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RESUMO

A metagendmica ¢ normalmente aplicada para compreensao da anélise de diversidade em um
ambiente. O desenvolvimento da metagenomica deve-se principalmente ao crescimento do
campo computacional, que consegue auxiliar o desenrolar desse estudo de maneira direta. A
utilizagdo e automacao de rotinas computacionais se torna uma tendéncia nos laboratérios de
estudos genéticos e metagendmicos tanto quanto a producdo dos mesmos. Dessa forma, o
presente trabalho visou a produg@o de um pipeline que execute analises metagenomicas (Bar-
coding) de rRNA 168, enfatizando estatisticas de diversidade e de abundancia. Através da
integragdo de Python, R ¢ Shell, ¢ da interface grafica “Tkinter”, presente nos repositorios
Python, os processos de analise foram desenhados. As rotinas automatizadas nesta ferramenta
comecam utilizando o Usearch para a preparacao dos dados, mesclando os arquivos de entrada
“fastq”, aplicando o filtro de qualidade, buscando por leituras tnicas, agrupando as sequéncias
em OTUs, criando as tabelas de OTUs e a tabela de dados taxondmicos. Em seguida, executa
analises de ACE, CHAOI1, Shannon, Simpson e Simpson Inverso, utilizando o software R e,
por ultimo, o pacote “canvas” do python agrupa os resultados, plotando e montando um report
final que possa auxiliar nas andlises de resultados e na discussdo dos mesmos. A producdo do
Metadoon pipeline consegue interligar as partes de uma pesquisa bioinformata-metagendmica
(como; normalizagao e organizacao dos dados, pre processar, gerar graficos) € a0 mesmo tempo

gerar reportes que auxiliam na anélise do resultado.

Palavras — Chave: Metagenomica, Pipeline, Usearch, Python, Tkinter.
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ABSTRACT

Metagenomics is normally applied to understand the analysis of diversity in an environment.
The development of metagenomics is mainly due to the growth of the computational field,
which manages to help the development of this study in a direct way. The use and automation
of computational routines becomes a trend in laboratories for genetic and metagenomic studies
as much as their production. Thus, the present work aimed to produce a pipeline that performs
metagenomic analyzes (Bar-coding) of 16S rRNA, focusing on diversity and abundance
statistics. Through the integration of Python, R and Shell, and the "Tkinter" graphical interface,
present in the Python repositories, the analysis processes were designed. The automated routines
in this tool start using Usearch for data preparation, merging the “fastq” input files, applying
the quality filter, searching for unique reads, grouping the sequences into OTUs, creating the
OTU tables and the taxonomic data table. Then, it performs ACE, CHAO1, Shannon, Simpson
and Inverse Simpson analysis, using the R software and, finally, the python “canvas” package
groups the results, plotting and assembling a final report that can assist in the analysis of results
and in their discussion. The production of the Metadoon-Pipeline manages to interconnect the
parts of a bioinformatics and metagenomics research (such as; normalization and organization
of data, pre-processing, generating graphs) and at the same time generate reports that help in

the analysis of the result.

Keywords: Metagenomics, Pipeline, Usearch, Python, Tkinter.
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1. INTRODUCAO

O marco dos anos 2000 para o meio gendmico foi o sequenciamento do genoma
humano, que marcou o avango na era pds genomica. Este avango se caracterizou pela coleta
massiva de dados e o empenho frenético e colaborativo em fomentar um imenso banco de
dados que pudesse apoiar, de modo geral, o meio cientifico. O resultado deste imenso estudo,
apesar de ndo totalmente satisfatorio, foi muito esclarecedor e proporcionou avangos
importantes, como a descoberta de variantes para diversas mutacoes, fator que mais tarde
auxiliaria a medicina moderna no combate a doengas mais graves (HENG, ef al., 2018).

Os achados permitiram inovar areas do conhecimento e atrelar a outras ciéncias ja
existentes, aperfeicoando a precisdao do saber humano. A diavida sempre fora em como o fruto
deste sequenciamento iria contribuir para a ciéncia, atualmente, entretanto, sabe-se que a
medicina e as ciéncias forenses, dentre outras areas do saber, se apropriam de alguma forma
dos dados gerados pela pesquisa sobre o genoma humano. Hoje € possivel diagnosticar com
mais precisdo certas mutagdes, descobrindo a predisposicdo a desenvolver certas doengas
genéticas bem como calcular a probabilidade de desenvolver a mesma no decorrer da vida
(ZATZ, 2002).

Acreditou-se, a partir de um certo momento, que o gene passaria a ter o seu devido
destaque. Os estudos génicos sdo interpretados através das impressdes dadas pelas ciéncias
Omicas (transcriptomica, metabolomica e protedmica), porém grande parte desse processo,
que esta sob as vistas da bioinformatica, € estatistico, protocolar e demorado, se
desenvolvendo de acordo com o avango tecnologico da época. Juntamente com o avango desse
nicho cientifico existe avango das dificuldades que cada vez se tornam mais complexas.

(HENG, et al., 2018).
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Com a consolidagao robdtica no século XX, novas tecnologias computacionais foram

surgindo, fato que possibilitou a incorporagdo tecnolégica nas ciéncias genéticas e

consequentemente o avanco nos estudos e agrupamento dos resultados dos mesmos. E nesse

cenario que, por volta de 1980, a bioinformatica ou biocomputagdo surge com o objetivo de

inovar as abordagens genéticas a fim de torna-las mais completas e melhorar os resultados em

analises biologicas (ARAUJO, et al., 2008).

Figura 1 - Segmentos da Bioinformatica.

Interpretagdo da linguagem dos genes por
algoritmos oriundos da informatica

Geracao de hipdteses a partir dos dados

Aprendizado automatico de grandes valumes

de dados

R

Eininformatica

genetico

Leitura das informagdes contidas no codigo

Criagao de hancos de dados

Construgao de programas computacionals
gue autornaticamente melhoram seu
desempenho com a experiencia

Adaptado de ARAUJO e colaboradores (2008)

Acima ¢ possivel observar os principais segmentos que a bioinformatica trabalha no

ramo das ciéncias.

O instituto europeu de bioinformatica (EMBL-EBI) fornece desde 1998 varias

aplicagcdes e solucdes para utilizagdo na andlise de sequéncias, incluindo analise de

similaridade de sequéncias, tais como: “BLAST”, “FASTA”, Interproscan e o Alinhador de

sequéncias multiplas (CLUSTAW, T-COFFE, MUSCLE, KALIGN, MAFFT). Todos esses
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servicos sdo providos pelo framework “PERL-CGI”. O processo de manutengdo e de acesso
desses servigos tem gerado um nimero consideravel de empregos desde os anos de 2009.
Para melhoria do servigo oferecido aos pesquisadores e usudrios de todo esse aparato,
a institui¢dao criou um moédulo chamado JDispatcher e comegou a trabalhar nele. JDispatcher
¢ voltado tanto para usuarios iniciantes quanto para usuarios avangados e apresenta novidades

na amostragem da anotagdo e visualizagdo. Essa ferramenta esta disponivel na web através

das interfaces SOAP e REST (GOUJON et.al., 2010).

1.1 Metagenomica

A biologia molecular divide-se em outras ciéncias correlatas, sio exemplos dessas:
Genomica, Protedmica e Metabolomica. Além disso, outras ciéncias ainda mais
especializadas surgem no intuito de se complementarem e realizar uma boa compreensao
sobre o contetdo génico: a Gendmica Estrutural, que preocupa-se em determinar a estrutura
do DNA em seus nucleotideos ordenados; a Gendmica Funcional, que se preocupa em analisar
a informagao proveniente dos acidos nucleicos; a Protedmica, que identifica e caracteriza as
proteinas codificadas pelo genoma e a Metaboldmica que estabelece o status dos organismos
ao analisar a as micromoléculas metabdlicas que provém dos processos bioldgicos e por sua
vez se associam ao contetdo génico, os dados provenientes destes estudos citados tendem a
se tornar massivos (SOARES e FRANCO, 2007).

Com o avango nos estudos da microbiologia ambiental através de métodos
independentes de cultivo, surgiu uma nova abordagem quanto ao estudo de diversidade de
grupos biologicos tidos como “ndo cultivaveis”. Esse estudo foi acompanhado das tendéncias
dos estudos genéticos, como a aplicagdo do método de clonagem para obtengao de um produto

quimico de preferéncia, processo que normalmente € precedido de um estudo metagendmico.
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O termo metagendmica foi primeiro descrito por Jo Handelsman, da Universidade de
Wisconsin, nos Estados Unidos, partindo da ideia de varios protocolos para acessar
informacgdes sobre microrganismos do solo. Seu interesse era sobre os produtos naturais
gerados pelos residuos presentes em tais organismos, visto que nunca teriam sidos isolados
do solo e cultivados em laboratorio. Sugeriu -se que tal ambiente seria uma grande fonte de
recursos quimicos intocados pelos estudos quimicos humanos sobre produtos naturais. De
maneira geral, as andlises metagendmicas sdo feitas a partir do isolamento do DNA
proveniente de uma amostra do ambiente alvo, fragmentacdo do mesmo e inser¢ao de pedagos
de interesse em vetores que possam replicar tais fragmentos funcionais no ambito da produgdo
em larga escala. Dessa forma podemos separar dois tipos de abordagens metagendmicas:
screenings baseados em analise funcional e screenings baseados em sequenciamento.
(FILHO, 2010).

A primeira clonagem através de amostras ambientais diretas foi feita a cerca de 30
anos por Pace e colaboradores (1976), utilizando o método de profiling usando o marcador
16S rRNA das amostras coletadas e purificadas. O DNA foi originado de uma populacao
mista de microrganismos e o método permitiu a recuperacdo dos genes individuais e seu
sequenciamento. Dessa forma foi possivel, avaliar sequéncias completas ou parciais de 16S
rRNA de cada grupo da populagdo das bactérias achadas. Eventos seguintes, como a
descoberta da importancia dos microrganismos presentes nos solos para as plantas, abriram
horizontes no que diz respeito ao numero de fatores quimicos e bioldgicos presentes no solo
e desde entdo passou a se destacar ainda mais a importancia das ciéncias dmicas no meio
cientifico. O sequenciamento do gene 16S rRNA facilita a identificacio de grupos
experimentais e isso se deve ao fato de que o gene de rRNA 16S sofre poucas mutagoes,

apresentando diversidade para identificagdo muito grande ja que, em sua estrutura, apresenta
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9 regides que se mostram de maneiras diferentes entre as espécies de microrganismos. O
sequenciamento do 16S se tornou uma tendéncia no meio da biologia computacional pelo seu
preco e facilidade, além do seu potencial para identificacdo de OTUs (ALVES, et al., 2018).

O uso do gene de RNA ribossomal 16S trouxe mudangas positivas para o estudo da
ecologia microbiana pois, através dele, ¢ possivel entender sobre as posigdes filogenéticas de
comunidades bacterianas de meio ambiente (HENTSCHEL, et al.,2002). Um dos primeiros
estudos com o gene 16S rRNA foram feitos por Carl Woese que, em seu estudo, mostrou que
esta molécula era um excelente marcador molecular (ATLAS & BARTHA, 1998).

A utilizagdo da técnica de clonagem molecular e a producdo de bibliotecas
metagendmicas permitem com certa precisdo realizar comparagdes entre comunidades
bacterianas em duas ou mais areas que apresentem diferentes caracteristicas geograficas.
Diferengas de diversidade entre conjuntos de amostras de microrganismos podem ser
avaliadas através de uma regido conservada do genoma bacteriano denominada 16S rDNA
(gene 16S rRNA), diminuindo as dificuldades presentes durante as técnicas de cultivo e
aprimorando o entendimento sobre a diversidade dos microrganismos € os biomas em que
eles vivem. O RNA ribossomal 16S é um gene que codifica para a subunidade ribossomica
menor, que ¢ parte do sitio de ocorréncia na sintese proteica, isto ¢, esta presente em todas as
bactérias. Nessa estrutura génica € possivel observar caracteristicas que foram muito bem
conservadas ao longo da evolugdo, dessa forma, servem como indicador de como os
microrganismos podem estar intimamente relacionados durante a evolu¢do em niveis de
milhdes de anos (SILVEIRA, 2004).

A metagendmica barcoding ¢ uma abordagem crescente para a caracterizagdo de
comunidades microbianas em diferentes ambientes, incluindo o solo, a 4gua, o ar e o corpo

humano. Essa abordagem combina técnicas de amplificacdo génica seletiva e sequenciamento
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de nova geracao para produzir dados de amplicon de alta qualidade, que sdo utilizados para
avaliar a diversidade genética e funcional dessas comunidades (LIU et al., 2016).

Nos ultimos anos, houve uma série de projetos e trabalhos de destaque na area de
metagendmica barcoding, destacando a importancia e a eficacia dessa abordagem para a
caracterizacdo de comunidades microbianas. Um dos maiores projetos na 4area de
metagendmica barcoding foi o Earth Microbiome Project (EMP), que teve como objetivo
produzir um banco de dados de referéncia para as comunidades microbianas do planeta. O
EMP utilizou a metagendmica barcoding para avaliar a diversidade taxonomica e funcional
de diferentes ambientes, incluindo o solo, a 4gua e o ar (LIU et al., 2016).

Outro trabalho de destaque na area de metagendmica barcoding foi a avaliagdo da
composi¢ao da microbiota intestinal humana. Esse estudo utilizou a metagendmica barcoding
para produzir dados de amplicon de alta qualidade que foram utilizados para avaliar a
diversidade taxondmica e funcional da microbiota intestinal de diferentes individuos
(KLINDWORTH et al., 2013).

Além desses projetos, houve uma série de trabalhos na area de metagenomica
barcoding que investigaram a composi¢do da microbiota em diferentes ambientes, incluindo
o solo, a 4gua e o corpo humano. Esses estudos forneceram importantes insights sobre a
diversidade e a fun¢dao das comunidades microbianas em diferentes ambientes. Em resumo,
0s maiores projetos e trabalhos na drea de metagenomica barcoding destacam a importancia
¢ a eficacia dessa abordagem para a caracterizagdo de comunidades microbianas em diferentes
ambientes (LIU et al., 2016).

Grandes projetos metagenomicos tém sido produzidos com o passar do tempo, alguns
com abordagens mais complexas, outros com abordagens mais simples e significativas. Neste

ponto ¢ possivel citar o trabalho de Nayfach e colaboradores (2020), que objetivou a produgao
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de um catdlogo gendmico abrangente de bactérias ndo cultivadas e archaea. A produgdo deste
catdlogo proporciona uma oportunidade de comparacdo em larga escala genomica,
principalmente para a mineracao de genes e fungdes de interesse e constru¢ao de modelos de
vias metabdlicas, facilitando as abordagens computacionais de biologia de sistemas
(NAYFACH, ROUX, et al., 2020). Este projeto recuperou cerca de 52.515 metagenomas de
genomas montados (MAGs). O catalogo “GEM” foi construido com 10.450 metagenomas de
amostras extraidas de diversos habitats microbianos e localiza¢des geograficas;

Figura 2 - Locais de Recuperagdo dos MAG's para produgdo do catalogo "GEM".
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(NAYFACH, ROUX, et al., 2020)

Esses genomas representam cerca de 12.556 novas OTUs em nivel de espécies
candidatas, representando um recurso que captura uma ampla e diversa quantidade funcional
de bactérias nao cultivadas e archaea. A producao destes dados foi feita através da modelagem
metabolica e o estudo da predicdo sobre a ligagdo host-virus. Como resultado, obteve-se
varios dados sobre potenciais de vias e sobre “host connection" de virus, entre outras
descobertas. A utilizagdo das ferramentas de interpretagdo metagendmica para um fim como
o do trabalho de NAYFACH e colaboradores, representa o maior esfor¢o até hoje para

capturar a amplitude de bactérias e diversidade gendmica archaeal em todos os biomas da
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Terra, destacando dessa forma a importancia do estudo de metagenomas para a ciéncia como
um todo (NAYFACH, et al., 2020).

Um outro projeto de suma relevancia para a metagendmica foi o produzido por HSU
e colaboradores (2016). O projeto teve como objetivo utilizar do sequenciamento de amplicon
16S e “shotgun” para perfilar as comunidades microbianas em locais de transito publico
(Linhas de 6nibus e trem) em Boston. As coletas foram feitas nas superficies dos transportes
publicos, especificamente locais onde o contato humano ¢ mais presente: assentos, algas e
barras de apoio, telas de equipamentos eletronicos fixos e até mesmo panfletos grudados nas
paredes. Esse estudo conseguiu reunir dados sobre a riqueza de espécies dentro das estagdes
de acordo com seu local de coleta e com as origens (Habitat normal) dos microrganismos ali

encontrados,

Figura 3 - Incidéncia/Origem de microrganismos presentes em vagdes ¢ estagdes de trem.
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bem como dados sobre a diversidade de 20 das espécies presentes nas amostras

extraidas durante o estudo.
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Figura 4 - As 20 espécies mais abundantes em vagdes de trem e em "Touch Screens".
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Em metagendmica, além da abordagem com OTUs que leva em consideracdo as

unidades taxondmicas funcionais, uma nova abordagem vem se popularizando no meio

cientifico. Essa abordagem ¢ denominada de ASV. A abordagem pelo algoritmo ASV

permite, segundo pesquisas mais recentes, lidar melhor com erros de sequenciamento. O

algoritmo ASV tende a modelar o erro do sequenciador e clusterizar suas leituras de forma

que suas distribuicdes dentro dos clusters sejam consistentes com o modelo de erro. A

abordagem evita fazer suposi¢cdes sobre a variagdo dentro de um grupo taxondmico,

supostamente uma fraqueza dos métodos OTU. Ao considerar tanto a semelhanca de

sequéncia quanto a sua abundancia no modelo, os métodos ASV levam em conta o perfil de

erro que resulta de experimentos de NGS, que podem produzir dezenas de milhares de leituras

para uma unica sequéncia de modelo de gene 16S rRNA (CARUSO, 2019).
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A abordagem ASV tenta determinar quais sequéncias exatamente foram lidas e
quantas vezes cada sequéncia foi lida. Os dados gerados serdo incorporados em um modelo
de erro para a execucao de sequenciamento, permitindo a comparagao de leituras semelhantes
para determinar a probabilidade de que uma dada leitura em uma determinada frequéncia ndo
seja devido a um erro do sequenciado. Isso cria, em tese, um valor "p” para cada sequéncia,
considerando a hipotese nula como sendo essa sequéncia, sendo uma consequéncia do erro de
sequenciamento. Em seguida, as sequéncias sdo filtradas de acordo com algum valor limite
de confianga, deixando para trds um conjunto de sequéncias com uma confianca estatistica
definida. Por serem sequéncias exatas, geradas sem clustering ou utilizagdo de bancos de
dados de referéncia, os resultados com ASV podem ser facilmente comparados entre estudos
usando a mesma regido alvo. Além disso, pelo fato de uma dada sequéncia alvo sempre gerar
o mesmo ASV ¢ um determinado ASV, sendo uma sequéncia exata, pode ser usada para ser
comparada a um banco de dados de referéncia em escala muito maior, permitindo maior
precisao na identificacdo, até o nivel de espécie e potencialmente além (CALLAHAN BJ, et
al., 2019).

A metagenomica € normalmente aplicada para compreensao da analise de diversidade
em um ambiente, essa aplicagdo pode ser utilizada na procura de novas espécies, patdogenos
ou genes de interesse dentro de um organismo em questdo. A metagendmica mais antiga
acopla, em seu modelo, métodos mais tradicionais, tanto no sequenciamento quanto no
tratamento de dados. As plataformas NGS mais recentes tem como grande caracteristica a sua
rapida utilizagdo de pipelines especificos, que facilitam o desenvolvimento do workflow
planejado e utilizado no decorrer dos trabalhos. (LI, et al., 2016).

A Unidade TaxonOomica Operacional (OTU) ¢ uma abordagem que permite a

classificagdo de micro-organismos a partir de sua genética, morfologia e biologia. Essa
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metodologia foi introduzida como uma alternativa ao sistema tradicional de classificacdo
baseado em caracteristicas fisicas e morfoldgicas, que apresenta algumas limitagdes. A OTU
¢ baseada na ideia de que uma unidade taxondmica ¢ uma comunidade de micro-organismos
com caracteristicas genéticas e funcionais similares. Ela ¢ definida como a menor unidade
taxondmica que pode ser detectada e ¢ diferenciada de outras unidades com base em critérios
objetivos (VANDAMME et al., 1996).

Os critérios utilizados para a definigdo de OTUs incluem a divergéncia genética, a
similaridade fenotipica e o comportamento fisioldgico. A analise da sequéncia de DNA ¢ a
principal ferramenta utilizada para determinar a divergéncia genética entre as UTOs. A OTU
¢ considerada uma abordagem mais precisa e abrangente na classificagdo de micro-
organismos, uma vez que leva em consideragdao aspectos genéticos e funcionais além de
caracteristicas morfoldgicas. Além disso, a OTU permite a identificagdo de novos tipos de
micro-organismos e a avaliagdo da diversidade microbiana em diferentes ambientes
(VANDAMME et al., 1996).

1.1.1 DNA Barcoding

A técnica de DNA barcoding foi proposta pela primeira vez por Paul Hebert e sua
equipe em 2003, como uma forma de identificar espécies de insetos (HEBERT et al. 2003).
Desde entdo, tem sido aplicado em uma ampla variedade de grupos taxondmicos, incluindo
plantas, animais e fungos (ADAMOWICZ SJ et al. 2018).

A eficicia do DNA barcoding foi comprovada em vérios estudos
(HOLLINGSWORTH et al. 2008), mostrando que ¢ uma ferramenta valiosa para a
identificagdo de espécies. Além disso, o uso de DNA barcoding tem se mostrado

particularmente Util em grupos taxondmicos com caracteristicas morfoldgicas similares, como

insetos e peixes (WARD et al. 2005).
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1.2 Analise de Riqueza e Diversidade

A Riqueza ¢ uma medida que mostra o numero dos diferentes tipos de espécies
presentes na amostra, podendo levar em conta as relagdes filogenéticas entre os individuos
distribuidos entre os tipos dentro das amostras, como divergéncia, riqueza ou uniformidade
(TUCKER, et al., 2017). Os indices de diversidade em ecologia sao usados para mensurar os
tipos de interesse que geralmente sdo espécies, mas também podem ser outras categorias como
géneros, familias, tipos funcionais ou haplotipos. As entidades geralmente sdo plantas ou
animais e a medida de abundancia pode ser, por exemplo, nimero de individuos, biomassa ou
cobertura perante o total (HILL, 1973).

A maioria dos indices mensuram apenas a diversidade categorica entre 0s sujeitos.
Esses indices, no entanto, ndo levam em conta a variagdo total quanto a diversidade que pode
ser mantida entre os grupos, o que pode ocorrer apenas quando sdo calculadas tanto a
diversidade categdrica quanto a qualitativa (TUOMISTO, 2010). A diversidade “verdadeira”,
ou o namero efetivo de tipos, refere-se ao numero dos grupos proporcionalmente abundantes
necessarios para que a abundancia proporcional média dos tipos seja igual a observada no
conjunto de dados da amostra (TUOMISTO, 2010).

A riqueza(R) ¢ uma medida que quantifica quantos tipos o conjunto de dados de
interesse contém. A riqueza de espécies (geralmente indicada como S) de um conjunto de
dados ¢ o nimero de espécies na lista de espécies desse mesmo conjunto. A riqueza ¢
simplesmente uma medida, por isso tem sido um indice de diversidade popular em ecologia,
onde os dados de abundancia muitas vezes nao estdo disponiveis para os conjuntos de dados
finais (JOST, 2006). A riqueza ndo leva em conta a abundancia dos tipos, diferente da

diversidade, que leva em conta a abundancia. Se a verdadeira diversidade for calculada com
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q =0, é possivel concluir que o niimero efetivo de tipos (0D) ¢ igual ao nimero real de tipos,
que ¢ semelhante a Riqueza (R) (TUOMISTO, 2010).

O estudo de diversidade em macroorganismos proporcionou abordagens de analise em
padrdes de diversidade no ambiente tal que se tornassem passiveis de aplicagdo em micro-
organismos (COLWELL e CODDINGTON, 1994).

Na amostra de uma comunidade, os tipos de organismos em numeros observados
aumentam de acordo com o numero de amostras. Esse dado revela informagdes importantes
quanto a diversidade total da comunidade estudada. O padrdo descrito pode ser mostrado em
uma curva de abundancia, por exemplo, ou até mesmo em uma curva cumulativa. Curva
cumulativa ¢ o nome dado ao grafico que mostra os tipos observados na amostra pelos
nimeros de individuos amostrados. Visto que as comunidades t€ém um numero finito de
espécies, se as coletas continuassem a ocorrer, logo a curva alcangaria o numero real de
riqueza da comunidade, dessa forma essas curvas podem demonstrar fatores importantes
como a qualidade da amostragem. Quanto mais horizontal uma curva se torna, mais qualidade
tem sua amostragem (HUGHES, HELLMANN, et al., 2001).

Para estimar a riqueza de uma comunidade a partir de uma amostra ou entre diferentes
amostras, ¢ necessario utilizar um estimador de diversidade. A partir de entdo se utilizam de
dois tipos de estimadores: “estimadores paramétricos” e “estimadores ndo paramétricos”. Os
métodos paramétricos utilizam-se de modelos de abundancia relativa de espécies e encaixam
os resultados em algum modelo adequado e, dentre esses modelos, tem-se o “log normal”. J&
os métodos ndo-paramétricos estipulam a diversidade sem que se suponha um modelo
especifico de abundancia para os dados, muitos desses métodos estatisticos sao adaptados de
estatistica de marca-recaptura (mark-release-recapture-MRR). Essas abordagens consideram

a possibilidade da quantidade de OTUs recapturadas em relagdo a aquelas contadas apenas
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uma vez. Em uma comunidade consideravelmente grande, as chances de uma espécie ser
recapturada mais de uma vez ¢ muito baixa, ou seja, um individuo ird representar sua
respectiva espécie. Em comunidades menores, a probabilidade de uma espécie ser recapturada
¢ maior (PEIXOTO, 2013).

Para caracterizar a taxonomia da comunidade de individuos, os espécimes devem ter
seus genes agrupados em unidades taxondmicas operacionais (OTUs) através do nivel de
similaridade. As OTUs acabam por auxiliar no processo de caracterizacdo e descrigdo de
comunidades e agrupamentos bacterianos (LAMBALIS et al., 2005). Grande parte dos estudos

com OTUs utilizam grau de similaridade em niveis de 97%.

1.2.1 Analise de CHAO1

O indice de diversidade CHAO1 foi proposto por Anne Chao em 1987, com o objetivo
de estimar o tamanho da populacdo para dados de (re)captura com capacidade de captura
desigual. Os dados utilizados por Anne foram cedidos por Edwards e Eberhardt (1967, Journal
of Wildlife Management 31, 87-96) e Carothers (1973, Journal of Animal Ecology 42, 125-
146). Utiliza o método de quantificar a captura de uma dada sequéncia na amostra. Chaol ¢
um estimador de riqueza baseado na abundéncia de espécies, diferente de Chaol por exemplo,
que ¢ um outro estimador de riqueza, porém que se baseia em incidéncia (DIAS, 2004). Chaol
calcula o niimero de capturas de uma determinada espécie dentro de um campo amostral
(ROBERT K. COLWELL & JONATHAN A. CODDINGTON, 1994), e pode ser calculado
por:
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Onde “S” ¢ o numero de espécies observadas na amostra, “a” ¢ o nimero de espécies
observadas que pode ser representada por apenas um Unico individuo nessa amostra ¢ “b” ¢ o
numero de espécies observadas que podem ser representadas por exatos dois Unicos
individuos na amostra (ROBERT K. COLWELL & JONATHAN A. CODDINGTON, 1994).

Chaol pode ser calculado no software “R” pela utilizacdo de alguns pacotes como
“FOSSIL” ao instalar e importar o0 mesmo no script de analise (VAVREK, MATTHEW 1.

2011).

1.2.2 Analise de SHANNON

O indice de Shannon ¢ um indice ecologico bastante popular na literatura, também
chamado de indice de diversidade de Shannon (SPELLERBERG &FEDOR, 2003). A medida
foi originalmente proposta por Claude Shannon para quantificar a entropia em contetido de
strings (SHANNON, 1948). O principio deste indice ¢ de que, quanto mais letras houver, e
quanto mais proximas forem suas abundancias proporcionais na sequéncia de interesse, mais
dificil serd prever corretamente qual letra serd a proxima na sequéncia. O indice de Shannon
quantifica a incerteza (entropia ou grau de surpresa) associada a esta previsdo da sequéncia
seguinte esperada (TUOMISTO, 2010). Para realizar o calculo de Shannon ¢ preciso obter o
numero da abundancia crua das espécies (Pi = X / Xx), onde X € o nimero de espécies
observadas e . ¢ a soma dos valores de X, além disso, considera-se apenas valores maiores
que zero para X. A partir de entdo o indice de Shannon pode ser calculado: (=X (P = Log Py ),
isto €; a soma negativa da abundancia crua das espécies multiplicado pelo log da abundancia

crua das espécies (TUOMISTO, 2010).

1.2.3 Analise de ACE
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ACE ¢ um indice caracteristico da ecologia por calcular a riqueza extrapolada de
espécies de uma populacdo usando os Estimadores de cobertura baseados em “Abundancia”. A
analise de ace pode ser executada dentro de um script R pelo pacote “Foéssil”. A funcao
executada para andlise de ace no R aceita um vetor, matriz ou quadro de dados de qualquer
tamanho composto de inteiros positivos e zeros. As matrizes sao organizadas de tal forma que
cada linha seja um taxon (OTU) diferente e cada coluna seja uma amostra ou localidade. E
importante ressaltar que o ACE se destina apenas ao uso de dados de abundancia, € ndo com
dados de auséncia ou presenca. A fun¢ao de ACE pode retornar “NaN”’ ou “Inf” como um valor,

nesse caso, Chaol ¢ usado em seu lugar (VAVREK, MATTHEW J. 2011).

1.2.4 Analise de Simpson e Simpson inverso

O indice de Simpson foi introduzido em 1949 por Edward Simpson. Foi formulado
para mensurar um dado grau de concentracdo quando individuos s@o classificados em tipos.
Existem algumas variagoes e aplicabilidades desse indice e abaixo destaca-se uma delas:
SR Ni(N-1)

N(N-1)

(T2

Onde “ni* ¢ o nimero de entidades pertencentes ao tipo i’ (que se multiplica com a
soma dos individuos contados no dataset) e “N” ¢ o niimero total de entidades no conjunto de
dados. Outro indice que pode ser usado em adi¢ao ao de Simpson € o indice de Simpson inverso,
onde captura-se o valor do indice de Simpson e o inverte da seguinte forma: “1 / Simpson”

(SIMPSON, 1949).

1.3 Linguagens De Programacio e Pipelines em Bioinformatica
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Através de calculos matematicos, os computadores podem fazer diversos trabalhos e
at¢ auxiliam em tarefas humanas. Estdo presentes hoje em dia em diversos usos humanos e
no ambito cientifico, as primeiras linguagens de programacdo utilizadas foram COBOL,
FORTRAN, entre outros. As linguagens a nivel cientifico levam em consideragao uma mesma
estrutura de dados, no entanto a sintaxe se difere de acordo a necessidade da aplicagéo e hoje
em dia as linguagens evoluiram e surgiram novas aplicacdes. No ambito de aplicacdes, a
automatiza¢dao de processos € criagdao de inteligéncias artificiais tem se tornado tendéncias
pelo fato de promoverem facilidade (SEBESTA, 2018). Ferramentas de desenvolvimento
estdo ao lado do bioinformata. A aplicagao de SOAP’s e API’s sdo definitivamente parte do
trabalho de quem trabalha com biologia computacional. Tais métodos de aplicacdes podem
ser integrados localmente e aplicados em workflows e pipelines para a analise desejada. A
utilizagdo de API’s pode ser aplicada ao desenvolvimento de aplicagdes robustas em varias
linguagens de programacao, tais como: C/C++, C#, Java, Pearl, PHP, Python e Ruby
(GOUIJON et.al., 2010).

De certa forma as linguagens sao langadas e pacotes especificos também sao liberados
para nichos especificos de usudrios, em python por exemplo, existe o pacote Biopython que
auxilia na execu¢do de tarefas ¢ tratamento de dados de anotacdo e sequenciamento. A
vantagem de utilizar pacotes como esse, vem da facilidade proveniente dos projetos “open-
source”, onde a produgdo, utilizagdo e atualizagdo dos pacotes sdao feitas, de maneira
comunitaria, pelos usudrios. O python ¢ uma linguagem com desenvolvimento em script,
orientada a objetos, que se mostra adequada para processar arquivos de textos e automatizar
tarefas comuns. Pelo seu grande potencial com relagdo ao paradigma de orientacdo a objetos,
Python pode ser utilizado para projetos em larga escala, oferecendo uma grande diversidade

de aplicagdes. Dentre eles, existe o tratamento de dados brutos de texto, além da classificagdo
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por métodos de Data mining, como por exemplo, maquinas de vetorizacgdo, naive bayes, entre
outros (CHAMPMAN & CHANG, 2000).

O powershell também ¢é uma linguagem com grande potencial para aplicagdo em
tarefas de biologia computacional. O powershell ¢ uma linguagem bastante recursiva e
apresenta caracteristicas notaveis como uma linha de comando interativa orientada a objetos,
navegacao fluente, boa manipulagao de arquivos XML, capacidade de executar tarefas na web
através de via de linha de comando, sintaxe e gramadticas consistentes, expressdes de
regulagem ricas e formatagdo de saida de dados avangada.

Pipelines para metagendmica de barcoding s3o ferramentas essenciais para o
processamento e analise de dados metagendmicos. Eles permitem a automacdo de varias
etapas, incluindo a qualidade do controle, a filtragem de baixa qualidade, a assemblagem de
sequéncias ¢ a identificagdo de marcadores taxondmicos. Um exemplo de pipeline
amplamente utilizado é o MetaPhlAn. Este pipeline utiliza técnicas de barcoding para
identificar a presenca de bactérias, virus, fungos e outros microrganismos a partir de
sequéncias metagenomicas. Além disso, ele também pode ser usado para estimar a abundancia
relativa de diferentes taxas em uma amostra (SEGATA et al., 2011).

Outro pipeline popular ¢ o Kraken (WOOD et al., 2014). Este pipeline usa um banco
de dados taxondmico pré-construido para classificar sequéncias de DNA em diferentes taxas.
Ele ¢ especialmente eficiente em sequéncias de baixa complexidade e pode ser aplicado a
grandes conjuntos de dados de forma rapida e precisa. Além dos pipelines mencionados, ha
também muitos outros disponiveis para metagendmica de barcoding, cada um com suas
proprias vantagens e desvantagens. E importante lembrar que a escolha do pipeline certo
depende de varios fatores, incluindo o tamanho e a complexidade da amostra, o objetivo da

analise e as preferéncias pessoais do usudrio.
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1.4 Ferramentas de processamento de dados metagendmicos

O programa USEARCH ¢ uma ferramenta de bioinforméatica amplamente utilizada
para a analise de sequéncias de DNA e proteinas. De acordo com Edgar (2010), USEARCH
¢ conhecido por sua eficiéncia e rapidez na realizagdo de tarefas de alinhamento de
sequéncias, clustering e classificacdo taxondmica.

A capacidade do programa de processar grandes quantidades de dados em questao de
minutos € possivel gragas ao uso de algoritmos avangados de busca de sequéncias, como o
algoritmo de busca de similaridade global (EDGAR, 2010). Além disso, o programa possui
uma interface de usudrio intuitiva e facil de usar, o que facilita a realizacdo de analises
complexas por parte de usuarios sem conhecimento avancado em bioinformatica (EDGAR,
2010).

O programa USEARCH também ¢ amplamente utilizado em estudos de diversidade
microbiana, onde ¢ possivel identificar diferentes tipos de bactérias e fungos em amostras de
solo, dgua e ar, entre outros (KLINDWORTH et al., 2013). Além disso, o programa pode ser
usado para realizar andlises filogenéticas, onde ¢é possivel identificar relagdes evolutivas entre
espécies (KLINDWORTH et al., 2013).

O QIIME 1 e QIME 2 s3o dois programas de analise de dados de sequéncias
bacterianas amplicon-baseadas. Ambos sdo utilizados para investigar a composicao
taxondmica e funcional dos micrdbios presentes em amostras ambientais, clinicas e agricolas.

O QIIME 1 ¢ uma ferramenta baseada em linha de comando, que foi publicada pela
primeira vez em 2010 (CAPORASO et al., 2010). Desde entdo, tornou-se um dos principais
programas de andlise de dados de sequéncias bacterianas amplicon-baseadas. O QIIME 1
oferece uma ampla gama de métodos de andlise, incluindo filtragem, clusterizacao,

classificagdo e visualizagdo de dados (CAPORASO et al., 2011).
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O QIIME 2, por sua vez, ¢ uma versao totalmente nova e atualizada do QIIME 1, que
foi lancada em 2017 (BOLYEN et al., 2019). O QIIME 2 foi projetado para ser mais flexivel
e facil de usar, oferecendo uma ampla gama de plugins que permitem aos usuarios
personalizar suas analises. Além disso, o QIIME 2 oferece uma interface baseada em nuvem,
que permite aos usudrios acessar e analisar seus dados de qualquer lugar com uma conexao a
internet. Em resumo, o QIIME 1 e o QIIME 2 sdo duas ferramentas valiosas para a analise de
dados de sequéncias bacterianas amplicon-baseadas. Enquanto o QIIME 1 ¢ uma ferramenta
baseada em linha de comando, o QIIME 2 ¢ uma ferramenta mais flexivel e facil de usar, com
uma interface baseada em nuvem.

O programa UQIIME (Unified Quality-Filtered Informed Metagenome Assembler) ¢
uma ferramenta open-source que permite a analise e a visualizacao de dados metagenomicos
(sequéncias de DNA obtidas de ambientes nao cultivaveis).

Desenvolvido por Edgar et al. (2010), o UQIIME ¢ amplamente utilizado por
pesquisadores em biologia e ecologia microbiana para obter uma compreensao mais profunda
da biodiversidade e da dindmica dos ecossistemas microbianos. Com o UQIIME, ¢ possivel
realizar tarefas como a classificagdo taxonomica de sequéncias, a construgdo de arvores
filogenéticas, a identificagdo de padrdes de associagdo funcional ¢ a andlise de sobreposi¢ao
de comunidades. Além disso, o programa também suporta a integragdo de dados
metagendmicos com outros tipos de dados, como dados de transcriptomica e protedmica, para
uma visao mais completa da atividade microbiana.

O MOTHUR ¢ um software de bioinformatica amplamente utilizado para analise de
sequéncias de amplicon de DNA. Desenvolvido por Patrick Schloss, o MOTHUR ¢ uma

ferramenta de analise de amplicon de alta qualidade que permite aos usudrios realizar uma
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série de tarefas, desde a qualidade do controle até a classificacdo taxondmica (SCHLOSS et
al., 2009).

Uma das principais vantagens do MOTHUR ¢ sua capacidade de lidar com grandes
quantidades de dados de sequéncia, tornando-o uma escolha popular para estudos de biologia
molecular. Além disso, o MOTHUR oferece uma ampla gama de recursos, incluindo a
classificagdo taxonomica baseada em referéncia, a normalizac¢ao de biblioteca, a clusterizagao
por similaridade e a construcao de arvores filogenéticas (SCHLOSS et al., 2009).

O MOTHUR também ¢ conhecido por sua capacidade de lidar com dados de alta
complexidade, tornando-o uma escolha popular para estudos envolvendo comunidades
microbianas. Além disso, o MOTHUR ¢ altamente customizavel, permitindo que os usudrios
ajustem seus processos de analise de acordo com suas necessidades especificas (SCHLOSS
et al., 2009).

Em resumo, o MOTHUR ¢ uma ferramenta valiosa para a comunidade de
bioinformatica, oferecendo recursos avangados e alta capacidade de processamento para
ajudar os usudrios a realizar andlises de amplicon de DNA de alta qualidade (SCHLOSS et

al., 2009).

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Construir um pipeline que automatize o processo de analise metagendomica dos dados

de sequenciamento e gere relatorios de facil entendimento.

2.2 Objetivos Especificos
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e Produgdo de um pipeline para andlises de diversidade e abundancia dentro de
amostras de metagenomas (Bar-coding);

e Facilitar e padronizar analises de diversidade bruta dentro do campo da
bioinformatica;

e Diminuir o tempo de filas de espera ao utilizar dispositivos em web- servers para
tratar de dados de sequenciamento;

e Facilitar o acesso e execucdo de tarefas bioinformatas para pesquisadores nao

muito familiarizados com pipelines tradicionais.

3. MATERIAL E METODOS

3.1 Consideragoes iniciais

A produgdo do pipeline foi feita em ambiente Linux, na distribui¢do Ubuntu em sua
versdo 22.04 (Jammy Jellyfish). Os scripts foram produzidos em Python, aproveitando a
biblioteca “OS”, para importar comandos shell dentro do script de interface. A interface
utilizada foi a “Tkinter” (LUNDH, 1999), disponivel na linguagem python, e
automaticamente presente na plataforma Windows e disponivel para download na plataforma
Linux via pip (instalador python).

A interface automatiza comandos shell presentes no programa Usearch, que ¢ uma
ferramenta muito utilizada para execucao de tarefas como: mesclar pares em arquivos fastq;
fazer filtro de qualidade; formar uma tabela com OTUS e executar blast com uma base de
dados especifica, entre outros comandos. A saida dos dados leva os dados tratados para um
script em R que faz andlises e plota os dados para que, no final, seja gerado um report final

com os dados (PLOTS e andlises) para registro dos resultados.
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O script automatizado em python com a interface tkinter, tem a intencdo de executar
tarefas importantes na metagendmica como: mesclagem dos pares de sequéncias nos arquivos
“fastq”™; filtro de qualidade; pesquisa de sequéncias unicas dentro das sequéncias filtradas;
clusterizagdo das sequéncias em OTUS; criagdo da tabela de OTUS; comparag¢ao das OTUS
com uma base de dados opcional para o usuario; analise de diversidade e analise funcional;
criacdo de um report final com os plots dos dados e graficos para discussao dos resultados.

Para a instalagdo do pipeline, foi produzido um script de instalagdo em bash, que
instala e atualiza as bibliotecas que o pipeline precisa para executar as suas partes, como a
instalacao da biblioteca Tkinter, a atualizagao da linguagem python no ambiente, a instalagao

do R, e alocacdo dos arquivos do pipeline nas pastas do sistema.

3.3 Funcionamento Do Pipeline

A intencdo € que o pipeline execute tarefas basicas como: receber dados do usuario; pré-
processar esses dados; executar analises pré dispostas neste trabalho e gerar um relatério final
com o intuito de auxiliar o pesquisador na interpretagdo desses dados e na montagem de sua
pesquisa. A biblioteca Tkinter do python deve servir para melhorar a interagdo do pipeline
com o usuario, no intuito de facilitar o acesso ¢ execucao dos comandos através de botdes,
caixas de textos, combo boxes etc.

A intencdo ¢ que o funcionamento do pipeline deve seguir o fluxograma na figura 5;
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Figura S - Esquema representando o esquema de automacao para o pipeline final.

Entrada de Pre-
Dados " |processamento

N A

4
4

»| Analises +——»| Report Final

Acima, a imagem mostra a inten¢do de funcionamento geral do pipeline. Cada passo
terd uma interacdo com o usuario dentro da interface Tkinter. A entrada de dados ¢ gerada
através de comandos bash, onde se copia os arquivos brutos do usudrio para uma pasta do
pipeline, onde serdo feitos os novos passos. O pré processamento que ¢ feito pelo Usearch gera
dados tabelados para execugdo de analises que ¢ feita no R e, em seguida, ocorre uma releitura
desses dados no python com o intuito de gerar o arquivo de relatorio final.

Os dados utilizados para testes sdo amostras retiradas de microrganismos de

manguezais.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Embora a proposta deste trabalho tenha sido simples, a demanda de tempo acabou
precisando ser maior devido aos fatos gerados pela pandemia de covid 19, decorrida desde o
ano de 2020 até os dias atuais onde seus resquicios ainda permanecem relutantes.

O funcionamento geral do pipeline segue o fluxo abaixo, tendo como principal fonte de

execucdo de analise a ferramenta Usearch (Versao 11).
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Figura 6 - Funcionamento do Metadoon Pipeline.

Usearch

Rscript

O pipeline traz em si um script principal em python, no qual serd apresentada a
interface “Tkinter” principal. Dentro desse script estardo incorporadas linhas de comandos
para a execucdo dos processos descritos acima.

As primeiras entradas de dados do pipeline pedem ao usudrio a pasta onde suas
amostras estdo direcionadas e o ambiente em que elas foram encontradas. O nome do
ambiente onde elas foram encontradas acompanha todos os principais arquivos de saida
que forem gerados ao longo do processo, isto ¢, se seus dados foram coletados no
manguezal, vocé€ deve digitar no campo “Qual seu local de coleta:” o nome “manguezal”,
dessa forma todos os principais arquivos gerados serdo nomeados com o prefixo
manguezal, a exemplo disso se tem o report final que serd gerado com o nome que vocé

deu a sua “pesquisa”.
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Figura 7 - Entrada de dados.

Selecionar Pasta |

Qual seu local de coleta:

Associar

Em seguida os dados das amostras sdo mesclados, com o comando

“fastq_mergepairs”, isto €, concatenados em um s6 arquivo:

Figura 8 - Mesclando pares.

Mesciar Dares IMissmatches no alinhamento: | Minimo %id do alinhamento:  Visualizar

Depois desse passo, os arquivos mesclados sdo filtrados, com o comando

“fastq_filter”, onde o Usearch ird analisar a qualidade das bases mescladas:

Figura 9 - Filtro de qualidade.

Filtragem de Qualidade | 'Ntervalo Maximo de Erro Esperado: Visualizar |

Apos esse passo sera rodado o comando “fastx_uniques” que busca nos campos das

amostras, por sequéncias unicas(singletoons):
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Figura 10 - Buscando leituras tnicas.

Busca de Leituras Unicas Visualizar

Apds isso, o pipeline pode executar o comando “cluster OTUs” que agrupa as

sequéncias das amostras em OTUs por nivel de semelhanga:

Figura 11 - Organizando os grupos em OTU's.

Agrupamento de OTU's Visualizar |

r

Logo em seguida o comando “usearch _global” ¢ utilizado para pegar os dados de
OTUs e organiza-los em uma tabela que ¢ utilizada para fazer os calculos dos indices de

riqueza e diversidade:

Figura 12 - Montando tabelas de OTU's.

Tabela de OTU's Visualizar I
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Ao final da preparacao desses dados, ¢ executado o comando “nbc_tax’ que compara

as sequéncias com uma base de dados de escolha do usuario:

Figura 13 - Alinhando as sequéncias com banco de dados.

Banco de Dados: Visualizar
Alinhamento com 165-DB |~ ] 4‘

-

Nesse passo, o pipeline oferece a possibilidade de que o usuario possa selecionar
uma base de dados descrita como opcao, ou adicionar uma base de dados propria para

executar esse ponto do processo:

Figura 14 - Opgoes de bancos de dados.

Banco de Dados: visualizar

Alinhamento com 16s5-DB

RDP training set v18 (21k segs.). RDP license terms.

RDP training set v16 (13k seqs.). RDP license terms.

| RDP training set with species names;(not recommended);(c
Greengenes v13.5 (1.2M seqs.). Greengenes license terms.
SILVA v123 (1.6M segs.). SILVA license terms. (not recomm|~
SILVA v123 LTP named isolate subset (12k segs.) .SILVA lici
Gerar Report Final Usar um banco de dados proprio... Salvar

Apos o processo de preparagdo das amostras, ocorre a execugdo das analises de
diversidade, tais como: analises de Shannon; ace; chaol; Simpson; Simpson inverso e
analise de riqueza. Ocorre também a formagdo e plotagem de uma tabela com os filos
presentes nas amostras e suas respectivas frequéncias no total de amostras. Por fim, os
dados gerados sdo reunidos e agrupados em um documento no formato PDF, que deve
servir para ajudar o usuario a entender e discutir seus dados com relagdo as principais

descrigdes estatisticas observadas neste mesmo documento. Este relatdrio final traz uma
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breve introdu¢@o sobre o que cada andlise significa para aquele conjunto de dados, e em
seguida os graficos gerados pelo pipeline. Ao todo, 3 documentos sdo gerados, além dos
arquivos pré-tratados e agrupados na pasta final, sdo eles: o relatorio final em inglés; o
relatorio final em portugués e o grafico de frequéncia dos filos por OTUs.

A geragdo desses processos ¢ feita ao apertar o botdo “Gerar Report Final”, onde os

dados condensados sao salvos em uma pasta dentro dos arquivos do pipeline.

Figura 15 - Opgoes de saida dos dados.

Gerar Report Final Visualizar Salvar

Depois de produzido, o arquivo do relatério final pode ser visualizado ao apertar o botao
“Visualizar”. Além disso, todos os arquivos finais podem ser salvos em uma pasta fora dos
arquivos do pipeline, determinada pelo usudrio. Os passos descritos nas imagens acima sao
executados de maneira independente quanto a sua ordem de execugdo. O Gnico requisito claro
¢ a execucao dos passos de forma sequencial, isto ¢, executar um passo de cada vez. O pipeline
pode ser rodado em um kernel Linux apenas, embora ndo tenha sido testado para outras
plataformas além de Linux e Windows.

A execucdo em ambiente Windows acabou nao sendo possivel de ser finalizada no
tempo determinado devido a um conjunto de bugs, a maioria deles ndo foram possiveis de
serem solucionados.

O pipeline criado utiliza a versao 32 bits do Usearch, por tanto suas analises restringem

o tamanho dos arquivos de acordo com o sistema operacional utilizado e a arquitetura do
programa, dessa forma as analises estao limitadas a arquivos com que possam utilizar apenas

4Gb (Linux) e 2Gb (Windows). Isso se deve ao fato de o licenciamento dado a versao de 64
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bits ser paga. O Pipeline foi chamado at¢ o momento de Metadoon, de certa forma acaba
distribuindo a versao gratuita do Usearch, mas automatizando passos que seriam normalmente
feitos por um pesquisador da area, além da plotagem dos dados e condensagdo dos mesmos em
algo mais facil de compreender.

Durante o processo de produgdo, foi possivel perceber que a utilizagao do pipeline
segue uma rotina que poderia ser um tanto dificil de entender em um primeiro contato € o que
facilitaria o entendimento e importancia das ordens de execugao seria basicamente a disposi¢ao

dos botoes e os textos que os acompanham.

4.1 Discussio

Como visto e revisado no trabalho de ARAUJO e colaboradores (2008), uma parte da
aplicacdo da bioinformatica ao campo académico estd na andlise de rotinas e producdo de
maneiras de automatizar as mesmas com o intuito de aprimorar o desempenho da pesquisa com
base na experiéncia. A producdo do metadoon pipeline tenta trabalhar nesse segmento,
produzindo desta forma uma ferramenta que aprimore o desempenho da pesquisa com base
ndo so na experiéncia como no aprendizado.

Além de ressaltar a importancia dada a bioinformatica na educagdo curricular,
WILLIAMS e colaboradores (2019) utilizam de questiondrios para entender as barreiras na
integragdo da bioinformatica, em ensino de graduacdo, através das respostas de 11.000
enderecos em uma lista de correspondéncia de professores de biologia nos EUA (compradas
em http://schooldata.com) e para outros membros de redes de professores com interesses na
educacdo em ciéncias da vida. O questionario fez varias perguntas livres que buscaram
entender as barreiras para o fator integragcdo. As respostas foram analisadas por meio de uma
abordagem de métodos mistos. A barreira mais comumente relatada pelos 1.260 entrevistados

foi a falta de conhecimento/treinamento do corpo docente e, além disso, outros impedimentos
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foram relatados, como: falta de interesse do aluno; curriculos excessivamente cheios e falta de
preparacdo dos alunos. Aplicagdes mais profundas da bioinformadtica foram feitas ainda por
WILLIAMS campo educacional (como o “DNA-SUBWAY”), com o intuito de melhorar e
facilitar o aprendizado que permite o acesso ao conhecimento da biologia computacional.

O DNA - SUBWAY ¢ uma plataforma de cddigo aberto para o armazenamento, analise
e visualizac¢ao de dados de sequenciamento de proxima geragao e outros dados de biologia. Ele
foi desenvolvido pelo Center for Plant Science Innovation e empacota ferramentas de
bioinformatica de nivel de alto desempenho em pesquisa, computacdo em bancos de dados e
fluxos de trabalho em uma interface facil de usar (TAWDE & WILLIAMS et al., 2014).

Durante a sua pesquisa, ATHER e colaboradores (2020) produziram um pipeline para
fins educacionais escrito em linguagem markdown. O nome dado ao pipeline foi
“SeqAcademy”. O pipeline enfatiza o uso de dados RNA-Seq e ChIP-Seq disponiveis
publicamente e reunem ferramentas populares que preenchem as lacunas entre as leituras cruas
de sequenciamento e os insights bioldgicos. Nessa producgdo, os pesquisadores fizeram um
conjunto de consideragdes conceituais para varios RNA-Seq e ChIP-Seq além disso
apresentaram uma aplicagd@o pratica com etapas de anélise com um caso de uso bioldgico em
leveduras (modelo de texto ¢ demonstragdo). O trabalho (Pipeline) de ATHER e colaboradores
complementa os pipelines ja existentes e mais utilizados para tratar dados de RNA-Seq e ChIP-
Seq, introduzindo sutilmente a partir dai componentes criticos de analises desses dados a novos
bioinformatas, utilizando facilidade.

Dessa forma ¢ importante destacar que o Metadoon pipeline, tenta melhorar as
primeiras experiéncias de usudrio com as mecanicas e dispositivos bioinformatas,
automatizando uma parte usual de programas comuns em workflows dentro da metagendmica

como o Usearch. Além disso, com a producao do Metadoon, se cria uma maneira mais tatil de
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entender e usar os padrdes de produgdo presentes em pesquisas com metagendmica e rRNA
16S.

No mesmo segmento de educacdo sobre bioinformatica, existem outros trabalhos
também que conseguem descrever e produzir sobre. YI ZHANG e colaboradores (2018), ao
estudarem os processos de avango das ferramentas NGS em bioinformatica, entenderam que o
aprendizado para pesquisadores e estudantes da area se torna um desafio gradualmente ligado
ao desenvolvimento dessas novas tecnologias. Com isso, desenvolveram “SequencEnG” , que
¢ um recurso interativo da web para aprendizado ativo ou ensinamento de técnicas de NGS,
através de protocolos detalhados graficamente e pipelines de analises detalhados de maneira
descritiva. No “SequenceEng”, o usuario tem a oportunidade de interagir com uma arvore de
conhecimento NGS para aprender sobre 66 técnicas NGS descritas e também explorar os
pipelines de andlise de dados NGS para reunir rapidamente uma lista de ferramentas populares
e uteis no campo da bioinformatica, dessa forma favorecendo contato e aprendizado para
estudantes e pesquisadores da area.

Ao entender os trabalhos que se desenvolvem e baseiam-se em cima da educagdo de
novos pesquisadores, especialmente bioinformatas, entendemos que este ¢ um campo de
aplicagdo com extrema importancia. A necessidade de aplicagdo nessa area educacional da
bioinformatica deve-se ao constante avango que ocorre no passo do desenvolvimento da
tecnologia, como citado acima no trabalho de YI ZHANG e colaboradores (2018), portanto
pensar mais em desenvolver facilidades ¢ um melhor acesso a novas tecnologias ¢ pensar no
futuro da propria pesquisa, entendendo que quem as exerce precisa entender antes, passos
graduais dos novos métodos e das novas aplicacdes.

E possivel perceber que a melhoria no desempenho dos pesquisadores e estudantes de

bioinformatica, através do uso de dispositivos e técnicas computacionais ¢ algo que se torna
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popular entre as aplicacdes de pesquisa, justamente pela necessidade ressaltada na maioria dos
trabalhos de adaptagdo as novas tecnologias, que surgem com o avang¢o das técnicas
computacionais. Dessa forma € possivel olhar para Metadoon pipeline como uma possivel
aplicagdo no campo educacional por conter comandos e procedimentos basicos de tratamento
de workflows em metagendmica, por conseguir gerar dados que tanto ajudam a entender as
amostras quanto ajudam a interpretar os proprios dados gerados e por utilizar de uma interface
grafica para ajudar a fazer procedimentos caracteristicos da metagendmica de maneira mais

facil.

4.2 Perspectivas futuras

Neste topico sera abordado as perspectivas futuras pensadas sobre este trabalho, no
sentido de torna-lo sempre melhor e necessario ao atender novas demandas em um possivel
novo tempo. O primeiro aspecto da existéncia do “Metadoon Pipeline” foi considerar em
atender as necessidades educacionais para novos bioinformatas, assim como em trabalhos
citados durante esta escrita. O segundo aspecto, foi considerar as necessidades em pesquisas
com a metagendmica, associadas a geragdo facilidade de resultados para andlise e a falta de
interface grafica para acompanhar esse aspecto.

Ao utilizar das primeiras impressdes sobre o “Metadoon Pipeline”, pretende-se acatar
as mesmas com base na experiéncia do usuario. A interface grafica sera melhorada, ao passo
que os usuarios denunciarem defeitos ou possiveis melhorias para o pipeline em questdo. Em
um segundo passo, pretende-se que, em um futuro nao tao distante, o Metadoon Pipeline rode
tanto dados em campos de OTU’s como em ASV; nesse mesmo sentido, que ndo rode apenas
Usearch, mas que possa rodar também outros algoritmos em suas sequéncias de execucao,

permitindo ao usuario uma maior diversidade de resultados.
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Entende-se que a publicagdo deste trabalho ¢ importante para que o proprio produto
gerado nesta pesquisa possa evoluir, sendo, portanto, necessario também divulgar este estudo
por meios cientificos. Dessa forma declara-se aqui como a publicagdo sendo uma das

perspectivas futuras.
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CONCLUSAO

Com a produgdo e finalizagao deste trabalho, ¢ possivel concluir que a ideia de facilitar,
divulgar e produzir ferramentas que possam atrelar pontos importantes de uma pesquisa, deve
se tornar uma tendencia. A producdo do metadoon pipeline consegue interligar as partes de
uma pesquisa bioinformata-metagenomica (como; normalizagdo e organizacao dos dados, pre
processar, gerar graficos) ¢ ao mesmo tempo gerar reportes que auxiliam na anélise do
resultado.

A producao do pipeline foi feita com todas, se ndo a maioria das ferramentas descritas.
A interface que facilita familiarizacdo do pipeline para bioinformatas ndo habituados com
linhas de comando, os resultados gerados que tanto facilitam o tempo de processo para
conclusdo de uma pesquisa quanto reduzem o tempo normalmente utilizado para gerar
primeiros resultados sobre uma dada pesquisa. Dessa forma ¢é possivel descrever que os
objetivos da producdo do metadoon pipeline tiveram éxito; tendo para cada um deles uma

solucao funcional aplicada no produto final desta dissertagao.
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Anexo I - Manual de Uso Para o Metadoon Pipeline
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Instalacéo:
1-PASSOS INICIAIS

OBS: Somente execute os passos a seguir quando tiver certeza de que baixou
TODOS os arquivos para instalacéo:

Arquivos disponiveis em
hitps:/imega.nzfolder/67xwSZRbEESDIY 7|0 1xbEda7Do5gHOQ

— Metadoon-Pipeline apresenta um script de instalacédo denominado “install.sh”;
— O script normalmente esta ao lado da pasta “Linux”;

— Vocé deve instalar o pipeline e suas dependéncias pelo script em questéo;

— Para isso dé as permissdes de execucdo para esse script pelo terminal.

~Abra a pasta que contém a pasta “Linux” e o arquivo de instalagéo “install.sh”

com o terminal.

tos | Metadoon

Em seguida digite;

$chmod 777 install.sh

Para dar permissao de execugao ao script de instalacdo. Em seguida digite;
$./Ainstall.sh

Para rodar o script no terminal Linux.

Sobre as Pastas:



- A pasta “Metarquivos” €& onde o Metadoon organiza seus dados
pre-processados.
- Dentro dessa pasta sdo armazenados os arquivos pre-processados
com Usearch.

¥ Filtro_de _qualidade

¥ Geracao_de_otus
W Graficos

¥ Leituras_unicas
¥ Mesclados

™ Tabela_de_OTU
3 XVI_ S DB

- A pasta Report € onde seus reports finais sdo salvos.

- A pasta “Sample” € onde seus dados “fastq” séo trazidos para raiz do pipeline,
para servirem de entrada de dados ao inicio do pré processamento com
USEARCH.



M1-1_S3_L001_R1_001.[pstq

M1-1_S3_L0D01_R2_001.Fastq

M1-2_S15_L001_R1_001.Fastq
M1-2_S15_L001_R2_001.Fastq
M2-1_S1_L0D0O1_R1_001.Fastq

M2-1_S1_L001_R2_001.Fastq

M2-2_S13_L001_R1_001.Fastq
M2-2_S13_L001_R2_001.fastq
M2-3 S25 LO01_R1_001.Fastq
M2-3_S25_L001_R2_001.fastq
M3-1_S36 LO01_R1_001.fastq
M3-1_S36_L001_R2_001.Fastq
M3-2_S48 LOO1_R1_001.Fastq
M3-2_S48_L001_R2_001.fastq
M3-3_S60_L001_R1_001.Fastq
M3-3_S60_L001_R2_001.fastq
M4-1_S38 L0OO1_R1_001.Fastq
M4-1_S38_L001_R2_001.fastq
M4-2_S72_L001_R1_001.Fastq
M4-2_S72_L001_R2_001.fastq
M4-3_S84 LO01_R1_001.fastq
M4-3_S84_L001_R2_001.Fastq
M5-1_S2_LD01_R1_001.Fastq

M5-1_S2_L0D01_R2_001.Fastq

M5-2_S14_L001_R1_001.fastq
M5-2_S14_L001_R2_001.fastq
M5-3_S26_L001_R1_001.fastq
M5-3_S26_L001_R2_001.Fastq
M6-1_S37_L001_R1_001.Fastq
M6-1_S37_L001_R2_001.fastq
MG6-2_S49_L001_R1_001.Fastq
M6-2_S49_L001_R2_001.fastq
M6-3_S61_L001_R1_001.Fastq
M6-3_S61_L001_R2_001.Fastq

- O conteldo na pasta Sample € uma cépia do diretério que vocé deve
selecionar (Diretorio onde estdo seus arquivos “fastq”) ao inicio do pipeline.

Utilizacéo:

- Depois de instalado, vocé pode abrir o Metadoon Pipeline executando o
“Metadoon_Runner.sh”;



% Metarquivos
= Report
% Ssample
2 .idea
.Rproj.user

& _icon.png
& icone.png
B .RData

B LinuxRproj
B _usearch

B ERASER.sh
metadoon.py
B .Rhistory

Ace.R

CHAO1.R

B INV_SIMPSON.R
RIQUEZA.R
SHANNON.R
SIMPSON.R

B taxax.R

Ou executando o script Python “metadoon.py” ultilizando o python3 pelo

terminal;

(m adanrdo@adan—init: ~/Documentos/Metadoon... Q = e o x

$ python3 metadoon.py [

-
By
L
=}
[ B
B
-]
[
=]
m o
BN
mr
[~ I
o

- Ao executar o Pipeline, vocé vera essa mensagem:



BEM VINDO AO METADDOON

Este é um pipeline chamado
Metadoon, voltado para
tratamento de dados de 16S.

O metadoon conta com uma
interface grafica.
Aproveite!

- Ao clicar em “ok”, ou fechar esta mensagem, vocé vera a face inicial do

pipeline:



Metadoon

Selecionar Pasta ‘

Qual seu local de coleta:

Associar

Meaciar Pores |Mi55matches no alinhamento: | “Minimo %id do alinhamento:

Visualizar

Filtragem de Qualidade | Intervalo Maximo de Erro Esperado: [

Visualizar

Busca de Leituras Unicas

Visualizar

Agrupamento de OTU's

Visualizar

Tabela de OTU's

Visualizar

Banco de Dados:
Alinhamento com 16s-DB

4

Eoon !

Visualizar

Gerar Report Final ‘ Visualizar Salvar |




2- ENTENDENDO O PIPELINE

Selecionar Pasta [

Qual seu local de coleta:

Associar |

- O botdo "Selecionar pasta’, ira abrir uma caixa de selecdo que pedira ao

usuério o caminho da origem dos arquivos “FASTQ” de seus dados;

Visualizar |
Escolha um diretorio

_| Diretorio:  /home/adanrdo/Documentos/Metadoon/Linux |
Busca de Leituras U .
& .idea
| &5 .Rproj.user —
B Metarquivos Visualizar l
&3 Report
&3 Sample

Agrupamento de OTU

= L Hl/home/adanrdo/Documentos/Metadoon/Linux oK ‘ Visualizar |

Cancelar |

- Em seguida o diretério selecionado devera aparecer na regido marcada em

verde.



Selecionar Pasta |

Qual s

m‘mlﬁmatches no alinhamento: Minimo %id dc

Filtragem de Qualidade intervalo Maximo de Erro Esperado:

Busca de Leituras Unicas

Qual seu local de coleta:

15492-001
Associar |

Nessa area vocé deve identificar seus arquivos finais pelo nome gue vocé

deseja, a sugestao € que seja pelo local ou ecossistema em que realizou sua
coleta.

Os botbées “Mesclar Pares”, “Filtragem de Qualidade”, “Busca de Leituras
Unicas", “Agrupamento de OTUs” e “Tabela de OTUs”, séo botdes que
executam comandos do USEARCH.

O botédo “Alinhamento com 16s-DB” além de executar um comando do
Usearch, tambem joga os resultados para Rscript, a fim de proceder com as

analises.

O esquema abaixo ilustra e relaciona os botbes aos comandos Usearch:



NOME DOS BOTOES COMANDOS USEARCH

Mesclar Pares _
“fastq_mergepairs”;

Filtragem De Qualidade :
“fastq_filter”;

Busca De Leituras Unicas : . .
fastx_uniques”;

A to De Otu’
Rl S “cluster_OTUSs”;

Tabela De Otu's
‘usearch_global”;

Alinhamento Com 16s-Db
‘nbc_tax”.

2.1 MESCLANDO FARES

- Antes de mesclar os pares vocé deve preencher o numero maximo de
incompatibilidades {mismatches) no alinhamento (FPadréo 50, mas Considere
aumentar se vocé tiver sobreposi¢cdes longas).

- Antes de mesclar os pares vocé deve preencher também o minimo de
identidade das suas amostras no alinhamento (Minimo %id do alinhamento),
Padréo 90. Considere diminuir se vocé tiver sobreposicdes longas.

Selecionar Pasta ‘ I

Qual seu local de coleta:

Ihome/adanrdo/Documentos/diive-downioat-20220303T1435492:001 " - T

Associar I

Mesclar Pares [Missmatches no alinhamento: | 40 Minimo %id do alinhamento: 10

Visualizar ‘

- Depois cligue em “Mesclar Pares”, e espere a barra inferior ser preenchida efou
0 aviso aparecer na tela;



Selecionar Pasta
Qual seu local de coleta:

Associar

o |Mi55matches no alinhamento: | 40  Minimo %id do alinhamento: 10

Visualizar |

Filtragem de Qualidade | Intervalo Maximo de Ermo Esperado:

Visualizar I

usca de Leituras Unicas ]
METADDOON: X

= A
() Arquivos fastq/fasta mesclados Sl I
Y  com sucesso...

oK
Agrupamento de OTU's J

- A mesclagem dos seus dados foi feita: (%4

2.2 FILTRO DE QUALIDADE

Antes de executar a filtragem de qualidade, vocé deve estabelecer um intervalo
de erro esperado.

E recomendado usar a configuracéo do limite maximo de erro esperado para
1,0

Selecionar Pasta ‘

‘Qual seu local de coleta: _ B
Ihome/adanvdoiDocumentosidrive-download-20220303T1435482:001

Associar |

1 —— Visualizar

Filtragem de Qualidade | Intervalo Maximo de Erro Esperado:| 1.0

Visualizar

Depois cliqgue em “Filtragem de qualidade”, e espere a barra inferior ser
preenchida efou o aviso aparecer na tela;

10



Selecionar Pasta [

Qual seu local de coleta:
Associar

asclar Pares |Missmatches no alinhamento: | 40 Minimo %id do alinhamento: 10

| Visualizar

Filtragem de Qualidade | Intervalo Maximo de Erro Esperado:| 1.0

| Visualizar

- Afiltragem dos seus dados foi feita: (%4

2.3 BUSCANDO POR LEITURAS UNICAS

- Nesse passo, apos, mesclar e filtrar seus dados, vocé sé precisa apertar em
“Buscar Leituras Unicas" e esperar a barra inferior ser preenchida;

Selecionar Pasta |

‘Qual seu local de coleta:
Ihome/adanido/Docimentos/drive-download-20220303T1435492:001

Associar |
Mesclar Pares |Missmatches no alinhamento: | 40 Minimo %id do alinhamento: 10

—— visualizar |

Filtragem de Qualidade l Intervalo Maximo de Erro Esperado:| 1.0

.| visuaizar |

Busca de Leituras Unicas |

—— visualizar

- Asleituras Unicas dos seus dados foi armazenada:[%4

2.4 AGRUPAMENTO DE OTU'S

11



- Nesse passo, apos, mesclar, filtrar e agrupar as leituras Unicas dos seus
dados, vocé so precisa apertar em “Agrupamento de OTU's" e esperar a barra
inferior ser preenchida;

Selecionar Pasta |

Qual seu local de coleta:
: manguezal

Associar

Mesclar Pares |Missmatches no alinhamento: | 40  Minimo %id do alinhamento: 10

Visualizar

Filtragem de Qualidade | Intervalo Maximo de Erro Esperado: 1.0

Visualizar

Busca de Leituras Unicas ‘

Visualizar

Agrupamento de OTU's I

AL

Visualizar

METADDOON:
Tabela de OTU's |

() Verificacao de OTUS feita com
| Y  sucesso...

Visualizar

- Os OTU's foram agrupados com sucesso: (%4
2.5 CRIANDO TABELADE OTU’S

- Nesse passo, ap0s, mesclar, filtrar, agrupar as leituras Unicas e agrupar os
OTU’s dos seus dados dos seus dados voce so precisa apertar em “Tabela de
OTU’'s" e esperar a barra inferior ser preenchida;

12



Selecionar Pasta |

Qual seu local de coleta:

Associar

Mesclar Pares |Mi55matches no alinhamento: | 40 Minimo %id do alinhamento: 10

I ——— Visualizar

Filtragem de Qualidade | Intervalo Maximo de Erro Esperado: 1.0

| Visualizar

Busca de Leituras Unicas [

.| Visualizar

Agrupamento de OTU's |

.| visualizar

Tabela de OTU's |

.| Visualizar

- Atabela de OTU's foi gerada com sucesso:[%4

2.6 CRIANDO ARQUIVO DE TAXONS

- Nesse passo, vocé deve selecionar na selectbox qual banco de dados vc quer
usar para comparar aos seus dados:

Banco de Dados: e
Alinhamento com 16s-DB | Visualizar

|RDP training set v18 (21k seqs.). RDP license terms.

RDP training set v16 (13k seqs.). RDP license terms.
[ RDP training set with species names;(not recommended);(c
Greengenes v13.5 (1.2M seqgs.). Greengenes license terms.
SILVA v123 (1.6M segs.). SILVA license terms. (not recomm|”
SILVA v123 LTP named isolate subset (12k segs.) .SILVA lici -
Gerar Report Final | Usar um banco de dados proprio... Salvar |

- Caso ndo deseje nem um dos listados, cligue na ultima opg&o “Usar um banco
de dados proprio..."

13



Selecionar Pasta I

Qual seu local de coleta:

Associar

Mesclar Pares IMissmatches no alinhamento: | 40 Minimo %id do alinhamento:10

. visualizar |

I —— visualizar |

Busca de Leituras Unicas |

Visualizar |

() Base de dados verificada...
=]

oK

Agrupamento de OTU's ]

.| visualizar |

Tabela de OTU's |

I — visualizar |

Banco de Dados:

RDP training set v16 (13k seqs.). RDP license terms. -
I =

Salvar ‘

Alinhamento com 16s-DB

Gerar Report Final ‘ Visualizar ‘

- Abase de dados foi verificada com sucesso:[%
3-REPORT FINAL

- Para gerar o report final vc deve clicar em “Gerar Report final”,;
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Selecionar Pasta |

Qual seu local de coleta:

remeladanidoocumentosidive dourioad 2020K03TIATMSZ00L |
Associar

Mesclar Pares IMissmatches no alinhamento: | 40  Minimo %id do alinhamento: 10

] Visualizar |

Filtragem de Qualidade | Intervalo Maximo de Erro Esperado:| 1.0

. visualizar |

Busca de Leituras Unicas |
Visualizar I

('; ' Arquivo gerado com sucesso

oK |

Agrupamento de OTU's J

| Visualizar |

Tabela de OTU's I

. __________________________________________| Visualizar |

Banco de Dados:

RDP training set v16 (13k seqs.). RDP license terms. -l
[ ]

Gerar Report Final ‘ Visualizar ‘ Salvar ‘

Alinhamento com 16s-DB

- O report final foi gerado com sucesso: (%4

- O botéo de visualizar, abre os dados finais gerados.

- O botdo salvar abre uma caixa de selecéo que pemite o usuario salvar seus
dados em uma pasta separada.

15



Selecionar Pasta |

Qual seu local de coleta:

Associar

Mesclar Pares |Mi55matches no alinhamento: | 40  Minimo %id do alinhamento:10

| Visualizar

Filtragem de Qualidade I Intervalo Maximo de Erro Esperado: 1.0

. Visualizar

Busca de Leituras Unicas |

Se vocé nao abortou o
processo, seus arquivos foram
salvos em uma pasta e essa
pasta foi copiada para o
diretorio que vocé especificou.

)

Visualizar

Agrupamento de OTU's J | L
OK
Visualizar

AL

Tabela de OTU's I

I VR
) Banco de Dados:

Alinhamento com 165-DB | pp training set v16 (13k seqs.). RDP license terms. |

[ e
Gerar Report Final J Visualizar ‘ Salvar ‘

Observacoes:

e AO FINAL DO PROCESSO VC DEVE RODAR O SCRIPT "ERASER.sh” PARA
LIMPAR OS DADOS PARA UM PROXIMO USO.
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0 p———
¢ €

" Metarquivos
Report

1 Sample

J .idea

¥ .Rproj.user
& REF_DATA.zip
& icon.png

& icone.png

B .RData

B LinuxRproj
B _usearch

- | Metadoon_Runner.sJ&
B metadoon.py
B .Rhistory
Ace.R

@ cHAO1.R

@ INV_SIMPSON.R
B RIQUEZAR
@ SHANNON.R
SIMPSON.R
taxax.R

e Se vocé deseja usar a versao 64bits do Usearch neste pipeline, basta obter

licenga, e substituir o arquivo 32bits do Usearch pelo arquivo 64bits.

¥ Metarquivos
* Report

] Sample

W .idea

.Rproj.user
@ REF DATA.zip
& _icon.png
& icone.png
B .RData
B Linux.Rproj
N

B ERASER.sh
B Metadoon_Runner.sh
B metadoon.py
B .Rhistory
[ Ace.R
CHAO1.R
@ INV_SIMPSON.R
RIQUEZA.R
SHANNON.R
@ SIMPSON.R
taxax.R




