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RESUMO

O surgimento das plataformas de sequenciamento de nova geragdo (NGS)
proporcionou 0 aumento do volume de dados produzidos, tornando possivel a obtencéo de
genomas completos. Apesar das vantagens alcancadas com estas plataformas, séo
observadas regifes de elevada ou baixa cobertura, em relacdo a média, associadas
diretamente ao conteudo GC. Este vies GC pode afetar analises gendmicas e dificultar a
montagem de genomas através da abordagem de novo, além de afetar as analises baseadas
em referéncia. Além do que, as maneiras de avaliar o viés GC deve ser adequada para
dados com diferentes perfis de relagdo/associacao entre GC e cobertura, tais como linear e

quadrético.

Desta forma, este trabalho propde o uso do Coeficiente de Correlagdo de Pearson
(r) para analisar a correlacdo entre conteddo GC e Cobertura, permitindo identificar a
intensidade da correlagdo linear e detectar associacGes ndo-lineares, além de identificar a
relacdo entre viés GC e as plataformas de sequenciamento. Os sinais positivos e negativos
de r também permitem inferir relacdes diretamente proporcionais e inversamente
proporcionais respectivamente. Utilizou-se dados da espécie Corynebacterium
pseudotuberculosis, conhecido por serem genomas clonais obtidas através de diferentes
tecnologias de sequenciamento para identificar se hd relacdo do viés GC com as
plataformas utilizadas.

Palavras-chave: Viés GC, Pearson, Quadratico, Correlacao.



ABSTRACT

The emergence of high throughput sequencing (HTS) platforms increased the
amount of data making feasible to obtaining complete genomes. Despite the advantages
and the throughput produced by these platforms, the high or low genomic coverage in the
regions of the genome can be related to GC content. This GC bias may affect genomic
analyzes and the genomic/transcriptomic analysis based on de novo and reference
approach. In addition, the ways to evaluate the GC bias should be fit to data with different
profiles of the GC vs coverage relationship, such as linear and quadratic.

Thus, this work proposes the use of Pearson's Correlation Coefficient (r) to analyze
the correlation between GC content and coverage, allowing to identify the strength of
linear correlation and detect nonlinear associations, beyond identify a relationship between
GC bias and sequencing platforms. The positive and negative signs of r also allow us to
infer directly and inversely proportional relationships, respectively. To evaluate the bias,
we used the data of Corynebacterium pseudotuberculosis obtained from different

sequencing technologies to identify if the CG bias is related to used platforms.

Keywords: GC Bias, Pearson, quadratic, Correlation.
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1. INTRODUCAO

Com o advento dos sequenciadores de alto rendimento ou sequenciadores de
proxima geracdo (NGS) em 2005, foram obtidas muitas vantagens no sequenciamento de
genomas quando se compara com a metodologia de Sanger (1977), dentre estas pode-se
citar: a grande quantidade de dados gerados, menor custo e tempo de corrida mais curto. O
que propiciou o aumento da quantidade de projetos de sequenciamento de genomas
completos (Shendure & Ji, 2008). (Figura 1)

As primeiras plataformas NGS a serem comercializadas foram 454 FLX Roche,
[llumina e SOLID System (Carvalho & Silva, 2010). Todas estas tém caracteristicas
especificas quanto aos métodos de sequenciamento (Liu et al., 2012). Além disto, ha um
grande desafio quanto ao processamento e manipulacdo dos dados produzidos,
principalmente quanto a montagem de genomas, onde se observa regides ndo representadas
(lacunas), que podem estar relacionadas a limitagbes computacionais, mas também pode
tratar-se de regies pouco representadas no sequenciamento em funcdo do contetdo GC de
cada organismo (Chen et al., 2013; Ross et al., 2013).

Estudos anteriores demonstram que muitas plataformas NGS, tais como 454 e lon
Torrent PGM possuem erros especificos de sequenciamento, tais como insercdes e
delecGes (INDEL) decorrentes de regides homopoliméricas (Zeng et al., 2013). Outras
plataformas, como a lllumina, possuem erros de substituicdes (Shendure & Ji, 2008). Estes
erros de sequenciamento dificultam o processo de montagem, de novo e por referéncia, e
reduzem a acurécia dos alinhamentos das leituras, além de causar erros no processo de

montagem de genomas e transcriptomas (Wirawan et al., 2014).
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Platforms
Solexa/lllumina ABI SOLID| Roche/454| lllumina GAllx, | lllumina Hi-Seq
> sequence sequencer Titanium SOLID 3.0 2000
analyser lllumina GAll

2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010

vegins | ENCODE Project begins

pilot publication: enome publication syndromes publications

Grafico mostrando ano de langamento das plataformas mais utilizadas e seus respectivos rendimentos, além
de apresentar o ano de inicializagio de alguns dos projetos e publicacbes mais importantes (Adaptado de
Mardis,2011)

Figura 1. Linha do tempo mostrando ano de lancamento das principais plataformas NGS

1.1 Sequenciadores de Primeira Geragao

Frederick Sanger desenvolveu o método de sequenciamento por terminacdo de
cadeia em 1977 (Sanger et al., 1977). Sanger revolucionou a metodologia de sequenciar a
molécula de DNA ao introduzir didesoxinucleotideos (ddNTP) marcados que tém como
principal caracteristica a auséncia do radical hidroxila na terminagdo 3' do carbono da
pentose. Desta forma a adicdo de um ddNTP especifico (A, T, G ou C) a cadeia recém-
formada interrompe a extensdo da mesma, sendo que no final deste processo obteremos
polinucleotideos de diferentes tamanhos e consequentemente distintos pesos moleculares
por conta da adigdo randémica de didesoxinucleotideos. Esta diferenca de tamanho permite
que estas moléculas sejam separadas por eletroforese e posteriormente detectadas por um

sequenciador (Sanger et al., 1977)

As técnicas utilizadas anteriormente eram arduas e aplicavam excessiva
radioatividade, diferente do proposto por Sanger, sendo reconhecido como a tecnologia da
primeira geracdo. A Applied Biosystems foi a responsavel por introduzir o primeiro
sequenciador automatico (1987): ABI Prism 3700, capaz de produzir 500 kilobases (kb)
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por dia além de contar com leituras que podiam alcancar um comprimento de 600 bases. O
atual modelo chama-se ABI 3730xI e realiza um rendimento de 2.88 MB por dia, e gera
leituras de até 900 bases. Esta tecnologia foi utilizada no projeto genoma humano como
uma das principais ferramentas, apesar do alto custo e baixo rendimento quando

comparada as novas tecnologias que surgiram a partir de 2005 (Liu et al., 2012).

1.2 Sequenciadores de Segunda Geragao

Com o surgimento da plataforma 454 pela empresa Roche em meados de 2005,
deu-se inicio a uma segunda geracdo de sequenciadores, conhecidos como NGS (Next
Generation Sequencing). Posteriormente surgiram outras plataformas como a GA lllumina
lancada pela Solexa e SOLID da Life Tecnologies (Henson et al., 2012). Entre as
principais caracteristicas que diferenciam os sequenciadores NGS do método de Sanger
pode-se citar o baixo custo, reducdo do tempo de sequenciamento e o alto rendimento
(Schlebusch & Illing, 2012). Entretanto, as primeiras leituras produzidas por estes
equipamentos eram muito curtas trazendo grandes desafios ao processo de montagem de
genomas, devido a dificuldade em representar as diversas regides repetitivas presentes no
genoma, além de haver a necessidade de estruturas computacionais mais robustas, para o
processamento do grande volume de dados gerados, e de algoritmos eficientes (Miller et
al., 2010; Schlebusch & Illing, 2012).

1.2.1 454 Roche GS-FLX

Esta plataforma utiliza o sequenciamento baseado na sintese de uma nova molécula
a partir da molécula molde também conhecido como Pirosequenciamento, onde a adi¢ao de
um nucleotideo a cadeia recém-formada usando DNA polimerase, causa a liberagdo de um
pirofosfato que sera convertido para ATP pela enzima ATP sulfurilase. Este ATP sera

utilizado na reacéo de oxidacdo da luciferina pela enzima luciferase (Figura 2) para a
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producdo de um sinal de luz que posteriormente sera captado por uma camera CCD
(“Charge-coupled Device”) (Kaur et al., 2013). Na sua primeira versao, a plataforma 454
produzia leituras com tamanho entre 100 — 150 pb (pares de bases) com rendimento de 20
Mb por corrida. Em 2008, uma atualizacdo foi lancada e nomeada como 454 GS FLX
Titanium produzindo leituras de aproximadamente 700 pb de comprimento com 99.9% de
acurdcia (Liu et al., 2012). A versdo atual deste equipamento ja produz leituras com
comprimento superior a 1000 pb, rendimento de 700 Mb e trabalha com as bibliotecas
gendmicas fragments e paired-end (www.454.com). Dentre todos os NGS, o0 454 detinha o

maior comprimento de leitura e esta caracteristica favoreceu a sua utilizacdo para
montagem de novo e estudos metagenémicos (Zhang et al.,, 2011). Entretanto esta
plataforma apresenta uma baixa acuracia para representar regides homopoliméricas,
havendo muitos erros associados com insercoes e dele¢des (Schlebusch & Illing, 2012;
Zhang et al., 2011).

Polymerase
.-f‘.

Template

geaor NP

—_—

\mhnr
>

PP, and APS

ATP-sul 1
g:% ATP sulfurylase
Luciferase

LIGHT
Pyrosequencing

Figura 2. Pirosequenciamento na plataforma 454

Quimica de sequenciamento utilizando pirofosfatos liberados a
partir da adicdo de nucleotideos a cadeia em extensdo
(Adaptado de Kaur et al., 2013).

1.2.2 lllumina GA

A plataforma Illumina realiza o sequenciamento através da sintese de uma nova
molécula usando DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes
fluoréforos, muito semelhante ao que ocorre na técnica de Sanger. O diferencial desta

metodologia de sequenciamento consiste na utilizacdo de uma plataforma sélida de vidro
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onde ocorre a amplificacdo das amostras por PCR (Henson et al., 2012).

O lancamento da Genome Analyzer em 2006 pela Solexa que logo em seguida
(2007) foi comprada pela Illumina (Liu et al., 2012), foi um marco na revolugdo dos
sequenciadores de nova geracdo. Produzindo inicialmente leituras de 35 pb e com um
rendimento de 1Gb (Henson et al., 2012), utilizando a tecnologia de sequenciamento por
sintese. Em pouco tempo a plataforma recebeu diversas atualiza¢cbes e melhorias. Em
2010, foi langado o HiSeq 2000 (http://www.illumina.com) que teve seu rendimento inicial

em torno de 200 GB, passando em seguida para 600 GB por corrida, com leituras de 100
pb. O HiSeq 2000 utiliza bibliotecas fragments e paired-ends, e o principal erro desta
plataforma séo as substituicdes (Henson et al., 2012).Comparado as outras plataformas de
segunda geracdo, a HiSeq 2000 é a mais barata contendo uma taxa de erro menor que 2%,
tornando esta tecnologia amplamente utilizada em estudos de transcriptoma e montagens
de novo. (Henson et al., 2012; Liu et al., 2012).

Atualmente, a HiSeq 2500 conta com um rendimento de até 1000 Gb para leituras
de tamanho 2x125 pb (http://www.illumina.com).

1.2.3 ABI SOLID

A plataforma SOLID (support oligonucleotide ligation detection) foi lancada e
comercializada em 2007 pela Applied Biosystems (Life Technologies). Utiliza uma
abordagem de sequenciamento por ligacdo catalisada pela enzima DNA ligase. As
primeiras versdes deste equipamento produziam leituras de 25-35 pb de comprimento com
um rendimento de até 4 Gb. Atualmente, a versdao SOLID 5500 x| system produz até 250
Gb (Kaur & Malik, 2013). O tamanho das leituras varia de acordo com a biblioteca
utilizada: Mate-paired com 2x60 pb, Paired-end com 75x35 pb e Fragment com 75 pb

(http://www.appliedbiosystems.com). ABI SOLID utiliza um sistema de codificacdo com

16 possiveis combinagdes de 2 nucleotideos em quatro possibilidades de cores através da
implementacdo de ligagGes quimicas de sondas marcadas com di-base. Desta forma, cada

par de nucleotideos representa uma cor, indicada pelos nimeros de 0 a 3 (Figura 3), o0 que
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permite diferenciar polimorfismos verdadeiros de erros de sequenciamento pois cada base
é interrogada até duas vezes, além de permitir uma identificacdo mais precisa de mutagdes
pontuais como insercdes e delecdes (Shendure & Ji, 2008; Zhang et al., 2011). O principal
erro para esta plataforma é a substituicdo de bases (Salmela, 2010). Na figura 3 pode-se
notar um diagrama exemplificando o codigo de cores onde as bases no eixo vertical
identificam a primeira base e as bases no eixo horizontal simbolizam a segunda base. Se a
di-base identificada for por exemplo G-T (guanina e timina) a cor sera verde e o codigo

numeérico sera 1.

Segunda Base
A C G T

Primeira Base

Dupla Interrogacéao: Cada base € definida

duas vezes

Al Tl c el a «Lsa
Figura 3. Cddigo de cores para plataforma SOLiD

4 cores utilizadas para detectar as duas bases, em 16
possiveis combinacfes, e um exemplo de dupla
interrogacdo usando o codigo de cores (Adaptado de
Applied, 2011c).

Como arquivos de saida ap6s o sequenciamento, a plataforma produz um arquivo
com extensdo csfasta contendo as bases sequenciadas no formato do cédigo numérico que

pode variar de 0 a 3 (Figura 4 - 1) e outro arquivo com os valores de qualidade Phred.

16



(Figura 4 - 2).

>427 18 826 F3
71338202132 1
>427 18 830 F3
71022321221

>427 18 826 F3

26 23 29 9 24 19 22 17 13 22
>427 18 830 F3

4 8 27 8 20 31 16 26 32 32
Figura 4. Exemplo de arquivo .csfasta (1) e
arquivo .qual (2)

Bases em codigo de cores(1) e qualidades Phred
(2) de cada base do arquivo .csfasta.
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1.3 Sequenciadores de Terceira Geragao

Novos métodos de decodificacdo de DNA foram lancados apos as plataformas de
segunda geracdo, utilizando abordagens como Single Molecule Real Time — (SMRT) que
ndo requer amplificagdo, o que possibilita uma alta acurdcia dos dados e leituras

potencialmente longas quando comparadas a geracdo anterior (Zhang et al., 2011).

1.3.1 lon Torrent Personal Genome Machine (PGM)

A plataforma lon Torrent além de fazer parte da terceira geracdo, inaugurou a era
dos sequenciadores pés-luz ao utilizar um semicondutor como sistema de deteccdo de
bases. O método de sequenciamento baseia-se na detec¢do de ions hidrogénio que sdo
liberados durante o processo de polimerizacdo do DNA (Henson et al., 2012). Atualmente
sdo oferecidos 3 chips para sequenciamento: Ion 314™ Chip v2 com rendimento de até
100 Mb, Ion 316™ Chip v2 com rendimento de at¢ 1Gb e Ion 318™ Chip v2 com

rendimento de até 2Gb. O tamanho das leituras pode alcancar até 400 pb, exibindo o

comprimento médio em torno de 200 pb (http://www.lifetechnologies.com). O principal
tipo de erro desta plataforma sdo as insercdes e delecbes (INDEL) pois, em regides
homopoliméricas, ndo existe linearidade entre a intensidade do fluxo de ions hidrogénios
detectados e o numero de nucleotideos incorporados, fazendo com que erros na

determinacéo do tamanho de tais regides sejam frequentes (Zeng et al., 2013).

1.3.2 PacBio (Pacific Biosciences)

Em 2010, a Pacific Biosciences lancou a plataforma de terceira geragdo baseada na

tecnologia SMRT, onde ndo ha necessidade das etapas de amplificacdo por PCR, assim
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como todas as demais plataformas de 3° geracdo (Kaur & Malik, 2013). A abordagem de
sequenciamento utilizada, identifica diferentes nucleotideos marcados com distintas cores
através dos fosfatos. Durante o processo de sintese, o sinal de fluorescéncia é detectado
assim que um fosfato € liberado na reacdo de incorporacdo do nucleotideo a fita de DNA
(Zhang et al., 2011).

O PacBio RS System produz um rendimento de 35-45 Mb com uma média de
tamanho de leitura em torno de 1500 pb (Henson et al., 2012). Atualmente, a versao
PacBio RS Il produz um throughput maior que 35 Mb com leituras de tamanho médio
entre 4.200-8.500 pb (http://www.pacificbiosciences.com). Apesar disto, hd uma elevada
taxa de erro das bases (13 — 15%) nos dados (Henson et al., 2012).

1.4 Erros de Sequenciamento

As tecnologias da nova geracdo introduzem erros nos dados sequenciados (insercoes,
delecBes e substituicdes), dificultando andlises baseadas em genomas de referéncia em

analises gendmicas e transcriptomicas (Tabela 1).

Além destes erros, o sequenciamento de regides preferenciais como resultado das
quimicas de sequenciamento pode resultar no viés GC, que influencia a avaliacdo dos
dados produzidos por estas plataformas (Ross et al., 2013). Algumas métricas ja foram
descritas para avaliar este viés, baseado na declividade da reta observada no grafico de
dispersdo para a relacdo GC/cobertura. Uma janela deslizante, de tamanho igual ao
tamanho de leitura para uma respectiva plataforma, é utilizada para coletar os dados de
contetdo GC e cobertura ao longo de todo o genoma do organismo. A janela desliza pelo
genoma, sendo que o tamanho do passo da janela é igual ao tamanho da janela para que
ndo haja sobreposi¢cdo. Em cada passo a janela deve coletar o valor de conteudo GC e
cobertura para determinada regido este procedimento repete-se até chegar ao final das
bases do genoma. Ao final deste processo teremos varios valores de GC e cobertura que
podem ser avaliados através de um grafico de dispersdo, onde no eixo X teremos 0s

respectivos valores de GC capturados em cada janela e no eixo Y o valor de cobertura
1Y
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associado a cada janela. A reta de regressdo linear € ajustada ao pontos do grafico de
dispersdo e o grau de viés GC definido como o angulo de declividade (Inclina¢do) que a
reta forma com o eixo X (Chen et al., 2013). Este tipo de andlise s6 pode ser mensurada
quando o comportamento do gréfico de disperséo € linear.

Contudo, abordagens capazes de identificar associacbes ndo-lineares como 0
coeficiente de Pearson podem ser importantes por ser adequarem a diferentes perfis dos
dados (Asuero et al., 2006).
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Tabela 1. Plataformas NGS e suas principais caracteristicas e erros associados.

Plataforma Tarlr;?[rlljr;g da Rendimento | Biblioteca Genomica | Tipo de erro
454 >1000 700 Mb Fragments / Paired-end Indel
IIIum;rg%(l; 1Seq 2x125 1Thb Fragments / Paired-end |  Substituicdo
2x60 bp
(Mate-paired)
. 75x35 bp . Fragments / Paired-end o
SOLiD (Paired-end) >20Gb/dia / Mate-paired Substituicdo
75 bp
(Fragment)
Chip Fragments / Paired-end
314 v2 60 — 100 Mb / Mate-paired Indel
ION — 35-400 bases :
Torrent| Chip | (Média: 200 600 Mb - 1Gb Fragments / Paired-end Indel
PGM |316 V2 bases) / Mate-paired
Chip Fragments / Paired-end
318 v2 12-2Gb / Mate-paired Indel
1.4.1 Viés GC.

O contetdo GC médio de um organismo pode ser calculado somando-se o total de
Guaninas e Citosinas e dividindo este valor pelo nimero total de bases do genoma. Em
seguida multiplica-se o valor por 100 para que o resultado possa ser mensurado em

porcentagem (Formula 1).
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G+C __ x100
A+T+G+C

Formula 1. Célculo do contetldo GC médio (%).

Diminuindo o valor do denominador na férmula 1, podemos ter tamanhos
diferentes de janelas que podem ser utilizadas para coletar valores de conteddo GC ao
longo de todo o genoma. Tais janelas deslizantes sdo Uteis para avaliar regiGes onde o
conteldo GC esta acima da média ou abaixo da média. Quando o contelldo GC esta muito
acima da meédia (regides de alto contetdo GC) ou quando o conteido GC esta muito
abaixo da média (regides de baixo contelldo GC), costuma-se observar em dados NGS uma
cobertura muito baixa ou muito elevada. Tal fenébmeno é conceituado como Viés GC e
trata-se de um viés de cobertura (Figura 5). A cobertura simboliza o total de bases
sequenciadas (leituras obtidas através do sequenciamento) divididas pelo tamanho

esperado do genoma.

Artemis Entry Edit: CoryneDiphtheriae_CDCE_8392.gb - o
File Entries Select View Goto Edit Create Run Graph Display

Entry: CuryneDlphther)aeicDCEieSQQ.gh
Mothing selected —
GC Content (%) Window size: 100 |
7402

W’W ANV Wi I\MP}V\ I T A e VAN
W AV WL AR Wil el W

reenmmerr [ B 1 1 e A Y [ [ [ AR e
(I A A b i e e e re=_ 1l I\
2 0075 CDCEA392_0080 COCEB392 0084 iuB
ARV S RN O T 1 AT X T ATV i YT TN R TR RN I\IH \HH HITI ||
CDCEB392 0076 E
C_— C_ 1 [ 1 I
2 0075 CDCERT92_0076 CDCER302_0080 CDCEB392_0084 piuB CDCER302_008
400 |79260 [Eooon 50800 1600 52400 |53200 54800 |g4a00 55600 |a6a00 87200 |gz000 |aes00 laosen Tooa
CDCESE92_0077 CDCES392_0878 ZDCEE392 0079 CDCERag, CDCEE302 0083  C
[y (ATERTTRRY s | mo— | A N (N HI \H HT HH AN [ s T Ikl e L O T O O
CDCER302 0877 CDCEE302_0878 CDCEE302 0083  cysR
[T A 1N PO ne- e | [T 1 N 1 HH | [ R I | | Il
CDCER392_0079 CDCEB362. 00
(A e e I O NNV | [N [ — HHI\IHH e 1 e A e 1 R
- CDCEA382 0081 =
Il I >

Figura 5. Software artemis demonstrando um genoma bacteriano

Parte superior da imagem apresenta um grafico em linha ilustrando a variagdo do contedo GC
de acordo com um tamanho de janela igual a 100 pb. A linha horizontal que passa pelo gréafico
representa conteido GC
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Este viés tem sido observado em regides de genomas com alto e baixo conteudo
GC (de acordo com um tamanho de janela deslizante pré-determinado), produzindo uma

tendéncia ao erro em funcéo da baixa ou alta cobertura (viés GC).

Um dos principais mecanismos pelo qual o viés de cobertura pode ser introduzido,
ocorre nas etapas de amplificacdo por PCR, comum a todas as plataformas NGS. Por esta
razdo, trabalhos abordando este viés GC foram produzidos a fim de identificar e
quantificar como os diferentes graus deste viés afetam o processo de montagem. Apesar
disto, a sua influéncia na montagem é pouco discutida, mesmo sendo notorio que a falta de
cobertura ird contribuir para a formacdo de gaps (Aird et al., 2011; Benjamini and Speed,
2012; Chen et al., 2013; Ross et al., 2013).

Uma das formas de se avaliar o conteddo GC € baseada na declividade da reta de
regressao linear a partir do gréfico de dispersdo (GC versus cobertura) (Chen et al., 2013).
Chen et al utilizaram 5 espécies de bactérias sequenciadas apenas com a plataforma
lllumina, o que ndo permitiu avaliar a influéncia dos diferentes métodos de
sequenciamento quanto ao viés GC. Ainda neste estudo, observou-se o comportamento
linear dos graficos de dispersdo na maioria das amostras, entretanto este tipo de analise ndo
pode ser aplicada quando observamos um comportamento ndo-linear no gréafico de

disperséo.

Desta forma, este trabalho prop6e o uso do coeficiente de correlacdo de Pearson
para verificar diferentes padroes de associacdo (linear ou ndo-linear) entre as variaveis
conteddo GC e Cobertura. Para tanto, utilizou-se dados da espécie Corynebacterium
pseudotuberculosis, conhecido por serem genomas bem sinténicos e conservados (Soares
et al., 2013), obtidas através de diferentes tecnologias de sequenciamento: SOLID system,
454, lon Torrent PGM (com e sem a enzima Hi-Q) e lllumina, para identificar a relagdo do

viés GC com o0 metodo de sequenciamento utilizado.
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1.5 Coeficiente de Pearson

O Coeficiente de Correlacdo de Pearson (Férmula 1) também conhecido como
Coeficiente de Correlacdo Produto-Momento (r) foi desenvolvido por Pearson em 1896 ao
pesquisar os trabalhos anteriores de Galton (1888). Este Coeficiente adimensional mede a
intensidade da correlagéo linear sendo que a correlagdo pode ser definida como o grau de
associacao entre 2 varidveis e pode ser apresentada através de um grafico de disperséao
(Asuero et al., 2006).

pe Tz D0 e 5 = EE—I o 7 = L=

'\!I.E{L 1(wi— £ KT, (=37

Férmula 2. Equacéo para calculo do Coeficiente de Pearson.

O valor de r pode variar de -1 até +1, onde o sinal é responsavel por caracterizar
associacbes inversamente proporcionais (-) e diretamente proporcionais (+)
respectivamente. Valores proximos a 1 indicam uma forte correlacdo linear e valores
proximo a zero demonstram uma fraca associacdo. Os valores intermediarios sdo

classificados de acordo com a tabela 2 (Taylor, 1990).

Caso ocorresse uma situacdo hipotética onde o valor de r seria igual ou muito
proximo a 1 (raramente ocorre na natureza), significaria respectivamente uma associacdo
linear perfeita ou quase perfeita entre as 2 variaveis, indicando que conforme a medida da
varidvel x aumenta, a de y aumenta na mesma proporcao (diretamente proporcional) ou
indicando que enquanto o valor de x aumenta, o valor de y diminui na mesma proporgao

(inversamente proporcional) (Asuero et al., 2006; Taylor, 1990).
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Tabela 2. Valores de r e suas interpretacdes.

Valores de r Interpretacdo
0.90 to 1.00 Correlagao Muito Alta
0.70t0 0.89 Alta Correlacéo
0.50 to 0.69 Correlagdo Moderada
0.30t0 0.49 Baixa Correlagéo

Outra caracteristica importante acerca do coeficiente, é que o r é incapaz de inferir
associacOes com interferéncia ou sem interferéncia, sendo que para determinar relagdes de

causa e efeito entre 2 variaveis sdo necessarias outras analises (Asuero et al., 2006).

1.5.1 Graficos de Disperséo.

Os gréficos de dispersdo sdo muito informativos e fazem parte de uma etapa
extremamente importante na analise de dados estatisticos e determinacdo de correlacao
entre 2 varidveis analisadas. A distribuicdo dos pontos em um grafico de dispersao
juntamente com os valores de r permitem inferir a intensidade da associacdo linear e até
mesmo detectar auséncia de correlacdo linear em casos onde o valor de r corresponde a

zero (Figura 6).
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(d)
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Figura 6. Graficos de dispersdo com diferentes intensidades de
associacdo linear

Gréficos de dispersdo demonstrando associacdo linear perfeita (a)
onde os pontos se ajustam a uma reta e o valor de r é maximo e igual
a + 1 (diretamente proporcional) e na imagem (d) uma associacdo
linear perfeita porém com valor de r negativo demonstrando uma
associacdo indiretamente proporcional. Em (b) pode-se observar
uma associac¢do ndo-linear. Em (c), (e) e (f) exemplificam casos de
associagBes com alta correlacdo (Adaptado de Taylor., 1990).

Existe entretanto, mais um caso particular que deve ser analisado: onde o gréafico de
dispersdo apresenta pontos dispersos na forma de uma parabola (quadratico). Nesta
situacdo especifica, ndo existe correlacdo linear e o valor de r é zero ou muito proximo a
zero. Isto ocorre quando a correlacdo € polinomial e quadratica (y=x2) sendo que o valor de
r ndo serve para mensurar este tipo de associacdo quadratica, poréem pode-se utilizar a
analise do grafico de dispersdo juntamente com o valor de r para detectar este tipo
especifico de associagdo ndo-linear, quando existir, 0 que pode ser utilizado para a

avaliacdo do viés GC (Asuero et al., 2006) (Figura 7).
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Figura 7. Grafico de dispersdo apresentando
correlacio ndo-linear

Gréfico de dispersdo demonstrando regressao
polinomial com associacdo quadratica (Adaptado
de
http://stat2.med.up.pt/cursop/print_script.php3?capi
tulo=regressao&numero=3&titulo=Correla%E7%E
30%20e%20regress%E30%20linear%20simples).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a relacdo do viés GC com as quimicas de sequenciamento das plataformas
NGS.

2.2 Objetivos Especificos

o Alinhar as leituras oriundas das plataformas ION Torrent PGM, SOLID,
Illumina e 454 utilizando os softwares de alinhamento: CLC Genomics
Workbench, Bowtie 2 e TMAP;

o Avaliar o viés GC para os dados do organismo modelo Corynebacterium

pseudotuberculosis utilizando métricas ja descritas.

. Propor uma nova métrica de estatistica descritiva para avaliacdo do viés

GC quando o gréfico de dispersao nao apresentar perfil linear.

. Avaliar a nova métrica utilizando os dados de estudos anteriores a respeito
do vieés GC.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Avaliacéo estatistica

O software Statistical computing environment R (www.R-project.org) foi utilizado

para a construcdo dos graficos de dispersdo e calculo do coeficiente de correlacdo de
Pearson (r) obtidos a partir das métricas calculadas para 2 varidveis: conteudo GC e
cobertura. Para tanto, a tabela de saida padrdo do software Picard foi convertida para o
formato “.csv”. Em seguida, importou-Se a tabela para dentro do ambiente R utilizando a
linha de comando abaixo, que define que os valores da tabela serdo salvos dentro de uma

variavel nomeada como “variavel”:

29 9

variavel <- read.table(“tabela.csv”’, header=T,sep=",”,dec=".")

Durante o processo de construcdo dos graficos de dispersdo, optou-se por
padronizar todos os graficos seguindo o seguinte método: a média da cobertura
normalizada possui valor igual a 1, sendo que valores superiores significam cobertura
elevada, e valores inferiores indicam uma baixa cobertura em relacdo a média da cobertura
normalizada. Os pontos dos graficos de dispersdo que apresentaram cobertura acima da
média foram marcados de vermelho, e uma reta paralela ao eixo Y (Cobertura
Normalizada) foi tracada em todos os gréficos indicando o conteudo GC médio de cada
organismo especifico. Pontos que foram marcados na cor azul indicam as coordenadas de

GC e Cobertura Normalizada que ficaram abaixo da média.

3.2 Validagdo do Coeficiente de Pearson

Com o objetivo de validar os resultados do Coeficiente de Correlacdo de Pearson e
gréficos de disperséo utilizou-se os dados analisados por Chen et al, (conforme tabela 3),
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que avaliaram o viés GC com base na declividade da reta de regressao linear (Inclinagéo).
Assim, foram analisadas as espécies Pseudomonas fluorescens, Shewanella amazonensis,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Mycobacterium tuberculosis, sequenciadas na
plataforma Illumina, e cujas bibliotecas foram obtidas através do “Sequence Read Archive
database (SRA)” assim como os genomas completos dos organismos utilizados no estudo
de Chen et al, 2013. Algumas linhagens foram sequenciadas mais de uma vez, porém em
tempos distintos, sendo que o identificador SRA pode ser utilizado para diferenciar estes

sequenciamentos de linhagens idénticas da mesma espécie.
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Tabela 3. Amostras de 14 bibliotecas genémicas analisadas no estudo de Chen et al.

Identificador

Contetdo GC

GC Bias

H37Rv

Especie Identificador (SRA) Médio (%) (Inclinacao)
Pseudomonas |\ 0974922 | DRROO1171 60.5 196
fluorescens Pf0-1 -
Shewanella
amazonensis NC_008700.1 SRR090701 53.6 3.41
SB2B
Escherichiacoli |\ 909132 |  SRR001666 50.8 0.07
K-12 MG1655 - : : :
Escherichia coli
K-12 MG1655 | 'NC_ 0009132 |  SRR350605 50.8 1.9
Escherichia coli
K-12 MG1655 NC_000913.2 SRR398955 50.8 -1.55
Escherichia coli
K-12 MG1655 NC_000913.2 SRR402738 50.8 -2.6
Staphylococcus
aureus USA 300 | NC-010079.1 | SRRO022866 32.8 53
Staphylococcus
aureus USA 300 NC_010079.1 SRR022867 32.8 -4.49
Staphylococcus
aureus USA 300 NC_010079.1 SRR022868 32.8 -5.05
Staphylococcus
aureus MRSA252 NC_002952.2 SRR342227 32.8 413
Mycobacterium
tuberculosis NC_000962.2 SRR099031 65.6 -1.1
H37Rv
Mycobacterium
tuberculosis NC_000962.2 SRR017680 65.6 -5.24
H37Rv
Mycobacterium
tuberculosis NC_000962.2 SRR023440 65.6 -8.86
H37Rv
Mycobacterium
tuberculosis NC_000962.2 SRR023441 65.6 -8.96
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3.3 Alinhamento dos dados

Os dados brutos do sequenciamento em formato SRA das 14 bibliotecas utilizadas
por Chen et al foram convertidos para o formato fastq. Entéo, as leituras foram mapeadas
contra seus respectivos genomas de referéncia, cujos nimeros de acesso sao apresentados
na tabela 3, utilizando o software CLC Genomics Workbench 7 com o0s seguintes
parametros: mismatch cost igual a 2, insertion e deletion cost igual a 3, lenght fraction de
0,7 e similarity fraction igual a 0,7. Além do software Bowtie 2 (Langmead & Salzberg,
2012) com o valor 32 para o parametro -L (seed), 1 para -N (numero de mismatches

permitidos).

Para as leituras provenientes de 10 sequenciamentos de Corynebacterium
pseudotuberculosis, em formato fastq (dados de Illumina e lon Torrent PGM) e color space
(dados de Solid), foram realizados mapeamentos contra 0s seus genomas completos,
disponiveis no NCBI (Tabela 4). O alinhamento foi realizado através do software CLC
Genomics Workbench 7 e Bowtie 2, com 0s mesmos parametros apresentados acima.
Apenas as bibliotecas de Corynebacterium pseudotuberculosis 31, sequenciada na
plataforma lon Torrent PGM com e sem a nova lon Hi-Q™ Sequencing Chemistry, teve
seu alinhamento realizado através do software Tmap (http://mendel.iontorrent.com/ion-

docs/) e CLC Genomics Workbench, devido ao tamanho diferenciado das leituras.
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Tabela 4. Amostras de Corynebacterium pseudotuberculosis avaliadas.

NGS Espécie Identificacdo Conteud(c()) /SC medio
C. pseudotuberculosis 258 NC_017945.1 52.1
SOLID C. pseudotuberculosis 267 NC_017462.1 52.2
C. pseudotuberculosis |19 NC_017303.1 52.2
C. pseudotuberculosis 31 NC 017730.1 52.2
C. pseudotuberculosis 1/06-A NC 017308.1 52.2
lllumina C. pseudotuberculosis 3/99-5 NC_016781.1 52.2
C. pseudotuberculosis 42/02-A NC _017306.1 52.2
lon Torrent C. pseudotuberculosis 31 NC_017730.1 52.2
HiQ C. pseudotuberculosis 31 NC_017730.1 52.2
454 C. pseudotuberculosis 1002 NC_017300.1 52.2

Para o TMAP, utilizou-se o parametro mapall, --max-seed-band de 18, --num-
threads com 2, penalizacdo por mismatch (-M) com 3 e -v stagel mapl, para mapear
sequéncias curtas contra 0 genoma de referéncia com o algoritmo BWA short-read (Li &
Durbin, 2009), map2 para mapear sequéncias longas contra o genoma de referéncia
utilizando BWA long-read (Li & Durbin, 2010) e map3 que se trata de uma simplificagdo

do algoritmo SSAHA long-read (Ning et al., 2001) para mapear sequéncias longas.

3.4 Processamento dos alinhamentos pelo Picard

Os resultados dos alinhamentos foram processados por mddulos do software Picard
(http://picard.sourceforge.net). Primeiramente, o alinhamento em formato SAM foi

ordenado pelo mddulo SortSam, e em seguida o mddulo CollectGCBiasMetrics foi
utilizado para se obter as métricas baseadas no contedo GC ( AT dropout e GC dropout)
com base em uma janela de 100 pares de bases, para as quais foram calculados os valores

de cobertura normalizados.
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O mddulo CollectGCBiasMetrics requer que os arquivos SAM de input estejam
devidamente ordenados. Como arquivo de saida tem-se uma tabela com 5 colunas. A
primeira coluna tem como cabecalho a nomenclatura “GC” e fornece o valor do conteudo
GC coletado de acordo com um tamanho de janela pre-determinado. A segunda coluna tem
o identificador “WINDOWS” e informa o nimero de janelas encontradas para o respectivo
valor de conteudo GC. A terceira coluna, “READ_STARTS”, mostra o nimero de leituras
que iniciaram exatamente naquela janela com determinado contetdo GC. A quarta coluna,
definida como “MEAN_BASE_QUALITY”, identifica a qualidade média das bases que
cairam na respectiva janela de contetdo GC identificado. A quinta coluna fornece o valor
da cobertura média normalizada de todas as janelas com determinado conteudo GC. A
sexta coluna, “ERROR_BAR_WIDTH”, mostra a taxa de erro para o calculo da cobertura
normalizada, sendo que o valor mostrado nesta janela indica 0 quanto a cobertura
normalizada pode variar para mais ou para menos do seu respectivo valor. VVocé pode ver

um exemplo desta tabela abaixo (Tabela 5).

34



Tabela 5. Dados coletados pelo software picard.

G| WIND | READ_ST | MEAN_BASE_Q | NORMALIZED_CO | ERROR_BAR_
C| OWS ARTS UALITY VERAGE WIDTH
16 7 0 0 0 0

17| 12 0 0 0 0

18| 22 0 0 0 0

19| 21 1 0 0.011423 0.011423
20 36 14 0 0.093284 0.024931
21| 66 51 22 0.185356 0.025955
22| 64 63 26 0.236125 0.029749
23| 105 94 29 0.214743 0.022149
24| 136 186 26 0.328062 0.024055
25| 170 251 25 0.354165 0.022355
26| 263 544 26 0.496163 0.021273
27| 288 567 27 0.47225 0.019833
28| 421 812 27 0.462653 0.016236
29| 596 1442 27 0.580364 0.015283
30 808 1812 27 0.537933 0.012637
31| 1224 3088 28 0.60517 0.01089
32| 1623 4104 28 0.606555 0.009468
33| 2140 6105 29 0.684311 0.008758
34| 2863 9365 28 0.784635 0.008108
35| 4080 13115 28 0.771062 0.006733
36| 5405 18271 29 0.810864 0.005999
37| 7222 25881 28 0.859617 0.005343
38| 9680 35480 28 0.879204 0.004668
39| 13414 50782 29 0.908098 0.00403
40( 17703 70388 29 0.953747 0.003595
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A métrica de AT-dropout foi utilizada para medir o quanto abaixo da cobertura
estdo as regides com contetdo GC abaixo de 50% em relacdo a cobertura média observada.
O valor de AT-dropout representa o percentual de leituras que foram mapeadas em regides
com contetdo GC acima de 50%, e GC-dropout mostra o percentual de leituras que
mapearam em regides com conteudo GC abaixo de 50%. Ambas foram obtidas através da
opcao “SUMMARY_OUTPUT” que localiza-se dentro do modulo
CollectGCBiasMetrics. (http://picard.sourceforge.net/picard-metric-

definitions.shtml#GcBiasSummaryMetrics).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

A influéncia do conteido GC a cerca da baixa representatividade de certas regides
em estudos gendmicos, utilizando plataforma de nova geracdo (NGS), j& vem sendo
discutido (Ross et al., 2013). Assim, neste trabalho avaliou-se a relagéo entre conteddo GC
e cobertura em 8 genomas de Corynebacterium pseudotuberculosis, cujas sequéncias
completas estdo depositados no banco de dados do NCBI. Por se tratar de uma bactéria
com alta conservacdo génica (Soares et al., 2013), tornou possivel a associacdo do
conteldo GC / Cobertura gendmica com as plataformas NGS.

Como alternativa a metodologia de medir o grau de viés GC com base na
declividade da reta de regressdo linear no grafico de dispersdo, entre conteido GC e
Cobertura (Chen et al., 2013) propdem-se utilizar o valor numérico do Coeficiente de
Correlacdo Linear de Pearson (r), cujos valores sdo adimensionais variando entre -1 e +1,
para medir a intensidade da associacdo linear e observar associagdes nao-lineares entre as
varidveis GC e cobertura, quando existirem. Além disto, r permite inferir se as variaveis
analisadas séo diretamente proporcionais (+) ou inversamente proporcionais (-) (Asuero et
al., 2006).

4.1 Validagdo dos dados utilizando amostras de Chen et al

A fim de validar o coeficiente proposto, aplicou-se a metodologia baseada no valor
de r para a lista de bactérias apresentadas no trabalho de Chen et al (Tabela 6), para
comparar o viés GC positivo e negativo com os valores positivos e negativos de r. Assim,
13 amostras tiveram concordancia quanto a positividade e negatividade entre 0 GC Bias
Slope e os sinais de r (Tabela 6), e apenas Escherichia coli K-12 MG1655 (GenBank:
NC_000913.2), figura 5A, teve seu GC Bias Slope igual a -0.07 (negativo) e r igual a 0.02
(CLC) e 0.05 (Bowtie). Com excecdo desta amostra que apresentou um viés nulo, as
demais de Escherichia coli apresentaram um viés negativo com alta correlacdo linear
(Figura 8).
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Tabela 6. 14 Bibliotecas gendmicas e seus respectivos valores de r para cada alinhador utilizado.

Espécie IdentiﬁcadorAlinhadores . AT GC Leituras | Total de
b (SRA) Dropout|Dropout|Mapeadas| Leituras
Pseudomonas CLC 0 ées 0 3.06 | 90.89%
fluorescens | DRR001171 '_ 10.129.958
Pf0-1 Bowtie 0 2.84 | 92.05%
0.83
Shewanella CLC |0.95| 7.04 0.42 | 93.89%
amazonensis | SRR090701 _ 5.860.354
SB2B Bowtie 0.95| 7.04 0.41 92.22%
Escherichia CLC |0.02| 040 | 1.25 | 98.33%
coli K-12 | SRR001666 : 14.095.336
MG 1655 Bowtie |0.05| 0.41 1.18 | 98.67%
Eigne}i'_clhz'a CLC |yog| 0 | 532 | 70.25%
MG1655 SRR350605 - 103.989.664
Bowtie 0 5.06 | 69.00%
0.78
Escherichia CLC 0 '72 0 453 | 92.18%
coli K-12 | SRR398955 - 84.098.170
MG1655 Bowtie 072| O 448 | 92.22%
Escherichia CLC 0 ;97 0 7.16 | 98.64%
coli K-12 | SRR402738 - 40.062.962
MG1655 Bowtie |yg,| O 7.03 | 99.16%
CLC ~ | 1368 | 029 | 73.77%
2&?2:;"805%88 SRR022866 0.8 25.551.716
Bowtie | 1336 | 0.28 | 69.94%
0.35
CLC - | 1339 | 0.25 | 83.03%
Staphylocoreus | srro22867 210 3.816.486
Bowtie 13.28 | 0.24 | 82.25%
0.16
CLC “.| 1223 | 0.28 | 78.10%
Z’ﬂ?‘;ﬂg'ggﬁgg SRR022868 0'_13 31.125.794
Bowtie 00g| 1195 | 026 | 77.11%
Staphylococcus CLC |0.84| 8.19 0 89.81%
aureus SRR342227 : 32.087.596
MRSA252 Bowtie 0.84| 8.51 0 86.57%
Mycobacterium| coong9031 | cLC - 0 2.66 | 91.70% |43.236.170
tuberculosis 0.89
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H37Rv

Bowtie | ég 2.59 | 90.99%
Mycobacterium CLe |, '96 12.47 | 72.06%
tuberculosis | SRR017680 '_ 11.611.065
H37Rv Bowtie 0.97 12.35 71.10%
Mycobacterium CLC 0-94 2234 5745%
tuberculosis | SRR023440 43.429.770
H37Rv Bowtie |, '93 21.87 | 55.80%
Mycobacterium CLC 0-97 23.30 56,33%
tuberculosis | SRR023441 47.165.936
H37Rv Bowtie |, 57 2251 | 49.10%
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Figura 8. Gréaficos de dispersao para Escherichia coli
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O comportamento dos graficos para Escherichia coli mostram alta correlagéo
linear (valores de r no canto superior esquerdo da figura) , com excecdo da
figura 1A que mostrou correlacdo préxima a zero. Os pontos em vermelho no
grafico apresentam valores de GC e Cobertura acima da cobertura média
normalizada representada graficamente pela reta horizontal que passa pelo
valor 1 no eixo y. Os pontos em azul mostram valores abaixo da cobertura
média normalizada. A reta vertical que corta o grafico, passa pelo contedido GC
médio de cada organismo e portanto é especifica para cada organismo.

Avaliando as amostras do trabalho de Chen et al. que foram sequenciadas na
plataforma Illumina, observa-se para Pseudomonas fluorescens e Shewanella amazonensis
valores de r negativo e positivo, respectivamente. Assim, o comportamento dos graficos de
dispersdo sdo diferenciados (Figura 9), demonstrando que o sinal de r pode inferir relacbes
diretamente proporcionais (+) ou inversamente proporcionais (-) entre as variaveis GC /

Cobertura.
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Figura 9. Gréficos de dispersdo para Pseudomonas fluorescens e Shewanella amazonensis

Pseudomonas fluorescens apresentando viés negativo e Shewanella amazonensis com viés
positivo. Sinal negativo de r para Pseudomonas fluorescens e sinal positivo para Shewanella
amazonensis concordantes quanto ao Viés negativo e Viés positivo destes organismos. Os
pontos em vermelho no grafico apresentam valores de GC e Cobertura acima da cobertura
média normalizada representada graficamente pela reta horizontal que passa pelo valor 1 no
eixo y. Pontos em azul mostram valores abaixo da cobertura média normalizada. A reta
vertical que corta o grafico, passa pelo conteldo GC médio de cada organismo e portanto é

especifica para cada organismo
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Notou-se também que a mesma linhagem de Mycobacterium tuberculosis
apresentou angulos de declividade, em relacdo ao eixo x, visualmente distintos nos gréficos
de dispersdo para cada sequenciamento (Figura 10), além dos sinais de r serem
negativamente concordantes com os sinais de declividade (Slope) (Tabela 6). Os quatro
sequenciamentos de M. tuberculosis consistem em uma biblioteca de fragmentos e as
demais pareadas, com tamanhos de leituras e distancia de insertos muito aproximados
(Chen et al., 2013), mostrando que ndo ha relagéo do tipo de biblioteca com o viés GC. Em
contrapartida, as trés amostras de Staphylococcus aureus USA 300, apesar de também
representarem diferentes sequenciamentos, resultaram em graficos de dispersdo e valores

de r muito proximos (Figura 11A-C).
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Figura 10. Gréficos de dispersao para Mycobacterium tuberculosis
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Pode-se observar diferentes padrfes de declividades no grafico de dispersdo para a mesma
linhagem de Mycobacterium tuberculosis, onde a maior inclinacdo foi observada paraa C e
D, o que corrobora com as informagdes obtidas por Chen et al.. Os pontos em vermelho no
gréfico apresentam valores de GC e Cobertura acima da cobertura média normalizada
representada graficamente pela reta horizontal que passa pelo valor 1 no eixo y. Pontos em
azul mostram valores abaixo da cobertura média normalizada. A reta vertical que corta o
grafico, passa pelo conteddo GC médio de cada organismo e portanto € especifica para cada
organismo.

Com as trés amostras de Staphylococcus aureus USA 300, os gréficos e valores de
r mostram um padrdo de associacdo diferenciado quando comparados a linhagem
Staphylococcus aureus MRSA252, que apresentou um forte viés positivo, evidenciando
que o vies GC também pode estar associado as diferentes linhagens da mesma espécie
(Figura 11), apesar dos percentuais de conteddo GC das 4 amostras de Staphylococcus

aureus serem idénticos (Tabela 3).
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Figura 11. Gréfico de dispersao para Staphylococcus aureus




S. aureus apresentou padrBes de viés GC diferentes entre linhagens distintas, quando se compara a
linhagem MRSA252 (D) com as amostras de USA300 (A, B e C). Os pontos em vermelho no
grafico apresentam valores de GC e Cobertura acima da cobertura média normalizada representada
graficamente pela reta horizontal que passa pelo valor 1 no eixo y. Pontos em azul mostram valores
abaixo da cobertura média normalizada. A reta vertical que corta o grafico, passa pelo contetido GC
médio de cada organismo e portanto é especifica para cada organismo.

Para todas as 14 amostras avaliadas por Chen et al, ndo houve diferencas
significativas no valor do r e no gréafico de disperséo entre os diferentes alinhadores: CLC
Genomics Workbench e Bowtie2. O que demonstra que o software de alinhamento nédo

interfere na associacdo GC/Cobertura Normalizada. (Tabela 6)

4.2 Avaliacéo dos dados de Corynebacterium pseudotuberculosis

Os gréficos de dispersao para as variaveis conteddo GC e cobertura demonstraram
um mesmo padrdo grafico em forma de parabola na associacdo para amostras de C.
pseudotuberculosis sequenciadas na plataforma SOLID (Figura 12), e um padrdo
diferenciado entre as amostras de C. pseudotuberculosis obtidas a partir do sequenciador
Illumina (Figura 13), apesar da espécie apresentar conservacdo génica (Soares et al., 2013).
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Figura 12. Gréficos de dispersdo para amostras de Corynebacterium pseudotuberculosis
sequenciadas na plataforma SOLID




Comparacao entre os graficos de disperséo obtidos a partir dos softwares de mapeamento Bowtie 2 ( Al,
B1l, C1 e D1) e CLC Genomic Workbench (A2, B2, C2 e D2), onde ndo se observou diferenca
significativa entre os dados obtidos por estes alinhadores. Os pontos em vermelho no gréfico
apresentam valores de GC e Cobertura acima da cobertura média normalizada representada
graficamente pela reta horizontal que passa pelo valor 1 no eixo y. Os Pontos em azul mostram valores
abaixo da cobertura média normalizada. A reta vertical que corta o grafico, passa pelo conteddo GC
médio de cada organismo e portanto é especifica para cada organismo.
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Figura 13. Gréficos de dispersao para amostras de Corynebacterium pseudotuberculosis
sequenciadas na plataforma Illumina




Comparacdo entre os graficos de dispersdo obtidos a partir dos softwares de mapeamento Bowtie 2
(Al, Bl e Cl) e CLC Genomic Workbench (A2, B2 e C2), onde ndo se observou diferenca significativa
entre os resultados dos distintos alinhadores. Os pontos em vermelho no grafico apresentam valores de
GC e Cobertura acima da cobertura média normalizada representada graficamente pela reta horizontal
que passa pelo valor 1 no eixo y. Pontos em azul mostram valores abaixo da cobertura média
normalizada. A reta vertical que corta o grafico, passa pelo contelido GC médio de cada organismo e
portanto é especifica para cada organismo.

A avaliacdo das amostras pelo coeficiente de Pearson permitiu observar um viés
positivo com alta correlacdo linear para os dados de Illumina (Figura 13), para SOLID um
viés diferenciado (Figura 12) com uma correlacdo ndo-linear (valores de r proximo de 0), e
gréficos de dispersdo em forma de parabola demonstrando uma associacdo quadratica (
y=x2, onde y € a cobertura normalizada e x o contetdo GC). Esta diferenca pode ser
resultado da quimica do sequenciamento, visto que a plataforma SOLID é a Unica a utilizar
a enzima DNA ligase no sequenciamento (Schlebusch & Illing, 2012).

Para as linhagens de C. pseudotuberculosis, ndo se observou diferencas
significativas no valor do r e no gréafico de disperséo entre os diferentes alinhadores: CLC
Genomic Workbench, Bowtie2 e Tmap, o que demonstra que o software de alinhamento
ndo interfere na associagdo GC/Cobertura Normalizada (Tabela 7).

A fim de validar a possivel relacdo do viés GC ao sequenciador, analisou-se a
linhagem C. pseudotuberculosis 31 pertencente ao biovar equi e sequenciada na
plataformas SOLID e lon Torrent PGM. Segundo os valores de r (Tabela 7), os dados de
lon Torrent PGM apresentaram uma associacéao linear de baixa a moderada (-0,49 — -0,52)
para a linhagem 31 (Figura 14 — Al e B1), enquanto que os dados de SOLID para esta
mesma linhagem apresentaram uma relagcdo préxima a zero (-0,06 — -0,09) (Figura 12 —
D1-2). Quanto ao grafico de dispersdo, observou-se um padrdo quadratico (forma de
pardbola) para os dados de SOLID (Figura 12), e moderadamente linear para lon Torrent
PGM (Figura 14 — Al e B1).

O sequenciamento da C. pseudotuberculosis 31 também foi realizado utilizando a
nova quimica de sequenciamento lon Hi-Q™. Com estes dados, observou-se a redugéo dos
valores de r (-0.25) quando comparados a plataforma lon Torrent PGM, evidenciando a
redu¢do do viés GC para a categoria “Pouca ou Nenhuma Correlagdo” tanto no

alinhamento realizado no CLC Genomics Workbench quanto no alinhamento realizado
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pelo software Tmap (Figura 14.A2;Figura 14.B2). Esta reducdo pode ser avaliada ao se
comparar os gréaficos de dispersdo, onde o sequenciamento utilizando a enzima lon Hi-Q™
mostrou um padrdo proximo a uma reta paralela ao eixo das abscissas (Figura 14.A2-B2).
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Figura 14. Gréfico de Dispersao para C. pseudotuberculosis 31

Comparagdo entre a quimica de sequenciamento lon Torrent PGM (Al e B1) e a nova lon Hi-Q™ Quimica
de Sequenciamento (A2 e B2). Os pontos em vermelho no grafico apresentam valores de GC e Cobertura
acima da cobertura média normalizada representada graficamente pela reta horizontal que passa pelo valor 1
no eixo y. Pontos em azul mostram valores abaixo da cobertura média normalizada. A reta vertical que corta
o grafico, passa pelo conteido GC médio de cada organismo e portanto é especifica para cada organismo.
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As linhagens C. pseudotuberculosis 258 e 31 foram as Unicas a apresentarem

associacdo negativa de acordo com os valores de Pearson (Tabela 7) para todas as

plataformas, apesar de diferentes intensidades de correlagéo linear.

Em C. pseudotuberculosis 1002, cujo genoma foi sequenciado na plataforma 454,

observou-se uma Baixa Correlacdo para a plataforma 454 (Figura 15). Os graficos de

dispersdo apresentaram padrdes de pontos distintos das outras plataformas e uma tendéncia
a linearidade. Os valores de r para 454 foram de 0.42(Bowtie) e 0.47(CLC).

Al

Fraction of normalized coverage
0.5 0 1.5 2.0

0.0

Corynebacterium pseudotuberculosis 1002

r=047

Bowtie

B

[+

454

T
40

T
60

GC% of 100 base windows

80

100

Bl

20

Fraction of normalized coverage
0.5 [i] 1.5

0.0

Corynebacterium pseudotuberculosis 1002

r=042|

CLC

454

T
40

GC% of 100 base windows

T
60

80

100

Figura 15. Grafico de dispersao para C. pseudotuberculosis 1002 sequenciada na plataforma 454

A linhagem 1002 sequenciada na plataforma 454 apresenta o r como baixa correlagdo, e observa-se uma
tendéncia a elevagdo da linearidade. Os pontos em vermelho no grafico apresentam valores de GC e
Cobertura acima da cobertura média normalizada representada graficamente pela reta horizontal que passa
pelo valor 1 no eixo y. Pontos em azul mostram valores abaixo da cobertura média normalizada. A reta
vertical que corta o grafico, passa pelo conteddo GC médio de cada organismo e portanto é especifica para
cada organismo.
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A avaliacdo da métrica de AT-dropout e GC-dropout em C. pseudotuberculosis
para os dados das plataformas Illumina e SOLID revelaram padrdes opostos. Enquanto os
valores de AT-dropout ficaram proximos de O (zero) para SOLID, para Illumina variaram
de 3% a 9%. Quanto ao valor de GC-dropout para a plataforma SOLID, houve variacéo de
1.38% até 5.37%, enquanto que para Illumina, GC-dropout manteve-se proximo de 0
(zero) (Tabela 7).

Segundo os valores de r, a intensidade da associacdo linear foi mais evidente em
dados de lllumina, seguida por lon Torrent PGM, 454, Hi-Q e SOLID, este ultimo

apresentando uma associagdo nao-linear quadratica (Figura 16).
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Tabela 7. Amostras de C. pseudotuberculosis e seus respectivos valores de r

AT GC | Leituras Total de
NGS Espécie Alinhadores| r [Dropout|Dropout|alinhadas L eituras
(%) | (%) (%)
Corynebacterium CLe |, 69 0.44 | 4.41 | 95.89%
pseudotuberculosis '_ 10.061.554
258 Bowtie 0.44 5.37 54.12%
0.09
Corynebacterium CLC |0.01| 043 | 3.13 | 80.00%
pseudotuberculosis ] 29.103.069
SOLID 267 Bowtie |0.01| 0.45 | 4.89 | 64.11%
Corynebacterium CLC |0.21| 042 | 142 | 87,10%
pseudotuberculosis ) 7.320.762
119 Bowtie [0.22| 057 | 1.38 | 61.52%
Corynebacterium CLC |-0.06] 0.63 | 159 | 88.86%
pseudotuberculosis - 183.034.704
31 Bowtie [-0.06, 1.07 3.07 43.64%
Corynebacterium CLC |0.63| 370 | 025 | 95.77%
pseudotuberculosis ) 8.717.549
1/06-A Bowtie |0.53| 3.71 0.25 95.51%
Corynebacterium CLC |0.87| 975 | 079 | 94,96%
[llumina| pseudotuberculosis ) 14.431.252
3/99-5 Bowtie |0.87| 9.77 0.80 94.40%
Corynebacterium CLC |0.71] 320 | 0.6 | 96.83%
pseudotuberculosis ] 8.719.556
42/02-A Bowtie [0.72| 3.19 | 0.17 | 99.57%
Corynebacterium CLe |, ;19 0.02 2.53 | 79.64%
ION | pseudotuberculosis : 3.566.141
B 0
31 Tmap 0.52 0.01 2.56 87.24%
Corynebacterium CLc |, '25 0.23 | 0.08 | 89.49%
HiQ |pseudotuberculosis - 5.898.526
0
31 Tmap 0.25 0.16 0.11 95.85%
Corynebacterium CLC 0.42| 0.50 0.03 | 91.54%
454 | pseudotuberculosis ] 397.147
1002 Bowtie |0.47| 0.73 0.03 88.29%
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5. CONCLUSAO

A analise do viés GC através do coeficiente de Pearson mostrou-se eficaz e mais
adequada na avaliacdo dos graficos de dispersdo na presenca de associac@es lineares e ndo-
lineares entre conteudo GC e cobertura normalizada, tanto para os dados simulados por
Chen et al., 2013 quanto para os dados de Corynebacterium pseudotuberculosis obtidos
através do sequenciamento pelas distintas plataformas NGS, o que possibilitou avaliar os
fatores que podem afetar a decodificacdo do DNA e sua influéncia no viés GC.

A avaliacdo das amostras de Corynebacterium pseudotuberculosis nas plataformas
Illumina, SOLID, 454, lon Torrent PGM com e sem a enzima Hi-Q, permitiu definir a
correlacdo de linearidade do viés GC associado as tecnologias de sequenciamento (Figura
13), principalmente no tocante as suas quimicas, considerando a reducédo do viés observado
para o sequenciamento com a quimica de sequenciamento Hi-Q para lon Torrent PGM.

Identificou-se um viés diferenciado para a plataforma SOLID onde a associacdo
ndo-linear e quadrética foi confirmada pelos gréaficos de dispersao e valores de r. Este viés
quadratico pode ser uma influéncia da quimica de sequenciamento diferenciada desta

tecnologia que é o unico NGS a utilizar a enzima DNA ligase ao invés da polimerase.

Intensidade da associacao Linear

SOLID HiQ 454 lon Torrent PGM Hlumina

I 4

Figura 16. Relagéo da intensidade da correlagéo linear associado as
plataformas de sequenciamento.

Observa-se o sentido crescente da forca de correlagdo linear, iniciando
pela plataforma SOLID (associa¢do ndo linear), sequindo para Hi-Q, 454,
lon Torrent PGM e Illumina, com associacOes lineares de diferentes
intensidades.
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A metodologia utilizada neste trabalho pode ser aplicada para outras plataformas e
organismos a fim de identificar presenca ou auséncia de viés GC. Mesmo na auséncia deste
viés, o coeficiente de Pearson junto ao grafico de dispersdo sdo aplicaveis, pois os valores
de Pearson para um vies nulo ou quase inexistente seriam muito proximos a zero. Além
disto, observaria-se um gréafico de dispersdo no qual os pontos se aproximariam de uma
reta paralela ao eixo das abscissas, ndo havendo comportamento quadratico em qualquer
gréafico analisado sem viés.

O viés GC pode ser resultado de diversos fatores: amplificagdo da biblioteca por
PCR em analises gendmicas como transcriptomicas (Aird et al., 2011; Korf, 2013),
quimica de sequenciamento, além do conteddo GC de cada organismo que influencia no
grau e intensidade deste viés. No presente estudo, a associa¢do do viés GC as diferentes
plataformas foi confirmado, tendo como modelo Corynebacterium pseudotuberculosis.
Esta informacdo pode auxiliar a definicdo dos parametros de softwares para analises
baseadas em cobertura de sequenciamento, como montagem de genomas (por referéncia ou

abordagem de novo) e analises de transcriptémicas.
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