja previamente
conhecidos.

Com isto em mente, através da anlise do MetaBAT e MaxBin, é possivel concluir que:

e O MetaBAT se sobressai ao MaxBin na qualidade dos bins gerados, tanto para o
conjunto de dado de 10 espécies quanto para o de 100 espécies;

e O arquivo contendo os dados sobre a abundancia dos contigs € necessario para
que as ferramentas de binning retornem um resultado mais preciso;

e A cobertura das reads sequenciadas possui um impacto direto na qualidade da
montagem e do binning

Futuramente, € interessante que novos testes sejam realizados com outras ferramentas,
como 0 CONCOCT, e seu desempenho comparado com as ferramentas presentes neste estudo.
Ademais, é importante também verificar e comparar os resultados deste estudo com os dados
de 100 espécies utilizando uma cobertura maior de reads. E possivel que se alcance melhores
resultados na montagem e consequentemente melhor resultado no binning. Também € de
extrema relevancia utilizar o conjunto de dados de 400 espécies para observar a eficiéncia do

MetaBAT, MaxBin, e de possiveis outras ferramentas que virdo a ser analisadas.
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ANEXO A — Genomas presentes no conjunto de dados de 10 esp

Proporg¢éa

Tamanh ) Cobertura

odo estimada estimada

Cromossom |Cromossom Genoma (GC Abundancia |da para

Rank o] o] Nome grupo filogenético  |(Mb)* % abundancia > |Relativa sequéncia lllumina
1|NC 010546 [NC 010547 [Cyanothece sp. ATCC 51142 Cyanobacteria 5,43| 37,9 1000 15,15 23,50 128,53
2|NC_009641 0|Staphylococcus aureus subsp. aureus str. Newn Firmicutes 2,9] 32,9 794,31 12,03 9,97 102,09
3|NC_009637 0[Methanococcus maripaludis C7 Euryarchaeota 1,8] 33,3 707,11 10,71 5,51 90,88
4[NC_003112 O[Neisseria meningitidis MC58 Betaproteobacteria 2,3] 51,5 656,26 9,94 6,53 84,35
5[NC_006582 0[Bacillus clausii KSM-K16 Firmicutes 4,3| 44,8 621,97 9,42 11,57 79,94
6|/AC_000091 O[Escherichia coli str. K12 substr. W3110 Gammaproteobacteria 4,65( 50,8 596,83 9,04 12,01 76,71
7|NC_008555 O|Listeria welshimeri serovar 6b str. SLCC5334 Firmicutes 2,8| 36,4 577,35 8,75 7,00 74,20
8|NC 008011 0O|Lawsonia intracellularis PHE/MN1-00 Deltaproteobacteria 1,76( 33,1 561,66 8,51 4,28 72,19
9|NC_007404 0| Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 Betaproteobacteria 2,91 66,1 548,66 8,31 6,91 70,52
10[NC 005296 0[Rhodopseudomonas palustris CGA009 Alphaproteobacteria 5,47 65 537,65 8,14 12,73 69,10

soma 34,32 6601,805414 100 100
1|tamanho do genoma = total de todos os cromossomos e plasmideos média 3,432 45,2

N

calculado usando ni=a(log (i + 1)) -bparal>i>Meb=0,5

O parametro a representa a abundancia do genétipo mais abundante, b € um parametro relacionado a uniformidade e M é o nimero de diferentes genétipos na comunidade.
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ANEXO B — Genomas presentes no conjunto de dados de 100 esp

Tamanho Proporgéo Cobertura
do estimada estimada
Cromosso [Cromossom Genoma |GC |abundanci (Abundanci |da para
Rank |mo o] Nome grupo filogenético (Mb)* % a? a Relativa |sequéncia lllumina

1INC 007969 0[Psychrobacter cryohalolentis K5 Gammaproteobacteria 3,1 42,2 1000| 2,22768389( 1,86278127 17,846646
2[NC_009077 0[Mycobacterium sp. JLS Actinobacteria 6| 68,4| 794,310867| 1,76947352( 2,86379498 14,175785
3|NC 007604 0[Synechococcus elongatus PCC 7942 Cyanobacteria 2,75| 55,4 707,106781| 1,57521038| 1,1684708 12,619485
4[NC_004722 0[Bacillus cereus ATCC 14579 Firmicutes 5,42 35,3| 656,25952| 1,46193876( 2,13734718 11,712032
5|NC_002662 O[Lactococcus lactis subsp. lactis 111403 Firmicutes 2,4| 35,3| 621,974925| 1,38556352| 0,89698316 11,100167
6|NC_004344 0[Wigglesworthia glossinidia endosymbiont of Glossina br{Gammaproteobacteria 0,7 22,5| 596,830954| 1,3295507| 0,25104383 10,651431
7|AC_000091 0|Escherichia coli str. K12 substr. W3110 Gammaproteobacteria 4,65| 50,8| 577,350269| 1,28615389| 1,6132159 10,303766
8|NC_010501 0[Pseudomonas putida W619 Gammaproteobacteria 5,8 61,4] 561,6626| 1,25120672| 1,95750856 10,023794
9[NC_003098 0[Streptococcus pneumoniae R6 Firmicutes 2,04 39,7| 548,662005| 1,22224551| 0,67256649 9,7917768
10|NC_002927 0[Bordetella bronchiseptica RB50 Betaproteobacteria 5,3| 68,1| 537,647493| 1,19770866| 1,71227558 9,5952047
11|NC_008529 0Lactobacillus delbrueckii subsp. bulgaricus ATCC BAA-JFirmicutes 1,9] 49,7| 528,150495| 1,17655235| 0,60299188 9,4257151
12{NC_008593 0[Clostridium nowi NT Firmicutes 2,5| 28,9| 519,844356| 1,1580489| 0,78093253 9,2774784
13|NC_009632 0[Staphylococcus aureus subsp. aureus JH1 Firmicutes 2,93| 32,9| 512,493449| 1,1416734| 0,9023107 9,1462894
14{NC_006156 0[Borrelia garinii PBi Spirochaetes 0,98 28,1| 505,922944| 1,12703639| 0,29792752 9,0290279
15|NC_010102 0[Salmonella enterica subsp. enterica serovar Paratyphi B|Gammaproteobacteria 4,9] 52,1 500 1,11384194| 1,4721981 8,9233232
16/NC_010694 0[Erwinia tasmaniensis Gammaproteobacteria 4,08| 53,4| 494,621615( 1,1018606| 1,21264428 8,8273371
17|NC_003923 0|Staphylococcus aureus subsp. aureus MW2 Firmicutes 2,8| 32,8[ 489,706511| 1,0909113| 0,82393714 8,7396189
18|NC_007404 0[Thiobacillus denitrificans ATCC 25259 Betaproteobacteria 2,91| 66,1| 485,189564| 1,08084897( 0,84840772 8,6590066
19|NC_008435 0[Rhodopseudomonas palustris BisA53 Alphaproteobacteria 5,51| 64,4 481,017893| 1,07155581| 1,59262306 8,5845562
20{NC_003997 0[Bacillus anthracis str. Ames Firmicutes 5,23| 35,4| 477,148036| 1,06293499( 1,49952945 8,5154923
21|NC_004116 0[Streptococcus agalactiae 2603V/R Firmicutes 2,2| 35,6] 473,543899| 1,05490611| 0,62601263 8,4511705
22|NC_010622 [NC 010623 |Burkholderia phymatum STM815 Betaproteobacteria 8,7| 62,3| 470,175211| 1,04740174| 2,45798456 8,3910507
23|NC_009802 0[Campylobacter concisus 13826 Epsilonproteobacteria 2,15| 39,3| 467,016372| 1,04036485| 0,60335197 8,3346761
24[NC_009633 0[Alkaliphilus metalliredigens QYMF Firmicutes 4,9| 36,8| 464,045557| 1,03374681| 1,36633398 8,281657
25[NC_004369 0[Corynebacterium efficiens YS-314 Actinobacteria 3,15| 63,1| 461,244028| 1,02750589 0,87305475 8,2316591
26{NC_007297 0[Streptococcus pyogenes MGAS5005 Firmicutes 1,84| 38,5| 458,595593| 1,02160601| 0,50704659 8,1843934
27[NC_009667 [NC 009668 |Ochrobactrum anthropi ATCC 49188 Alphaproteobacteria 5,22| 56,1| 456,086174| 1,01601582| 1,43059789 8,1396087
28[NC_005071 0[Prochlorococcus marinus str. MIT 9313 Cyanobacteria 2,41| 50,7| 453,703463| 1,01070789| 0,65703621 8,0970853
29[NC_005296 0|Rhodopseudomonas palustris CGA009 Alphaproteobacteria 547 65| 451,436648| 1,00565815| 1,48383055 8,0566302
30|NC_010545 0[Corynebacterium urealyticum DSM 7109 Actinobacteria 2,37| 64,2| 449,276181| 1,00084531| 0,63982604 8,0180731
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31{NC_006461 0|Thermus thermophilus HB8 Deinococcus-Thermus 2,07| 69,5[ 447,213595| 0,99625052| 0,55626984 7,9812629
32[NC_010400 0|Acinetobacter baumannii SDF Gammaproteobacteria 3,45[ 39,1 445,241354| 0,99185699| 0,92302775 7,946065
33|NC 002946 0[Neisseria gonorrhoeae FA 1090 Betaproteobacteria 2,15| 52,7 443,352718| 0,9876497| 0,57278021 7,9123592
34|NC 000913 0|Escherichia coli str. K12 substr. MG1655 Gammaproteobacteria 4.6| 50,8| 441,541642( 0,9836152| 1,2204772 7,8800376
35[NC_008358 0|Hyphomonas neptunium ATCC 15444 Alphaproteobacteria 3,71| 61,9( 439,802687| 0,97974136| 0,98046469 7,849003
36[NC_009641 0|Staphylococcus aureus subsp. aureus str. Newman Firmicutes 2,9| 32,9| 438,130939| 0,97601723| 0,76348778 7,8191679
37[NC_008212 0|Haloquadratum walsbyi DSM 16790 Euryarchaeota 3,18[ 47,9 436,52195| 0,97243291| 0,8341293 7,7904529
38|NC 008819 0|Prochlorococcus marinus str. NATL1A Cyanobacteria 1,9 35| 434,971677| 0,9689794| 0,49660919 7,7627857
39|NC_009617 0[Clostridium beijerinckii NCIMB 8052 Firmicutes 6| 29,9| 433,476441| 0,96564848| 1,56284864 7,7361008
40|NC 005085 0|Chromobacterium violaceum ATCC 12472 Betaproteobacteria 4.8| 64,8 432,032882( 0,96243269| 1,24611524 7,7103381
41[NC_010280 0|Chlamydia trachomatis L2b/UCH-1/proctitis Chlamydiae/Verrucomic| 1| 41,3] 430,637926( 0,95932517( 0,25876912 7,6854428
42[NC_008255 0|Cytophaga hutchinsonii ATCC 33406 Bacteroidetes/Chlorobi 4,4| 38,8| 429,288753| 0,95631964| 1,13501697 7,6613646
43[NC_008340 0|Alkalilimnicola ehrlichei MLHE-1 Gammaproteobacteria 3,3| 67,5| 427,982769| 0,95341032| 0,84867302 7,6380571
44|NC 008600 0[Bacillus thuringiensis str. Al Hakam Firmicutes 5,36| 35,4| 426,717589| 0,9505919| 1,37437581 7,6154779
45|NC_010516 0[Clostridium botulinum B1 str. Okra Firmicutes 4,15| 28,2| 425,491007| 0,94785946| 1,06105684 7,5935875
46|NC_009637 0[Methanococcus maripaludis C7 Euryarchaeota 1,8| 33,3| 424,300986| 0,94520847| 0,45893028 7,5723497
47[NC_007712 0|Sodalis glossinidius str. ‘morsitans’ Gammaproteobacteria 4,29| 54,5| 423,145639| 0,94263472( 1,09080553 7,5517306
48[NC_010546 |NC_010547 |Cyanothece sp. ATCC 51142 Cyanobacteria 5,43| 37,9( 422,023214| 0,94013431| 1,37700761 7,5316991
49[NC_008527 0|Lactococcus lactis subsp. cremoris SK11 Firmicutes 2,56 35,8[ 420,932085| 0,93770362| 0,64751848 7,5122261
50({NC 008309 0[Haemophilus somnus 129PT Gammaproteobacteria 2,01| 37,2] 419,870735| 0,93533927| 0,50712128 7,4932845
51|NC_009012 0[Clostridium thermocellum ATCC 27405 Firmicutes 3,8 39| 418,837753| 0,93303811( 0,95637802 7,4748493
52|NC_003112 0|Neisseria meningitidis MC58 Betaproteobacteria 2,3| 51,5 417,83182| 0,93079721| 0,57747012 7,4568967
53[NC_009776 0|lgnicoccus hospitalis KIN4/I Crenarchaeota 1,3| 56,5| 416,851704( 0,92861382( 0,32563052 7,439405
54[NC_007512 0|Pelodictyon luteolum DSM 273 Bacteroidetes/Chlorobi 2,36[ 57,3] 415,89625| 0,92648537| 0,58978969 7,4223533
55[NC_009801 0|Escherichia coli E24377A Gammaproteobacteria 5,27( 50,6( 414,964377| 0,92440945| 1,31407938 7,4057225
56[NC 009616 0[Thermosipho melanesiensis BI1429 Thermotogae 1,9| 31,4| 414,055069| 0,92238381| 0,4727286 7,3894944
57({NC 008011 O|Lawsonia intracellularis PHE/MN1-00 Deltaproteobacteria 1,76 33,1| 413,167375| 0,9204063| 0,43695716 7,373652
58[NC_002971 0|Coxiella burnetii RSA 493 Gammaproteobacteria 2,03| 42,6( 412,300396| 0,91847495| 0,5029328 7,3581794
59[NC_003143 0|Yersinia pestis CO92 Gammaproteobacteria 4,88| 47,6] 411,453287| 0,91658786| 1,20653668 7,3430613
60|NC_006274 0|Bacillus cereus E33L Firmicutes 5,85[ 35,1 410,625253| 0,91474326| 1,44344982 7,3282837
61(NC 007292 0[Candidatus Blochmannia pennsylvanicus str. BPEN Gammaproteobacteria 0,79| 29,6] 409,815543| 0,91293948| 0,19454303 7,3138331
62[NC 006512 Olldiomarina loihiensis L2TR Gammaproteobacteria 2,84 47| 409,023445| 0,91117494| 0,69801814 7,2996968
63[NC 008346 0[Syntrophomonas wolfei subsp. wolfei str. Goettingen Other Bacteria 2,94| 44,9] 408,24829| 0,90944814| 0,72122683 7,2858629
64|NC_003909 0|Bacillus cereus ATCC 10987 Firmicutes 5,43| 35,5[ 407,489443| 0,90775767| 1,32958578 7,27232
65|NC_008563 0|Escherichia coli APEC O1 Gammaproteobacteria 5,561 50,3| 406,746302| 0,90610218| 1,34671402 7,2590574
66|NC_009565 0|Mycobacterium tuberculosis F11 Actinobacteria 4,4| 65,6( 406,018296| 0,90448042| 1,0734911 7,246065
67|NC_006582 0|Bacillus clausii KSM-K16 Firmicutes 4,3| 44,8| 405,304885| 0,90289116| 1,04725023 7,233333
68|NC_007929 O[Lactobacillus salivarius UCC118 Firmicutes 2,1 33| 404,605555| 0,90133328( 0,51056531 7,2208523
69|NC_002945 0|Mycobacterium bovis AF2122/97 Actinobacteria 4,35| 65,6] 403,919818( 0,89980567( 1,05580713 7,2086142
70[NC 010628 0[Nostoc punctiforme PCC 73102 Cyanobacteria 9,01 41,4] 403,24721| 0,89830731] 2,18321412 7,1966104
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71{NC_008322 0|Shewanella sp. MR-7 Gammaproteobacteria 4,8| 47,9| 402,587288( 0,89683721| 1,16118513 7,184833
72|NC_009074 |[NC_009075 |Burkholderia pseudomallei 668 Betaproteobacteria 7| 68,3| 401,939632| 0,89539444| 1,69067075 7,1732745
73|NC 000963 O[Rickettsia prowazekii str. Madrid E Alphaproteobacteria 1,11 29| 401,30384| 0,8939781| 0,26766801 7,1619277
74[NC_000907 0|Haemophilus influenzae Rd KW20 Gammaproteobacteria 1,8| 38,1 400,67953| 0,89258733| 0,43338096 7,1507859
75|NC_009434 0|Pseudomonas stutzeri A1501 Gammaproteobacteria 4,6| 63,9| 400,066336| 0,89122133| 1,10583418 7,1398424
76|NC 002967 0[Treponema denticola ATCC 35405 Spirochaetes 2,8| 37,9 399,46391| 0,88987932( 0,67210287 7,1290912
77[NC_005241 0|Ralstonia eutropha H16 Betaproteobacteria 7| 66,3| 398,871919| 0,88856055| 1,67776709 7,1185261
78|NC_002944 0[Mycobacterium avium subsp. paratuberculosis K-10 Actinobacteria 4,8| 69,3| 398,290044( 0,88726431| 1,14879056 7,1081416
79|NC_008555 OfListeria welshimeri serovar 6b str. SLCC5334 Firmicutes 2,8| 36,4| 397,717979] 0,88598993| 0,66916532 7,0979321
80[NC_002570 0|Bacillus halodurans C-125 Firmicutes 4,2| 43,7| 397,155434( 0,88473676| 1,00232824 7,0878926
81[NC_008268 0|Rhodococcus sp. RHAL Actinobacteria 9,67| 67| 396,602127( 0,88350417| 2,30452637 7,0780179
82|NC_002939 0|Geobacter sulfurreducens PCA Deltaproteobacteria 3,81| 60,9| 396,057792| 0,88229156( 0,90674195 7,0683034
83[NC_000922 0|Chlamydophila pneumoniae CWL029 Chlamydiae/Verrucomic 1,2| 40,6 395,522172| 0,88109837| 0,28520179 7,0587443
84[NC_008245 0|Francisella tularensis subsp. tularensis FSC198 Gammaproteobacteria 1,9] 32,3| 394,995019| 0,87992404| 0,45096765 7,0493364
85|NC_007795 0[Staphylococcus aureus subsp. aureus NCTC 8325 Firmicutes 2,8| 32,9| 394,476097| 0,87876805( 0,66371081 7,0400754
86|NC 010612 0[Mycobacterium marinum M Actinobacteria 6,62| 65,7 393,96518| 0,87762988| 1,5671696 7,0309573
87[NC_000964 0|Bacillus subtilis subsp. subtilis str. 168 Firmicutes 4,2| 43,5| 393,462047| 0,87650906| 0,99300699 7,021978
88|NC_002952 0[Staphylococcus aureus subsp. aureus MRSA252 Firmicutes 2,9| 32,8| 392,966491| 0,87540512| 0,68478413 7,013134
89|NC 003047 0|Sinorhizobium meliloti 1021 Alphaproteobacteria 6,74| 62,2| 392,478308| 0,8743176| 1,5895556 7,0044216
90|NC_004070 O[Streptococcus pyogenes MGAS315 Firmicutes 1,9( 38,6[ 391,997304( 0,87324608| 0,44754515 6,9958373
91|NC_002162 0[Ureaplasma parvum serovar 3 str. ATCC 700970 Firmicutes 0,75| 25,5| 391,523293| 0,87219013| 0,17644893 6,9873778
92|NC_003361 0[Chlamydophila caviae GPIC Chlamydiae/Verrucomic 1,18] 39,2| 391,056094( 0,87114936| 0,27728172 6,9790398
93[NC_007413 0|Anabaena variabilis ATCC 29413 Cyanobacteria 7,07{ 41,4] 390,595533| 0,87012338| 1,65938384 6,9708204
94|NC_008709 0|Psychromonas ingrahamii 37 Gammaproteobacteria 4,6] 40,1]| 390,141444( 0,86911181| 1,07840052 6,9627164
95|NC_006576 0[Synechococcus elongatus PCC 6301 Cyanobacteria 2,7| 55,5| 389,693666( 0,8681143| 0,63224773 6,9547251
96|NC 009972 O[Herpetosiphon aurantiacus ATCC 23779 Chloroflexi 6,74| 50,9| 389,252042| 0,8671305| 1,57648908 6,9468436
97[NC_004663 0|Bacteroides thetaiotaomicron VPI-5482 Bacteroidetes/Chlorobi 6,33| 42,9| 388,816423| 0,86616008( 1,47893293 6,9390692
98|NC_008513 0[Buchnera aphidicola str. Cc (Cinara cedri) Gammaproteobacteria 0,42| 20,1| 388,386664| 0,86520271| 0,09801979 6,9313995
99|NC 009782 O[Staphylococcus aureus subsp. aureus Mu3 Firmicutes 2,9| 32,9| 387,962624| 0,86425809( 0,67606438 6,9238318
100{NC_008510 |[NC 008511 [Leptospira borgpetersenii serovar Hardjo-bovis JB197  |Spirochaetes 3,9| 40,2| 387,544169| 0,8633259| 0,90820938 6,9163638

Tamanho Total de Geno 371,73 44889,6725 100 100

Tamanho total de reads 200

Numero Total de Reads

371,73
1|tamanho do genoma = total de todos os cromossomos e plasmideos média 74,34] 40,4

N

calculado usando ni = a (log (i + 1)) -bparal1l>i>Meb=0,5

O parametro a representa a abundancia do genétipo mais abundante, b é um parametro relacionado a uniformidade e M é o nimero de diferentes genétipos na comunidade.




