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RESUMO

As tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo proporcionaram um grande
avanco dos estudos gendmicos, tornando sua utilizacdo um marco que revolucionou a
biologia. Estas plataformas s@o caracterizadas pela reducdo no tempo de sequenciamento,
alta producdo de dados e baixo custo por base sequenciada, contudo, estes equipamentos
em sua maioria produzem dados compostos por leituras curtas o que representa um grande
desafio para reconstrucdo do genoma, devido a essa nova caracteristica das leituras
ferramentas computacionais tiveram que ser desenvolvidas para realizar a tarefa de

montagem exemplo delas temos Velvet, Allpaths, ABySS, SOAPdenovo2, Edena.

No entanto, a maioria destes aplicativos sdo executados através de linhas de
comandos extensas compostas por vdrios parametros € devem obedecer a uma sintaxe
adequada a sua utilizacdo, pois em caso de erros existe a possibilidade de nao obtencao do
melhor resultado, com o intuito de resolver este problema apresentamos o
AutoAssemblyD, que além de proporcionar a utilizacdo destes montadores através de uma

interface grafica também possibilita a geréncia destas execugdes de forma remota.
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ABSTRACT

Technologies for second-generation sequencing provided a major breakthrough of
the genome, making its use a landmark that has revolutionized biology. These platforms
are characterized by a reduction in sequencing time, high data production and low cost per
base sequenced, however, these devices produce data mostly consist of short readings
which represents a major challenge for reconstruction of the genome due to this new
feature readings of computational tools had to be developed to accomplish the task of

assembling their example we Velvet, AllPaths, Abyss, SOAPdenovo2, Edena.

However, most of these applications are executed through command lines extended
and composed of several parameters must follow the standard syntax to use, because in
case of errors in the syntax is the possibility of not obtaining the best result, with the aim of
solve this problem we present the AutoAssemblyD that besides providing the use of these
assemblers through a graphical interface also enables the management of these executions

remotely.



1 INTRODUCAO

As tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo (SGS) revolucionaram a
biologia. Dentre as caracteristicas relacionadas a estas, pode-se citar: a reducdo do custo e
tempo de sequenciamento de genomas e geracdo de grande quantidade de dados quando
comparado com o método de Sanger (El-Metwally et al., 2013; Henson et al., 2012).

Contudo, surgiram desafios como: processamento da grande quantidade de dados
produzidos por estas plataformas, principalmente quando ndo se dispde de um parque
computacional robusto, e a montagem de genomas a partir de leituras curtas, onde héd a
necessidade de realizar varias montagens com diferentes parametros para se aperfeicoar os
resultados (Koren et al., 2014; Schuster, 2008)

Esses desafios impulsionaram o desenvolvimento de ferramentas computacionais
para a montagem de genomas a partir de leituras curtas, como Velvet (Zerbino & Birney,
2008), ABySS (Simpson et al., 2009), ALLPATHS (Butler et al., 2008), SOAPdenovo (Li
etal., 2010) e MAQ (Li et al., 2008).

Grande parte dos programas de montagem € executada através de extensas linhas de
comandos, compostas por um ou varios parametros que devem ser definidos, o que
dificulta a utilizacdo por usudrios com pouco conhecimento de computa¢ido (Ramos et al.,
2012; Earl et al., 2011).

Desta forma, o uso de uma interface grafica facilita a utilizacdo dos algoritmos de
montagem, como o software VAGUE (Powell & Seemann, 2013), que propdem uma
interface grafica para execucdo do montador Velvet, onde todos os parametros necessarios
para execucdo sdo definidos pelo usudrio. No entanto, a disponibilidade apenas para o
montador Velvet ¢ uma limitacdo, considerando a grande variedade de montadores
disponiveis (Earl er al., 2011). Assim, este trabalho apresenta o AutoAssemblyD, uma
ferramenta grafica para o gerenciamento de montagem de genomas a partir de qualquer
montador, através da criacdo de templates XML, além de possibilitar a montagem em

madquinas remotas por processamento distribuido.

10



1.1 Sequenciadores de primeira geracgao.

O método de sequenciamento por terminacdo de cadeia desenvolvido por Frederick
Sanger revolucionou a maneira de se realizar o sequenciamento de DNA, pois apresentava
uma alta eficiéncia, fator que tornou o método desenvolvido por Sanger a principal
tecnologia (“primeira geracdo”) de aplicagdes de sequenciamento de DNA (Liu er al.,
2012).

Alguns anos mais tarde, a Applied Biosystems fez diversas melhorias na plataforma
disponibilizando para o mercado o primeiro sequenciador automaético, conhecido como AB
370. Essa plataforma iniciava suas atividades com o “throughput” de 500 Kilobases
sequenciadas por dia, e leituras que poderiam alcancar o comprimento de 600 bases (Liu et
al.,2012).

A plataforma sofreu atualizagdes e passou a ser chamada de AB 3730xl, nesta
versdo o “throughput” era de 2.88 MB sequenciadas por dia, com comprimento de leitura
de 900 bases. A principal desvantagem dessa tecnologia estava relacionada ao alto custo e
o baixo “throughput”. Contudo, esta plataforma foi amplamente utilizada para completar o
Projeto Genoma Humano (Liu et al., 2012).

Com o intuito se sanar os problemas relacionados as plataformas de primeira
geracdo, em 2005 surge uma das primeiras plataformas de segunda geracdo, com a ampla
utilizacdo destas novas tecnologias podemos notar um salto nos estudos gendmicos como

demonstrado na Figura 1.

10.000 m Complero

B Razcunhe
Permnanente

5.000

Genomas

2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014
Ano

Figura 1. Avancos nos estudos gendomicos proporcionados pelas plataformas de segunda
geracdo. http://www.genomesonline.org.
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1.2 Sequenciadores de segunda geracao

As plataformas NGS surgiram em meados de 2005, quando a empresa Roche
disponibilizou para o mercado o sequenciador 454, mais tarde outras tecnologias foram
lancadas comercialmente como a SOLID da Life Tecnologies, e GA Illumina (El-Metwally
et al., 2013; Henson et al., 2012).

As plataformas de segunda geracdo também conhecidas como NGS (Next
generation sequencing) se diferenciam das tecnologias que utilizam o método de Sanger,
principalmente pela capacidade de realizar andlises massivamente paralelas. Além de
reduzir o custo do sequenciamento e apresentar elevado “throughput”. Desta maneira, o
desenvolvimento desses equipamentos proporcionou uma revolugao na biologia (Faino and
Thomma, 2014).

No entanto, apesar da alta producdo de dados e alta cobertura, estas plataformas
produzem leituras curtas, o que resulta no desafio de realizar montagem dos genomas,
tanto por questdes algoritmicas, como quanto a necessidade de infra-estruturas
computacionais para o processamento do volume de dados gerados por estes

equipamentos, que cresce de forma exponencial (Zhang et al., 2011).

1.2.1 Roche 454

O sequenciador 454 produzido pela ROCHE (www.454.com) foi a primeira
plataforma de segunda geracdo disponibilizada comercialmente em 2005, e utiliza o
método de sequenciamento denominado pirosequenciamento. Na primeira versio, o seu
“throughput” era capaz de gerar 20 MB por sequenciamento, as leituras produzidas
apresentavam comprimento de aproximadamente 150 pb. Na versdo atual conhecida como
GS FLX, as leituras produzidas podem chegar a 700 pb, em alguns casos podem até
superar esse valor chegando a 1000 pb. Com o “throughput” de 7 GB por rodada (Tabela
01), a média da taxa de erro fica em torno de 0.5% (Liu et al., 2012).

Com o avango dessas tecnologias houve um notdvel aumento do comprimento da
leitura, possibilitando a utilizagdo da plataforma para outras aplicacdes, como
sequenciamento de novo de genomas completos e resequenciamento de genomas. No
entanto, a plataforma apresenta problemas quanto a indels, principalmente no

reconhecimento de homopolimeros que se trata da repeticio de uma base consecutiva
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como: AAAAAA ou GGGGGG, esta plataforma é capaz de trabalhar as bibliotecas
genOmicas fragments e paired-end (El-Metwally et al., 2013; Shendure and Ji, 2008).

1.2.2 Plataforma 454 GS Junior

A plataforma 454 GS Junior (Roche) faz uso da mesma abordagem utilizada na
versao (454 GS FLX), utilizando as técnicas de PCR por emulsdo e o pirosequenciamento.
Este sequenciador “benchtop” tem ‘“‘throughput” em torno de 70 MB por rodada, com
leituras produzidas que podem alcangar o comprimento de mais de 600 bases (Loman et
al., 2012).

O 454 GS Junior € apto ao sequenciamento de novo, e resequenciamento de regides

alvo (Loman et al., 2012).

1.2.3 TIllumina GA/HiSeq

A plataforma GA (Genome Analyzer) foi disponibilizada em 2006 e as leituras
produzidas inicialmente eram de 35 pb, com um “throughput” de 1GB e a taxa de erro de
1%. O tipo de erro mais comum inerente ao equipamento € a substitui¢ao de bases (Henson
etal.,2012).

Atualmente, a plataforma HiSeq 2000 (http://www.illumina.com) gera leituras de
100 pb com “throughput” de 600 GB (Tabela 01). A estratégia de sequenciamento utilizada
pelo HiSeq 2000 é a mesma do Genome Analyzer, que tem como caracteristica o
sequenciamento por sintese — SBS, a taxa de erro deste equipamento fica em torno de
menos de 2%, apds o processo de filtragem dos dados e as bibliotecas gendmicas que esta
plataforma trabalha sdo fragments e paired-end. As aplicacdes mais comuns dessa
plataforma sdo resequenciamento, montagem de novo, e andlises de RNA-seq (Henson et

al., 2012).

1.2.4 Miseq

O Miseq realiza sequenciamento por sintese, assim como nas versdes anteriores dos
sequenciadores Illumina. No entanto, sua tecnologia reduziu drasticamente o tempo
necessario por rodada e o tamanho do equipamento quando comparado ao Illumina HiSeq,

devido as suas caracteristicas ela € considera “benchtop”. O “throughput” oriundo deste
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equipamento € maior que 1 GB e o comprimento das leituras podem chegar a 150 pb

(Henson et al., 2012).

1.2.5 AB SOLiD

A plataforma SOLiD disponibilizada no final de 2006 (Sequencing by Oligo
Ligation Detection) realiza o sequenciamento baseado na ligase, na primeira versiao suas
leituras alcancavam 35 pb de comprimento, com ‘“throughput” de 3 GB por
sequenciamento. Atualmente, a versdo comercial é conhecida por SOLiD 5500xl1
(anteriormente conhecida como SOLiD4hq), sendo capaz de gerar até 180 GB (Tabela 1),
produzindo leituras de comprimento de 75 pb apresentando uma taxa de erro de 0.01%
(Henson et al., 2012; Schlebusch & Illing, 2012).

Esta plataforma € a tunica a produzir dados no formato de color space, com 16
possiveis combinagdes de dois nucleotideos em quatro possibilidades de cores (Figura 2).
Esse sistema de codificacdo reduz a taxa de erros, possibilita diferenciar polimorfismos
verdadeiros de erros de sequenciamento, € aumenta a confiabilidade na identifica¢do de
variacdes gendmicas como SNP’s adjacentes, inser¢des, delecdes e rearranjos estruturais,
quanto as bibliotecas gendmicas que a plataforma trabalha temos fragments, paired-end e

Mate-paired (Lee et al., 2013; Zhang et al., 2011).

Tabela 1. Tabela com as caracteristicas dos Sequenciadores de 2°* geracao
adaptado de Liu et al., (2012) e Scholz et al., (2011).

Sequenciador 454 GS FLX HiSeq 2000 SOLiDv4
Comprimento 700 pb; ~1000 pb 50SE, 50PE, 101PE 50 + 35 pbou
da Leitura 50 + 50 pb

Dados de Saida 0.7GB 600 GB 180 GB

por execugao

Tipo de erro Indel Substituicao A-T Bias

14
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Figura 2. Cédigo de Cores SOLiD
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Como resultado do sequenciamento, sdo produzidos dois arquivos: um com a
extensdo csfasta e outro qual, nestes arquivos estdo presentes as sequéncias de DNA no
formato do cédigo de cores e os valores de qualidade Phred, respectivamente. Abaixo

segue um exemplo desses arquivos (Figura 3).

>427 21 241 R3 ¢
60132103112
>427 22 754 R3
G1301220201

>427 21 241 R3 2

25 30 21 23 27 29 19 18 22
>427 22 754 R3

26 29 22 24 25 26 20 21 19

Figura 3. Exemplo de arquivo csfasta (01) com as bases em cédigo de cores e qual (02)
com as qualidades Phred de cada base do arquivo csfasta.

1.3 Sequenciadores de terceira geracao

A alta acurécia, grande geracdo de dados e redugdo no tempo de preparacdo das
bibliotecas antes do sequenciamento sdo caracteristicas das plataformas de terceira geragcdo
(Loman et al., 2012).

Uma inovacdo das plataformas de terceira geragdo, esta relacionada a forma de
deteccao do sinal, que pode ser feito usando trés novos métodos: deteccdo da variagdo de
pH em funcdo da liberacio do ion de H+ durante a incorporacdo da base no

sequenciamento, SMRT (Single-molecule real-time), € o Nanopore que consiste em um

15



orificio de didametro nanométrico, que devido a sua alta sensibilidade, quando as bases de
DNA passam através dele causam oscilagdes de corrente elétrica o que possibilita a
identificacdo das mesmas (Hayden et al., 2012).

Atualmente, como plataformas de terceira geracdo comercializadas té€m-se:
HeliScope (Helicos), Ion Torrent PGM (Life Technologies), PacBio (Pacific Biosciences)
(Loman et al., 2012; Quail et al., 2012; Zhang et al., 2011), Gridlon e Minlon System

(https://www.nanoporetech.com).

1.3.1 HeliScope (Helicos)

O HeliScope foi o primeiro sequenciador a utilizar a tecnologia de SMRT (Single-
molecule real-time), que possibilita o sequenciamento de uma tnica molécula de DNA em
tempo real. Esse equipamento é dotado de um sistema sensivel capaz de captar os
nucleotideos assim que estdo sendo sintetizados. Atualmente, o seu “throughput” varia de
20 Gb até 28 Gb por rodada, gerando leituras de comprimento de 30pb a 35 pb (Tabela 2).

Sua acurdcia estd em torno de 99 %, a partir do dado bruto (Loman et al., 2012).

1.3.2 Ion Torrent Personal Genome Machine (PGM)

A plataforma Ion Torrent PGM faz parte da terceira geracdo de sequenciadores,
além de ter inaugurado a era dos sequenciadores “pés-luz”. Ao realizar a deteccao dos
nucleotideos através da tecnologia dos semicondutores, esse sistema realiza a detec¢cdo dos
ions de hidrogénio liberados durante a polimerizacao do DNA (Henson et al., 2012).

O “throughput” € personalizdvel com trés capacidades distintas: 10 MB (chip314),
100 MB (chip316) e 1GB (chip 318). O sequenciamento ocorre aproximadamente em duas
horas, gerando leituras com comprimento de 400 pb. Sendo que o erro caracteristico desta
plataforma é de INDEL (inser¢do/delecdo), em torno de 1% (El-Metwally et al., 2013;
Henson et al., 2012).

1.3.3 PacBio RS system (Pacific Biosciences)

Fabricado pela Pacific BioSciences, o PacBio é uma plataforma de sequenciamento
que tem dentre suas caracteristicas a redu¢do do tempo necessdrio para o sequenciamento,

pois a preparagdao do modelo utilizado no sequenciamento toma de 4 a 6 h. O método de
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sequenciamento ¢ o SMRT (Single-molecule real-time) que possibilita o sequenciamento
sem a necessidade do processo de amplificacdo. Atualmente seu “throughput” € maior que
35 MB (Tabela 2), com leituras comprimento que pode variar de 4.200 a 8.500 bp

(http://www.pacificbiosciences.com) (Henson et al., 2012).

Tabela 2. Tabela com as caracteristicas dos Sequenciadores 3* geracao
Adaptado de Salmela et al., (2010) e Henson et al., (2012).

Sequenciador |454 GS Junior Miseq PGM PacBio HeliScope
Comprimento 600 pb 150 pb 200 pb ~5000 pb 30-35 pb
da Leitura
Dados de 70 MB 1.6 GB 1 GB 35-45 MB 20-28 GB
Saida por
execucao
Tipo de erro Indel Substituicdo Indel CG Delecao Delecao

1.3.4 Gridlon & Minlon System (Oxford Nanopore)

O Gridlon é uma plataforma de sequenciamento que utiliza a tecnologia de
nanopore para decodificacdo das bases de DNA e RNA, esta tecnologia opera com um
cartucho no qual estdo presentes todos os reagente necessdrios para realizacdo de um
experimento, cada n6 do Gridlon € reconhecido como um dispositivo de rede ndo havendo,
portanto, a necessidade de um servidor dedicado, os dados podem ser disponibilizados em
um HD externo conectado a porta USB ou em um equipamento na rede local. Outra
inovacdo da plataforma € capacidade de trabalhar agregando multiplos ndés como um
grande cluster computacional (https://www.nanoporetech.com).

A versdo miniaturizada do Gridlon € conhecida como Minlon, esta plataforma
trabalhar seguindo o mesmo workflow de trabalho do Gridlon, contudo é um equipamento
que se assemelha em muito com um pendrive, devido as suas dimensdes, ele € portavel e
pode ser utilizado  diretamente na porta USB de um  computador

(https://www.nanoporetech.com).
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1.4 Qualidade das sequéncias

O primeiro programa a utilizar valores de qualidades para bases de DNA foi o
Phred desenvolvido por Ewing e colaboradores (1998). Esta ferramenta € capaz de
calcular indices de qualidade relacionados a probabilidade de erro. Assim, a utilizagdo de
filtros de qualidade com base nessa métrica aumentam a acurdcia do processo de
montagem dos genomas (Ewing et al., 1998; Liu et al., 2012).

O basecalling, que consiste no processo de captura dos valores de comprimento de
onda gerados durante o sequenciamento. O calculo dos valores de qualidade sdo
executados obedecendo a férmula Q = -10 x log10(p). Assim um valor de qualidade Phred
30 implica em um erro a cada 1000 nucleotideos, conforme a Tabela 3 (Ewing et al.,

1998).

Tabela 3. Qualidade Phred relacionada com a probabilidade de erro e precisdo da base

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

Quanto as plataformas NGS (Next generation sequencing), apesar de produzirem
dados com uma elevada cobertura, a avaliagdo da qualidade de dados se torna importante,
pois possibilita a eliminagdo de bases das extremidades cujos valores de qualidades
estejam abaixo do valor de corte, o FASTQC (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/)
€ uma aplicac@o que possibilita a avaliacdo dos dados permitindo ao usudrio visualizar em
um gréifico de diagramas de caixas ou boxplot, informagdes sobre valores de qualidade,
mediana dos dados e distribui¢do das leituras em relacdo a qualidade que elas apresentam
(Figura 4) . Contudo, para realizar o filtro de qualidade, pode-se utilizar ferramentas
computacionais como: Galaxy (Blankenberg et al., 2010), ShortRead (Morgan et al.,
2009), FASTX-toolkit (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit) e o QualityAssessment
(Ramos et al., 2011), o que aumenta a acuricia nos dados e reduz a possibilidade de erros

durante a montagem.
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Figura 4. Tela do FastQC, a linha azul que corta o boxplot € a qualidade dos dados e a
vermelha € a mediana dos dados.

1.5 Correcao de Erros

Outra abordagem que objetiva o aumento da confiabilidade dos dados € a correcdao
de erros. Ela pode ser dividida em trés categorias, espectro de kmer (k-spectrum based),
arvore de sufixos (suffix tree/array-based) e alinhamento de sequéncias multiplas (MSA-
based) (El-Metwally et al., 2013; Yang et al., 2013).

Nos tltimos anos vdérias ferramentas computacionais para corre¢do de erros vém
sendo desenvolvidas, implementando um alto grau de sofisticagdo para este processo.
Dentre elas podemos citar como exemplos Quake (Kelley et al., 2010), EULER-SR
(Chaisson et al., 2009) que utiliza o método de alinhamento espectral, SHREC (Schroder et
al., 2009) e a versdo hibrida do SHREC (Schroder et al., 2009; Salmela, 2010) que
implementa 4rvore de sufixos e pode aceitar como entrada (Tabela 4), dados de vérias
plataformas de sequenciamento (Salmela, 2010).

Em programas de montagens de genomas, o processo de correcdo de erros é
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executado em uma fase chamada de pré-processamento, no entanto, alguns realizam essa
operacdo de forma automdtica, dentre estes pode-se citar ALLPATHS (Butler er al., 2008)
e SOAPdenovo2 (Luo et al., 2012).

Tabela 4. Algoritmos de correcao de erro.
Adaptado de (El-Metwally et al., 2013)

Algoritmos Erros alvo Input Output
Quake Substituicdao fastq fastq
Reptile Substituicdao fastq fa,erros

Hammer Substituicao fastq Raw kmers
Shrec Substituicdao fastq fastq
Hybrid-Shrec Substitui¢do fasta
Delecao fasta
Insercado
HiTEC Substituicdao Fasta,fastq fasta

1.6 Metodologias para Montagem de Genomas

A montagem consiste no agrupamento por identidade das leituras geradas pelo
sequenciamento, através da sobreposicao das sequéncias, a fim de reconstruir 0 genoma
original (Miller et al., 2010).

Os agrupamentos das leituras geram uma leitura maior chamada de contig
(sequéncia contigua), a ordenacdo e orientacdo dos contigs sdo realizadas na etapa de
finalizagcdo, onde sdo construidos os scaffolds (também chamados de super contigs ou
metacontigs) (Miller et al., 2010).

Virias ferramentas computacionais foram desenvolvidas para realizar a tarefa de
montagem dos dados, as primeiras a serem utilizadas eram baseadas na abordagem de
algoritmos gulosos como SSAKE (Warren et al., 2007), SHARCGS (Dohm et al., 2007),
VCAKE (Jeck et al., 2007).

Como arquivo de entrada para o processo de montagem, os formatos mais

utilizados sdo fasta, fastq e sff (Miller et al., 2010).
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As duas abordagens mais utilizadas atualmente para montagem de genomas sao:
“Reference Assembly” onde um genoma montado e disponivel € utilizado como referéncia
no processo de mapeamento das leituras. A outra abordagem é conhecida por de novo, que
ndo faz uso de um genoma de referéncia para realizar a montagem, e exige um alto grau de

processamento computacional (Pop, 2009).

1.6.1 Montagem por Referéncia (Reference Assembly)

Na montagem por referéncia também conhecida como montagem comparativa (Pop
& Phillippy, 2004) € utilizado o alinhamento das sequéncias contra um genoma de
referéncia (Figura 4), o qual geralmente trata-se de um organismo com caracteristicas

filogenéticas proximas ao organismo ao sequenciado (Pop, 2009).

REFERENCIA ATCAT
ATCAT

LEITURAS —

Figura 5. Figura ilustrando a montagem por referéncia

Esta abordagem ¢é amplamente utilizada para a avaliagdo de variantes e
polimorfismos de nucleotideos tinicos.

Dentre as ferramentas computacionais que utilizam essa abordagem podemos citar,
SHRiMP (Rumble et al., 2009), MAQ (Li et al., 2008), BWA (Li et al., 2008) e Bowtie
(Langmead et al., 2009).

1.6.2 Montagem de novo

A abordagem de montagem de novo realiza a reconstru¢do do genoma a partir de
milhares de leituras curtas, sem nenhum genoma guia (Pop, 2009).
Alguns fatores podem dificultar o processo de montagem como: a auséncia de

bibliotecas pareadas, que auxiliam na resolucdo de regides repetitivas, e a grande
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quantidade de leituras geradas pelas plataformas NGS. A montagem de novo é um
problema da classe “NP-hard” onde uma solucdo computacional eficiente ndo é conhecida
(Pop, 2009).

A maioria das ferramentas computacionais utilizadas para montagem de dados
gerados pelas plataformas de sequenciamento NGS utiliza a teoria dos grafos, a qual é
amplamente utilizada em ciéncia da computacdo para solu¢do de problemas complexos
(Miller et al., 2010).

Assim esses algoritmos podem ser divididos em trés abordagens: algoritmos
gulosos (greedy), overlap-layout-consensus (OLC) e Grafo de Bruijn (DBG) (Miller et al.,
2010).

1.6.2.1 Algoritmos Gulosos

Os algoritmos gulosos (Greedy Algorithms) sdo considerados os mais intuitivos na
montagem de dados oriundos dos sequenciadores. O processo € iniciado com a busca por
similaridade entre as leituras (Figura 5), realizando a comparacdo de cada sequéncia com
todas as outras, e atribuindo valores para essas potenciais sobreposi¢des. Apds a
finalizacdo desta etapa o algoritmo realiza a fusdo das leituras que possuem os maiores
valores de sobreposi¢do. Sendo assim podemos caracterizar essa estratégia pela execucao
uma operagdo bésica, onde dada qualquer leitura € realizado a adicdo de uma nova leitura

enquanto essa operacdo for possivel (Pop et al., 2002).

AGCTTAGGCCCTT
GGCCCTTAAAAT

Figura 6. Similaridade entre leituras. Adaptado Pop 2009.

Dentre os softwares que utilizam essa estratégia estio o SSAKE (Warren et al.,
2007), VCAKE (Jeck et al., 2007) e o SHARCGS (Dohm et al., 2007). No entanto, essas
ferramentas utilizam uma abordagem “greedy” melhorada, com uma nova forma de
extensao de leituras. Assim uma leitura é escolhida para formagao de uma “seed” e a partir

dela os contigs sdo estendidos pelas sobreposicdes encontradas nas leituras, resultando na
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diminui¢do de mis-assemblies causados pelas regides repetitivas (Pop & Salzberg, 2008).
Outra estratégia que vem sendo utilizada para realizacdo de montagens de novo € a
utilizacdo de dados de diferentes plataformas de sequenciamento. Um exemplo desse tipo
de procedimento é o pipeline proposto por Goldberg et al., 2006 que fez a unido do
montador VCAKE (Jeck er al., 2007) com o Newbler (Reinhardt et al., 2009), utilizando

dados gerados pelas plataformas ABI 3730x1 e o0 454 Roche (Miller et al., 2010).

1.6.2.2 Overlap-layout-consensus

Na estratégia Overlap-layout-consensus (OLC) o processo de montagem € dividida
em trés fases. Na primeira, € realizada a comparacdo de todas as leituras entre si, para
auxiliar a execugdo desta tarefa a OLC faz uso de um algoritmo heuristico que realiza a
quebra de leituras dentro de todos os k-mers existentes, o resultado desse processamento é
uma lista de leituras candidatas que compartilham k-mers. O processo de descoberta das
sobreposicoes é sensivel aos valores de alguns parametros utilizados no algoritmo
heuristico, como o valor de k-mer, tamanho minimo de sobreposi¢do e a porcentagem de
identidade minima exigida para uma sobreposi¢do. A definicdo de valores estringentes
implica em uma maior acurécia dos contigs, contudo ocorre uma influéncia na quantidade
de contigs produzidos (Miller et al., 2010).

As informagdes geradas na primeira fase sao utilizadas na fase seguinte para gerar o
grafo de sobreposi¢des. Este grafo contém todas as informagdes referentes as leituras,
representadas por nds (nodes) e a sobreposi¢do entre duas leituras é representada como
uma aresta (Pop, 2009).

Na ultima fase a sequéncia consenso € formulada a partir do alinhamento de
multiplas sequéncias (MSA). No passo seguinte as bases sao carregadas em memoria para
que a consenso seja entdo construida apds o grafo ser percorrido por um método conhecido
por caminho Hamiltoniano (Miller et al., 2010).

Dentre as ferramentas computacionais que utilizam essa estratégia para realizar a
montagem de genomas pode-se citar: Celera (Myers et al., 2000), Arachne (Batzoglou et
al., 2002) esses montadores sdo da era dos sequenciadores baseados no método de Sanger,
desenvolvidos para trabalhar com leituras longas; CABOG (Miller et al., 2010), que surgiu
a partir do montador Celera, apds uma revisao para que fosse possivel trabalhar com dados

gerados pela plataforma 454 Roche; Edena (Hernandez et al., 2008), montador trabalha
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com leituras curtas e de tamanho uniforme; Newbler (Reinhardt et al., 2009), amplamente
utilizado e distribuido pela Roche Life Sciences e na sua implementacdo ele faz uso da
estratégia OLC duas vezes, na primeira vez ele gera os unitigs (contigs exclusivamente
montédveis) que sao construidos seguindo a sobreposi¢do entre as pontes do grafo, enquanto
nao for encontrada uma “fork” (quando uma leitura A se sobrepdem a outras duas leituras
B e C, no entanto as leituras B e C ndo se sobrepdem umas com as outras. Isso pode

ocorrer devido a regides repetitivas ou erros de sequenciamento Figura 6) (Pop, 2009).

Read B

Read A

Read C

Figura 7. Surgimento do “fork” onde uma leitura A alinha com as leituras B e C, contudo B
e C ndo alinham entre si, resultando em uma bifurcagdo.

1.6.2.3 Grafo de Bruijn

O Grafo de Bruijn tem sua origem nas andlises dos resultados dos primeiros
trabalhos com dados produzidos utilizando sequenciamento por hibridizacio (SBH),
conceitualmente SBH é semelhante ao conjunto de fragmentos (Pevzner et al., 2001). Essa
abordagem inicia com a quebra de um conjunto de leituras dentro de seus k-mer spectrum
(Figura 7), em seguida ocorre a constru¢dao do grafo contendo os segmentos das leituras
como nos e a ligacdo desses nds ocorre caso eles estejam de forma adjacentes a leitura

original (Pop & Salzberg, 2008).
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Figura 8. Demonstra¢do do Layout das leituras e sobreposi¢dao usando kmer, ao lado a
constru¢do do grafo de Bruijn. Adaptado de Schatz et al., 2010.

A abordagem do Grafo de Bruijn apresenta vérias vantagens sobre a abordagem de
OLC, dentre elas pode-se citar: ha ndo necessidade de processamento de sobreposi¢cdes
entre as leituras, por isso a etapa de expansao das sobreposi¢des ndo é mais necessdria, em
vez disso as sobreposi¢des sdo implicitamente representas no grafo de Bruijn, existéncia de
uma grande quantidade de algoritmos eficientes para encontrar um caminho através do
grafo (Pop, 2009).

Apesar da série de vantagens citadas anteriormente, a utilizacdo dessa abordagem
em algoritmos de montagem ndo € trivial, em funcdo do grande nimero de caminhos
Eulerianos que podem ser encontrados no grafo, que correspondem a muitas maneiras
diferentes que um genoma pode ser reconstruido em torno de suas regides repetitivas.
Assim a tarefa do algoritmo de montagem € encontrar apenas um caminho que corresponda
a forma mais acurada de reconstru¢do do genoma (Miller et al., 2010).

Atualmente essa estratégia é amplamente utilizada em algoritmos para montagem
de dados de plataformas de sequenciamento NGS como, por exemplo, Velvet (Zerbino &
Birney, 2008) software de montagem que utiliza esta abordagem; ABySS (Simpson et al.,
2009) tem como caracteristica a utilizacdo de recursos para o processamento distribuido, o
que possibilita a montagem de genomas de mamiferos; ALLPATHS (Butler ef al., 2008)
faz a montagem de genomas grandes usando bibliotecas paired-end, além disso, faz uso de
procedimentos para correcdo de erros de substituicdo baseado em valores de qualidade;

SOAPdenovo2 (Luo et al., 2012) faz uso de varias técnicas implementadas em outros
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montadores como o Velvet, CABOG e ALLPATHS (Quadro 1), normalmente utilizado em

montagem de genomas grandes (Miller ef al., 2010).

Quadro 1. Lista de Montadores

Montadores algoritmo Tecnologia
SSAKE, Greedy Illumina
SHARGS E
VCAKE
Edena OLC [llumina
CABOG OLC Multi-Plataformas
SGA OLC [lumina
SOAPdenovo | De Bruijn [llumina
e Allpaths
Velvet De Bruijn [llumina
ABySS De Bruijn [llumina

1.7 Sistemas Distribuidos

Os sistemas distribuidos sdo um conjunto de componentes interligados utilizando
os recursos de uma rede de computadores para realizacdo de suas tarefas por meio de troca
de mensagens (COULOURIS et al., 2007).

A utiliza¢ao das redes de computadores proporcionou uma melhor utilizacdo dos
recursos computacionais (compartilhamento de impressoras, arquivos e utilizacdo de
softwares), no entanto, com o avanco das tecnologias podemos contar atualmente com
computadores dotados de processadores com vdrios nicleos de processamento com um
custo reduzido, porém na maioria do tempo estes nucleos ficam ociosos ou sdo
subutilizados com tarefas que nao requerem nem um ter¢co do que o equipamento
realmente pode oferecer (COULOURIS et al., 2007).

Com utilizacdo de técnicas de sistemas distribuidos estes recursos podem ser
melhor utilizados um exemplo disto, € a possibilidade do processamento de tarefas em
computadores ociosos na rede, sem que o usudrio necessite fazer intervengdes tornando
esse processo transparente (COULOURIS ez al., 2007).

O surgimento dessas tecnologias impulsionou a criagdo de vérias outras como, a
programacgdo distribuida que faz uso dos recursos de redes para implementacdo de

softwares capazes de atuar em diferentes tipos de arquitetura computacionais (Sistemas
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operacionais, plataformas de Hardware). No entanto, os desafios enfrentados pelos
projetistas dessas aplicacOes sdo diversos dentre eles, heterogeneidade, seguranca e
confiabilidade (COULOURIS et al., 2007).

As relacdes entre os processos em um sistema distribuido usualmente ocorrem
utilizando o modelo cliente-servidor, neste modelo 0s processos assumem papeis que
podem variar de acordo com a tarefa que estd sendo executada. Assim quando um processo
oferece servigos, recebe a definicao de servidor, contudo, em determinada situacdo ele
pode assumir o papel de processo cliente (COULOURIS et al., 2007).

Na Bioinformdtica existem vérios algoritmos para montagem de genomas grandes
que foram desenvolvidos utilizando técnicas de sistemas distribuidos dentre eles, ABySS,

Allpaths, Velvet.

1.8 RMI JAVA

O RMI (Remote Method Invocation) Java foi incorporado a API (Application
Programming Interface) do Java na versdao 1.1 do JDK. Ele é uma extensao do modelo de
objetos Java no estilo RPC (Remote Procedure Call — onde uma chamada de um método
remoto € realizada utilizando a troca de mensagens), proporcionando suporte a objetos
distribuidos utilizados na linguagem. A ideia original no desenvolvimento do RMI ¢é
proporcionar ao desenvolvedor a possibilidade de escrever c6digos de objetos remotos de
forma similar a escrita de um cédigo local, tornando transparente os detalhes relacionados
a comunicacdo em um ambiente distribuido, esta ideia estd presente também no RPC, no
entanto, todas as mdquinas virtuais Java representam os dados da mesma maneira, nao
havendo a necessidade de conversdo de dados. Além do mecanismo de serializacdo de
objetos em Java que permite que objetos completos sejam passados como parametros de
invocacgoes remotas. A forma de trabalho do RMI € diferente do socket uma vez que no
socket o endereco IP e a porta precisam ser conhecidos pelo cliente (Costa, 2008).

Esta tecnologia foi divida em camadas (Figura 8) de abstracdo para simplificar a
implementacdo e a manutencdo, pois, assim qualquer camada poderia ser melhorada ou
trocada sem afetar o sistema como um todo. O RMI € divido em trés camadas que sdo Stub
e Skeleton, Remote Reference Layer, Camada de Transporte. Contudo, atualmente o RMI

Java ndo faz uso do Skeleton em sua plataforma (Costa, 2008).
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[ Programa Programa
Cliente Servidor

Stubs & Skeletons Stubs & Skeletons
Sistema RMI _ Camada de referéncia Camada de referéncia
remota remota

Camada de Transporte

Figura 9. Arquitetura RMI Java, demonstracdo das camadas.

Stub e Skeleton sdao as camadas responsdveis por interceptar as chamadas de
métodos feitas pelo cliente, fazendo com que a interface através de sua varidvel de
referéncia redirecione as chamadas para o RMI remoto. O Stub é executado no lado
cliente, sua funcio consiste na transformacao dos argumentos do método de invocacao em
um formato que possa trafegar pela rede, este processo é chamado de serializacdo. No lado
servidor o Skeleton realiza a montagem desses dados em um processo chamado de
desserializacao (Costa, 2008).

Nesta arquitetura, existe a camada de Referéncia Remota (Remote Reference Layer)
€ que possibilita o acesso entre a camada Stub e Skeleton e a camada de transporte
adjacente, ela é responsdvel criacdo e gestdo de referéncias a objetos remotos (Grosso,
2001).

Camada de Transporte (Transporte Layer) é baseada nas conexdes TCP/IP entre
maquinas na rede, ela é responsdvel por fornecer a conectividade bdsica assim, as
solicitacdes dos objetos sdo encaminhados através desta camada pelos meios de
comunicacdo disponiveis (rede cabeada, rede sem fio, etc.) (Grosso, 2001).

A implementagdo da arquitetura do RMI baseia-se na definicio do comportamento
e na implementacdo do comportamento. Assim, o RMI permite que os cdédigos que
definem o comportamento esteja separados dos que o implementam. No RMI Java o
comportamento € definido utilizando uma interface Java e a sua implementagao ¢é feita

utilizando uma classe (Grosso, 2001).
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A tarefa de realizar a localizagdo do RMI remoto € feita através de um servico de
nomeacgdo ou diretdrio (naming or directory). Este sistema funciona como uma forma de
enderecamento bem definido formado composto pelo IP do host e a porta utilizada no
servico (host:port) (Costa, 2008).

Dentre os servigos de nomeacao e diretério mais utilizados pelo RMI temos JNDI
(Java Naming and Directory Interface) e o RMI Registry que € fornecido pelo proprio RMI
que ocupa por padrdo a porta 1099. Assim, que um servigo remoto € criado utilizando um
programa servidor, um objeto que usa este servigo é criado, em seguida ele é exportado
para o RMI, apds isto o RMI cria o servi¢o que ficard aguardando as conexdes do cliente
(Costa, 2008).

O cliente acessa o RMI Registry através da classe estdtica Naming que fornece o
método lookup( ), o qual € utilizado pelo cliente para se registrar no RMI Registry. A
entrada deste método € uma URL que especifica 0 nome do servidor € o0 nome do servico

desejado (Grosso, 2001).

rmi://<host_name>[:port_number]/<service_name>.

1.9 Socket Java

O Socket ¢ uma interface que foi introduzida pela Berkeley Unix, essa tecnologia
foi amplamente adotada como forma de comunicacdo de processos com conexdes a
Internet. O mesmo pode ser definido como um ponto final na comunicacio de aplicacdes
que utilizam recursos de rede (Costa, 2008).

Dentre os exemplos da utilizacao socket podemos citar, estabelecimento de conexao
entre equipamentos e o envio e recebimento de dados. A utilizacdo desta estrutura torna
transparente aos desenvolvedores detalhes de como, tipo de transmissdo, tamanho de
pacote e retransmissdo (Costa, 2008).

Os sistemas operacionais modernos tém uma implementa¢do da interface socket
desenvolvida pela Berkeley Unix, um exemplo disto €é o Windows que faz uso do socket
pelo Winsock. A implementacdo do socket no Java € feita através das classes Socket e

ServerSocket, presentes no pacote Java.net. O socket faz uso de dois modos de operagdao
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que sdo, orientado a conexdo que se baseia no protocolo TCP (Transport Control Protocol)

e o ndo orientado conexdo, empregando o protocolo UDP (User Datagram Protocol), a

forma de operacdo é similar as operacdes executadas pelos protocolos, pois quando se

utiliza a operagdo orientada a conexdo tem se uma maior confiabilidade na transmissao dos

dados (Figura 9). Assim como o protocolo TCP/IP, antes de qualquer transmissdo de

informacdo uma conexdo deve ser estabelecida, s6 podendo ser encerrada assim que 0s

dados forem recebidos na ordem em que forem transmitidos, aumentando o nivel de

seguranca e a confiabilidade (Costa, 2008).

Servidor

socket

v

bind

v

listen

v

accept

v

Cliente

[ socket ]

Y

(—[ connect ]

Send/Recyv

>

v

v

[ close

Send/Recv

v

close ]

Figura 10. Utilizagcao de sockets orientados a conexao.

e Socket () - Estabelece um socket, usando uma chamada do sistema;

e Bind ( ) - Cria uma identificacdo constituida por endereco IP da médquina onde

reside o servidor e niimero de porta associado a aplicacao;

e Listen () - Processo que fica aguardando o pedido de conexao;

e Accept () - O pedido de conexdo € aceito através desta chamada;

e Send/Recv ( ) - canal onde € feito o trafego das informagdes;
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e (Close ( ) - fecha o socket criado liberando os recursos associados a0 mesmo.

As operacdes ndo orientadas a conexdo (Figura 10) t€ém como finalidade a
transmissdo de informacdo da forma mais rdapida possivel, ndo garantindo a confiabilidade
na entrega dos dados, além destes poderem chegar em ordem diferente da que foram

transmitidos (Costa, 2008).

Servidor Cliente
socket [ socket
4 + N
bind

Y
[ send / recv >{ send /recv ]
v v

close ] [ close

F

Figura 11. Utilizag@o de sockets ndo orientados a conexao.

e Socket () - Estabelece um socket, usando uma chamada do sistema;

e Bind ( ) - Cria uma identificacdo constituida por endereco IP da médquina onde
reside o servidor e nimero de porta associado a aplicacao;

e Sendto / Recvfrom ( ) - Utlizado para enviar e receber informagdes
respectivamente;

e (Close ( ) - fecha o socket criado liberando os recursos associados a0 mesmo.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Desenvolver uma ferramenta gréfica para submissdo e gerenciamento de montagem

de genomas a partir de qualquer montador através da criacao de modelo XML.

2.2 Objetivos Especificos

e Desenvolver um moédulo do aplicativo para criacio do arquivo modelo com as
informagoes referentes aos montadores;

e Desenvolver um moédulo do aplicativo para atualizacdo, possibilitando a
reutiliza¢do de arquivos modelo com modifica¢des nos valores dos parametros;

e Desenvolver um médulo do aplicativo para leitura do arquivo modelo;

¢ Desenvolver um médulo do aplicativo para realizar a execu¢do dos montadores;

e Desenvolver um médulo para gerencia de montagens remotas.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Implementacao

Para o desenvolvimento do AutoAssemblyD foi utilizado a linguagem de
programacdo JAVA (http://www.oracle.com), fazendo uso dos recursos de orientacdo
objeto, o ambiente de desenvolvimento integrado (IDE) utilizado foi o NetBeans versao
7.2.1.

A interface grifica do AutoAssemblyD foi desenvolvida utilizando a biblioteca
grafica Swing (Biblioteca que fornece um conjunto de classes destinadas a construgao de
interfaces graficas), Xstream para criacdo do arquivo modelo e no gerenciamento das
tarefas remotas foi utilizado as bibliotecas RMI e Socket disponiveis no pacote Java.net e

Java.io.
3.2 Organismo modelo

Corynebacterium pseudotuberculosis linhagem 31 (Cp31) foi utilizado como

modelo para a validacdo do processo de montagem pelo aplicativo AutoAssemblyD. Este
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genoma foi seqiienciado utilizando a plataforma Ion Torrent PGM com chip 318, o
tratamento de qualidade foi realizado com software Quality Assessment, o tamanho do

arquivo de seqiiéncias obtido no seqiienciamento foi de 3.9 GB (Ramos et al., 2011).

3.3 Montadores

Alguns montadores foram utilizados na validacdo do aplicativo: Velvet (Zerbino &
Birney, 2008), trata-se de um montador de novo que faz uso do paradigma do grafo de
Bruijn para realizar a montagem de leituras curtas no formato base space ou color space;
SOAPdenovo (Li et al., 2010) é um algoritmo adequado a montagem de genomas
eucariotos, este aplicativo que utiliza a biblioteca MPI (Message Passing Interface) para
realizar a distribuicdo da construcdo do grafo de Bruijn entre equipamentos na rede; Mira
(http://www.chevreux.org/projects_main.html) utiliza overlap-layout-consensus, e as
leituras podem ser curtas ou longas, além de possuir um pipeline para dados produzidos
pela plataforma Ion Torrent PGM; Edena (Hernandez et al., 2008), também utilizada
overlap-layout-consensus, e pode ser utilizada para dados produzidos pela plataforma

[llumina, as leituras que sdo utilizadas como entrada deve ter o mesmo comprimento.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 AutoAssemblyD

4.1.1 Dados de entrada

O AutoAssemblyD utiliza como entrada um arquivo modelo (Figura 11) gerado
pela propria aplicacdo. A estrutura deste modelo € definida pelo padrao XML (Extensible
Markup Language), que é uma recomendacdo da W3C (World Wide Web Consortium), a
principal organizacdao de padronizacdo da World Wide Web. Ela foi inicialmente
desenvolvida como uma especificacdo técnica para criagdo e troca de dados através da
Internet (Cerami, 2005). Sua caracteristica principal € criacdo de uma estrutura Unica para

diversas linguagens, independente da linguagem de programacao.
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<assembly> ¢«—— 1
<command > €——2
<description>velveth </description>
<value>/home/allan/assembly/velvet_1.2.07 /velveth</value>
<idComando>1</idComando>
<listParamenters class="list" >€——3
<parameter>
<order>1</order>
<description>output</description>
<value>/home/allan/assembly/data/output</value>
<key/>
<idcommand>1l</idcommand>
</parameter>

Figura 12. Trecho do template no padrdo XML. Item 1 — TAG raiz do template nomeada
com o mesmo nome informado para o montador, item 2 — TAG que identifica o inicio de
um comando, item 3 — TAG que identifica a lista de parametros de um determinado
comando.

4.1.2 Criagdo do arquivo modelo

Para iniciar a utilizacao do AutoAssemblyD & necessdrio a criagcdo de um arquivo
modelo, o qual serd utilizado pela ferramenta na execucdao do montador desejado. Ao
iniciar a aplicacao a tela padrdo que € executada apds a inicializacdo € a Create File (Figura
12), na qual o usudrio fard a inser¢do das informacdes referente ao nome do montador,
comando(s) e parametro(s) existentes.

No intuito de auxiliar o usudrio nesta tarefa a aplicacdo dispde de dois quadros que
possibilitam o acompanhamento dos dados a medida que sdo inseridos.

O primeiro quadro exibe informacdes sobre os comandos j4 inseridos, € no quadro
seguinte € exibido as informagdes referentes aos parametros associados a determinado
comando. Assim, quando o usudrio clicar em qualquer comando serd exibido todos os

parametros ja inseridos associados ao comando selecionado no quadro de parametros.
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AutoAssemblyD -
File Help
| Create File | update xML | Run |

Project Information

Assembly Name:
“_JJJJJJJ J JJJJJ“JJJJ,&&%EJJM

| | ’—‘ """""l ﬁlﬂilf"

Commands

Description

Command Path

Lt (=]

List of Command

Parameters
List of Parameters
Description Key
Value
| NENEENREN

| Create Template |

Figura 13. Tela Create File, tela responsavel pela inser¢do dos dados dos montadores.

4.1.3 Update XML

Nesta tela (Figura 13) aos usudrios tem a possibilidade realizar modificagdes nos
valores de parametros de arquivos modelo existentes.

Ap6s selecionar um comando no quadro de acompanhamento (item List of
Commands) seus parametros serdo exibidos no quadro ao lado, em seguida selecione o
parametro desejado, o mesmo serd disponibilizado no campo de edi¢do abaixo (Value of
field selected), apos as devidas alteracdes o usudrio devera selecionar update field. Assim
que todas as alteracoes tiverem sido concluidas, o usudrio deverd pressionar botdo Update

File.
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AutoAssemblyD -
kile Help

Create File || Update XML | Run |

Load Template

File XML Path

| (=]

Information the template

Commands Table Parameters Table

List of Command Description | Value Key

Update of items

Value of field selected

Figura 14. Tela de atualizagcao de templates Update XML.

4.1.4 Execucdo do Montador

Apés a etapa de preparacdo do modelo, serd possivel realizar a execucdo do
mesmo. Na tela de execugcdo Run (Figura 14) o usudrio fard a carga do arquivo modelo
selecionando o botdo Load, apds a carga do arquivo modelo seus comandos serdo exibidos
no quadro de acompanhamento (List of Commands), a visualizacdo dos parametros podera
ser feita apos a selecdo prévia de um comando (Os valores serdo exibidos no quadro ao
lado — Parameters Table).

ApO6s a conferéncia do arquivo modelo o mesmo poderd ser executado, contudo, o

procedimento de execuc¢do pode ser realizado de duas maneiras, local ou remota.
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Vale salientar que ao optar por uma execug¢do local ou remota o equipamento o qual
se deseja realizar a montagem deve obedecer aos pré-requisitos exigidos pelo montador.

No que diz respeito a execucdo do arquivo modelo utilizado o AutoAssemblyD
local, ap6s a conferéncia do arquivo modelo basta que seja pressionado o botdo de Run

para que o processo seja iniciado.

AutoAssemblyD -
File Help
|/ Create File r Update XML | Run |

Load Template
File XML Path

Information the Template

Commands Table Parameters Table

List of Commands Description Value Key

Figura 15 - Tela Run (AutoAssemblyD local).

A execugdo do AutoAssemblyD remoto (Figura 15) consiste no gerenciamento das
montagens executadas utilizando os recursos ociosos na rede, como no item anterior neste
modulo € necessario realizar a carga do arquivo modelo, no entanto, a janela apresenta uma
sessdo onde sdo exibidos todos os clientes disponiveis na rede (com o AutoAssemblyD
previamente instalado). Apés a sele¢do do cliente € necessério que seja enviado ao cliente
0 arquivo no padrdo de compressao ZIP contendo os arquivos necessdrios para montagem.

Ao finalizar os requisitos o botdo Remote Run deve ser pressionado para que o
processo de montagem remota seja executado.

Na lista de clientes € disponibilizada uma coluna que informa ao usudrio o estado
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atual do cliente assim, quando o mesmo estd disponivel o estado demonstraréd “Avaliable”,

quando alguma montagem for enviada a este cliente o status é modificado para “Busy”

indicando que o mesmo esta ocupado executando alguma montagem.

AutoAssemblyD k- -
Eile Help
[ Create File | Update XML | Run |
Load Template
File XML Path
|
Information the Template
Commands Table Parameters Table
List of Commands Description Walue Key
mira project -—-project=cp3lAEC
cwd -cwd=/home/allan/asse...
job —job=denovo,genome....
AS -ASimrpc=100 COMMON. ..
ge -GE:not=5

Clients Selection
D Status IP Address IP Address
91 36|Available 10.23.10.23 10.23.10.22 El
9762|Busy 10.23.10.22
Submission
Input File | ‘ L | || % Remote Run
Figura 16. Execucao remota do AutoAssemblyD.

5 MONTAGEM DA CORYNEBACTERIUM PSEUDOTUBERCULOSIS

Para validac¢do da ferramenta foi realizado a montagem do organismo modelo através

do arquivo template XML, gerado com informa¢des do montador Mira previamente criado
em um genoma draft da Corynebacterium

no AutoAssemblyD, resultando

pseudotuberculosis linhagem 31.
Os valores obtidos de N50, maior contig, menor contig, quantidade total de contigs e

total de bases foram 116555 pb, 298150 bp, 45 pb, 40 , 2392285 pb respectivamente e a
andlise do contetido GC resultou em uma porcentagem de 52.07 % do genoma.
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6 ANALISE DE TRANSFERENCIA DE DADOS

Uma anélise do tempo de transferéncia de arquivos de dados com diferentes tamanhos

através da rede foi realizada resultando nos dados demonstrados na Tabela 4 e no gréafico 1.

Tabela 5. Dados da Analise de transferéncia de dados.

Tempo gasto da transferéncia Tamanho do arquivo transferido
11 0,823 GB
62 4,3 GB
183 12 GB
357 24 GB
Tempo (s)
400 357
350
200
250
200 183
150 m Tempo (s)
100 &7
S
0 — T T T 1
0,823gh 4,3 gb 12gh 24gh

Griéfico 1. Tempo gasto versos tamanho do arquivo.
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7 CONCLUSAO

O desenvolvimento do AutoAssemblyD proporcionou uma maneira mais simples
na utilizagcdo de ferramentas para montagem de genomas, tendo em vista que até o presente
momento a grande maioria destes algoritmos sdo executados em extensas linhas de
comandos no terminal do sistema operacional, dificultando ainda mais o uso destas
ferramentas por usudrios iniciantes.

Com o AutoAssemblyD € possivel realizar a execucdo da tarefa de montagem
utilizando uma interface gréfica intuitiva que auxilia no processo de criacdo do template
XML com as informagdes sobre o montador que posteriormente € utilizado na prépria
aplicacdo. Além, da possibilidade da execugcdo e geréncia remota de processos de
montagem utilizando equipamentos ociosos na rede.

Com o uso das técnicas de sistemas distribuidos o AutoAssemblyD deixa o
processo de controle e geréncia remota completamente transparente ao usudrio,
implementando maior flexibilidade e efici€éncia na utilizacdo dos algoritmos de montagem

de genomas.
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9 ANEXO I - ARTIGO CIENTIFICO

O artigo “AutoAssemblyD: a graphical user interface system for several genome
assemblers”, foi publicado no dia 23 de setembro no periédico “BIOINFORMATION”
(ISSN 0973-2063). BIOINFORMATION ¢ uma revista que publica pesquisas voltadas as
descoberta de conhecimento por meio de andlise matematica e computacional de dados

bioldgicos.
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