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RESUMO

CANTELLI, Geraldo Cesar. SOLUCAO DE INTEGRACAO E AVALIACAO DE
SOFTWARE DE ANOTACAO GENOMICA EM COFFEA SPP . 116 f. Dissertacio
— Mestrado — Programa de Pos-graduacao em Biolnformatica, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Cornélio Procopio, 2020.

Um dos maiores desafios da bioinformatica € a analise de genomas completos,
por exemplo, a identificacao de genes preditos computacionalmente e a sua
associacao com as respectivas funcoes biologicas. Portanto € importante o
design de experimentos que possam testar essas previsoes e compara-las com
outras ja existentes para que se possa mensurar seu desempenho. Realizar o
experimento apenas com um software nao seria interessante pela necessidade
de comparar algoritmos e sua eficiéncia. Devido ao volume crescente de dados
genomicos e transcriptomicos disponiveis, sdo necessarias pipelines eficientes
e acessiveis para gerar predicoes génicas e inferir com um maior grau de confi-
abilidade as suas respectivas funcoes biologicas. Como melhorar a qualidade
da anotacao genomica, evitando “over” ou “under prediction” e obtendo mais
precisao? Neste trabalho, estudamos qual caracteristica € mais interessante
para um software de anotacao genomica comparando dois programas, PASA e
MAKER, analisando o genoma de Coffea canephora, C. eugenioides e C. ara-
bica. Através da realizacao dessas pipelines, notou-se através de programas
como BUSCO e Quast um aprimoramento no genoma das amostras de café e
realizada uma comparacao estatistica entre esses dois programas. Além disso
€ proposta uma nova ferramenta automatizada que permite repetir algumas
das analises realizadas neste trabalho. Os resultados mostram a eficacia do
uso da deteccao de todas as possibilidades de splices alternativos no algoritmo
de anotacao, devido o PASA encontrar mais genes exclusivos e genes localiza-
dos igualmente em diferentes regioes dos cromossomos, o que € dificil para
muitos preditores de genes. Foram geradas novas versoes da anotacoes dos
genomas de C. arabica, C. canephora e C. eugenioides para que possam Ser
disponibilizadas para utilizacao pela comunidade cientifica. Foi desenvolvido
um programa Ensemble Solution para viabilizar a automatizacao da avaliacao
de software de anotacao gendmica, o qual trabalhando com arquivos de GFF3,
produz listas de genes encontrados exclusivamente por cada software avaliado
e gera diagramas de Venn, permitindo importar dados do GenBank (como a
traducao das proteinas) e gerar relatorios mais completos.

Palavras-chave: Coffea canephora, Coffea arabia,Coffea eugenioides, PASA,



MAKER, Mann-Whitneys, ...



ABSTRACT

CANTELLI, Geraldo Cesar. ENSEMBLE SOLUTION AND EVALUATION OF
GENOMIC ANNOTATION SOFTWARE IN COFFEA SPP. 116 f. Dissertacao
— Mestrado — Programa de Pos-graduacao em Biolnformatica, Universidade
Tecnologica Federal do Parana. Cornélio Procopio, 2020.

One of the biggest challenges of bioinformatics is the analysis of complete
genomes, for instance the identification of computationally predicted genes
and its association to respective biological functions. Therefore, it is important
to design experiments that can test these predictions and compare them with
existing ones so that you can measure their performance. With a growing
volume of genomic and transcriptomic available data, efficient and affordable
pipelines to perform a good gene annotation process are needed. How to
improve the correct genome annotation avoiding over or under prediction
to obtain more accurary? In this work we study which characteristic is
more interesting to a genomic annotation software comparing two software,
PASA and MAKER, analyzing the genome of Coffea canephora, C. eugenioides
and C. arabica. We also executed a quality improvement in these Coffea
genome annotation and peformed statistical comparison between these two
software. Besides it is proposed an automated tool which allows to repeat
some of the analyses performed in this work. Results show the effectiveness
of using detection of all alternative splicing possibilities in the algorithm of
annotation due to PASA finding more exclusive genes (compared with MAKER)
and located genes equally in different regions of the chromosomes, which
is difficult for many gene predictors. New versions of the annotation of the
genomes of C. arabica, C. canephora and C. eugenioides were generated to be
made available for use by the scientific community. The Ensemble Solution
program was developed to make possible evaluation of genomic annotation
software, GFF3 files, lists of genes exclusively and Venn diagrams, to import
GenBank properties and generate more complete reports.

Keywords: Coffea canephora, Coffea arabia,Coffea eugenioides, PASA, MA-
KER, Mann-Whitney, ...
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1 INTRODUCAO

Entre os tipos de dados biologicos, os dados genomicos sao analisados
pelas ferramentas de bioinformatica tais como preditores de genes, analisa-
dores de sequéncia e software voltados para similaridade. Por essa razao, o
uso de programas gerais e orientados tem aumentado na ultima década (MO-
RENO et al., 2018). O genoma completo de varias espécies esta armazenado
e disponivel por exemplo em arquivos de formato FASTA (PEARSON, 2016),
disponiveis no site do National Center for Biotechnology Information (JENUTH,
2000), constituindo uma vasta fonte de dados prontos para serem processa-
dos e tornarem-se informacao util. O conhecimento relacionado a genomas
tem multiplas aplicacoes, as quais incluem a industria farmacéutica, através
da descoberta de novas drogas, ou na agricultura, pelo desenvolvimento de
novos cultivares. Entretanto, muitos desafios tém sido relatados quanto aos
programas para a anotacao genomica “a anotacao automatizada de grandes
‘drafts’ de genomas fragmentados ainda € muito dificil e com muitos erros,
além de possui contaminacoes em assemblies de drafts levam a erros na

anotacao que tendem a se propagar através das espécies” (SALZBERG, 2019).

Ainda de acordo com SALZBERG (2019), um pipeline de anotacao
tal como o MAKER (CANTAREL et al., 2008) pode usar dados de RNA-seq,
combinado com bancos de dados de proteinas conhecidas e outras entradas,
como dados de Repeat Mask e genoma no formato FASTA. Essa combinacao
é realizada para encontrar genes e até atribuir uma possivel nomenclatura.
Contudo RNA-seq nao captura todos os genes em um genoma e drafts de
genoma podem conter milhares de contigs desconexos, muitos genes poderao

estar divididos entre varios contigs (ou scaffolds) cuja ordem e orientacao sao
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desconhecidas.

Para YANDELL; ENCE (2012), embora o sequenciamento tenha se
tornado mais facil, de certa forma, a anotacao genomica tornou-se mais

desafiadora.

Entao ha um problema de como melhorar a qualidade evitando predi¢oes
superestimando e subestimando o numero de genes (over ou under prediction)
e dessa forma, obter maior precisdao na identificacao de genes. Para encon-
trar a resposta a essa pergunta este trabalho adota analises na performance
de dois programas: PASA (HAAS et al., 2008) e MAKER, e discutimos os

resultados frente a suas propriedades estruturais e funcionais.

Uma importante propriedade € a predicao dos splicing alternativos e
essa funcao esta inclusa no software PASA que usa essa informacao para
corrigir erros na estrutura criada por preditores de genes ab initio e aliado
a técnica de predicao por deteccao de sequéncias homologas, este software
propoe grande precisao na geracao de arquivos GFF3 que descrevem como o0s

genes deveriam ser apos o pipeline ser executado (HAAS et al., 2003).

Neste trabalho foi realizada uma analise estatistica comparativa entre
os resultados obtidos pelas pipelines de anotacao genomica do PASA e do
MAKER, usando dados genomicos de café para determinar: primeiro se houve
uma melhoria em suas anotacoes e, em segundo lugar, qual software obteve
melhor desempenho. Essas analises envolveram informac¢oes dos programas
BUSCO v3.0.2 (SIMAO et al., 2015), Quast v4.6.1 (GUREVICH et al., 2013)
e GFFCompare (PERTEA; PERTEA, 2020). Também foi desenvolvido um
novo software, que permite que uma comparacao como essa seja repetida de
maneira semi-automatica: the Ensemble Solution and Evaluation of Genomic
Annotation Software, escrita em Perl, que gera um grafico e um histograma,
ambos de Venn, e listas de genes encontrados exclusivamente por cada

pipeline.

Para SIMAO et al. (2015), a medida de completude da montagem é
importante pois afeta a interpretacao dos dados e ajuda a orientar melhores

estratégias de montagem e anotacao. Com o crescente numero de genomas
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sequenciados disponiveis, o conhecimento de seu conteudo génico esta se
consolidando e pode ser usado para desenvolver uma medida evolutiva da
integridade do genoma (os Benchmarking Universal Single Copy Orthologs,
...BUSCO. Assim, deve-se notar que, embora as avaliacoes do BUSCO visem
estimar com robustez a integridade dos conjuntos de dados, as limitacoes
técnicas (particularmente a predicao de genes) podem inflar proporcoes de

BUSCOs “fragmentados” e “ausentes”, especialmente para genomas grandes.

Este trabalho ainda relaciona a comparacao do desempenho das pi-
pelines com seu modus operandi, investigando a razao dos resultados espe-
cialmente particulares de um deles com suas funcionalidades especificas.
Além disso, as anotacoes genomicas de trés espécies de café de (C. arabica, C.
canephora e C. eugenioides) foram aprimoradas e essas mudancas disponibi-

lizadas em arquivos FASTA.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A IMPORTANCIA DO CAFE

O género Coffea tem 124 espécies, mas apenas o alotetraploide Coffea
arabica L. e o diploide Coffea canephora apresentam importancia econémica,
sao responsaveis por aproximadamente 60% e 40% da producao mundial
de café, respectivamente. Segundo o Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento, o Brasil € o maior produtor e exportador de café e o segundo
maior consumidor da bebida no mundo. E o quinto produto do conjunto de
exportacao brasileira, movimentando US$ 5,2 bilhdes em 2017. (ABASTECI-
MENTO, 2020).

De acordo com a Associacao Nacional do Café dos Estados Unidos da
América, a atividade economica gerada em torno do café naquele pais atinge
1,6% de seu produto interno bruto e em 2015 chegou a $ 225.2 bilhodes, sendo
ainda responsavel por 1.694.710 empregos (NCA, 2019). Os Estados Unidos

€ o principal comprador do café brasileiro.

Para demonstrar a importancia do mercado mundial de café e a res-

pectiva participacao brasileira, tem-se a Figura 2.1:
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1.6. EXPORTAGOES MUNDIAIS E PARTICIPAGAO BRASILEIRA - ULTIMOS 16 MESES
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Figura 2.1: Exportacoes de Café Mundial - Participacao Brasileira

Fonte: Cecafé - Setembro 2019

O genoma de C. canephora e C. arabica foram publicados recente-
mente. A anotacao genomica de C. canephora esta disponivel no site Coffee
Genome Hub (DEREEPER et al., 2014), ja no site do National Center for Biote-
chnology Information (JENUTH, 2000) temos os dados das trés espécies estu-
dadas neste trabalho: C. arabica, C. eugenioides e C. canephora. Em artigo pu-
blicado por VIEIRA et al. (2006) é apresentado o Projeto Genoma Café, recursos
genomicos baseados em sequenciamento de Expressed Sequence Tags (ESTS),

cujos dados podem ser encontrados em http://www.lge.ibi.unicamp.br/cafe.

E importante refazer a anotacao genomica do C. arabica pois ele € um
alopoliploide, portanto ocorre uma maior dificuldade de ter um boa montagem
genomica, levando a maior dificuldade de anotacao e impactando a qualidade

da mesma.
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2.2 ASPECTOS DE ANOTACAO GENOMICA

Varios arquivos de entrada de dados utilizados nesse trabalho estao
no formato FASTA. Este € o nome de um pacote de software para alinhamento
de sequiéncias de DNA e proteinas descrito primeiramente como FASTP por
David J. Lipman e William R. Pearson em 1985 (PEARSON; LIPMAN, 1985).
O formato de arquivo definido pelo FASTA é um dos principais formatos

utilizados para armazenamento de sequéncias biologicas.

Sobre o aspecto técnico, a anotacao gendmica e nao o sequenciamento
genomico € o grande gargalo da bioinformatica atual pois se sequencia mais
dados do que se € possivel analisar, segundo CANTAREL et al. (2008). Seu
artigo cita que Eucariontes sao um caso particularmente complicado por
seu grande tamanho de informacao e por haverem partes de genes contidas
em introns o que torna dificil a anotacao. Afirma ainda que a anotacao e a
distribuicao desses genomas pode beneficiar a comunidade biomédica, mas
que isso esbarra nas dificuldades para muitas dessas comunidades onde falta
expertise em bioinfo. A solucao seria publicar nao s6 os dados mas também
ferramentas de anotacao genomica online para que outros grupos possam
colaborar com os esforcos cientificos e para tanto essas ferramentas precisam
ser mais simples e mais portaveis, como por exemplo para usuarios nao tao

avancados de sistemas UNIX e Linux (padrao POSIX).

Segundo CANTAREL et al. (2008), apesar dos melhores esforcos da
comunidade bioinformata, o grande nimero de genomas nao anotados conti-
nua a crescer, revelando a necessidade urgente de pipelines mais simples e

portaveis.

De acordo com ARMSTRONG et al. (2019), a tarefa de criar anotacoes
de montagens de genomas automaticamente comecou a ser estudada desde o
surgimento do primeiro genoma completo (full-length) em meados dos anos
1990s (LETOVSKY et al., 1998; LUKASHIN; BORODOVSKY, 1998; KULP et

al., 1996). Esta tarefa € frequentemente dividida em duas categorias:

* predicao ab initio, ou predicao computacional de estruturas exon-intron
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usando modelos estatisticos;

* abordagens baseadas em alinhamento de sequéncias, com mapeamento
de toda expressed sequence tag (EST), complementary DNA (cDNA), ou
sequéncias de proteinas para dentro de montagens de sequéncias para

descobrir transcritos.

Em PRUITT et al. (2006) e CANTAREL et al. (2008) nota-se que algumas
pipelines de anotacao combinam ambas fontes de predicao de transcritos

para gerar um conjunto final de anotacao.

Corroborando com essas definicoes, YANDELL; ENCE (2012) coloca
que a anotacao genomica das estruturas dos genes € dividida em duas fases
distintas. Na primeira, que seria a fase da computacao, expressed sequence
tags (ESTs), proteinas, e assim por diante, sao alinhadas ao genoma sao
geradas predicoes de genes ab initio e/ou orientadas a evidéncias. Ja na se-
gunda fase esses dados sao sintetizados em anotacao gendomica; esse processo
envolve muitas e diferentes ferramentas e os programas que computam os
dados (evid éncias) e os usam para criar anotacoes genomicas sao chamados

de pipelines de anotacao. A Figura 2.2 exemplifica esse processo:
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Figura 2.2: Predicao de Genes versus Anotacao de Genes

Fonte: (YANDELL; ENCE, 2012)

Um estudo publicado por HAAS et al. (2011) também evidencia que ha
duas categorias de programas preditores de genes: predicao de gene ab initio
e por deteccao de sequéncias homologas; o texto sugere a juncao de ambas as
técnicas para se obter um melhor resultado e para tanto podem-se utilizar
sequéncias transcritas homologas para, através do efeito de comparacao pelo
software PASA, chegar a determinacdo de informacées precisas sobre introns,
exons, enfim dos proprios genes estudados. Argumenta ainda o autor que
preditores de genes baseados em sequéncias homologas sao considerados
uma forte tendéncia para localizacao e modelagem de estruturas de genes
quando dados experimentalmente verificados ja estao disponiveis ou quando
padroes conservados podem ser inferidos de alinhamentos de genomas de
espécies relacionadas e que estes alinhamentos unidos provém forte evidéncia
para compor estruturas de genes, em muitos casos resolvendo completamente
exons e introns e até mesmo revelando a localizacao de um gene candidato.
Reforca ainda que sequéncias transcritas, quando derivadas do mesmo orga-

nismo cujo genoma esta sendo sequenciado, provém a mais acurada forma de
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evidéncia na resolucao da estrutura de genes, pois delineiam precisamente as
fronteiras de introns e exons. Esses transcritos incluem expressed sequence
tags (ESTs), full-length cDNAs (FL-cDNAs), e mais recentemente , sequéncias
de cDNA derivadas do sequenciamento de nova geracao de transcriptoma
de sequéncias curtas (chamado RNA-Seq). Ferramentas como PASA, EST-
Genes (EYRAS et al., 2004), e CallReferenceGenes (MCGUIRE et al., 2008)
montam multiplos alinhamentos sobrepostos de cDNA em mais estruturas
Sfull-length de genes. Essas ferramentas sao capazes de gerar multiplos mode-
los de transcritos por gene quando estes diferem em alinhamentos sobrepostos

gerados por splicing alternativo.

“ESTs e cDNAs tém sido ferramentas poderosas na descoberta de genes
e estudos de expressao génica desde que sequéncias completas de genoma sao
uma realidade” (ADAMS et al., 1991 apud HAAS et al., 2003). “Alinhamentos
de full-length cDNAs (FL-cDNAs) tem provado serem muito tteis em resolver
estruturas de genes e melhorar anotacoes em Arabidopsis” (SEKI et al., 2002
apud HAAS et al., 2003).

A demonstracao da pipeline de montagem de alinhamentos e anotacao
do PASA encontra-se neste trabalho através de todo o Apéndice A. Ja a
respeito do software MAKER, foi originalmente desenvolvido para anotacoes
de novo de modelos de organismos mais recentes e que depois expandiu-se
para um multiuso de anotacao de genomas e ferramenta de curadoria (HOLT;
YANDELL, 2011). Segundo CAMPBELL et al. (2014), além de trabalhar com
anotacoes de novo, pode ser utilizado para atualizar anotacoes existentes a luz
de novas evidéncias experimentais e para controle de qualidade de modelos

de genes produzidos por outras pipelines de anotacao.

O MAKER usa o CGL (YANDELL et al., 2006) commom object model,
que estende as classes GenericHit e GenericHSP do Bioperl (http:/ /www.biope-
rl.org) com métodos que facilitam analises comparativas e anotacoes au-
tomaticas. A construcao modular do MAKER permite dividir o processo de
anotacao em uma série de cinco atividades discretas que sao facilmente

interoperaveis: computacao, filtro/cluster, polimento, sintese e anotacao (Fi-
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gura 2.3). MAKER executa essas acoes em sequéncias de qualquer tamanho,
cortando automaticamente a sequéncia de entrada em séries de pedacos (o

padrao € 100 kb), executando cada calculo e integrando os resultados.

Entrada
Sequéncia Gendmica

Computacdo: Repeat Masker

~ ‘

< Computacio: Blast
Computacdo: Snap | putac |

proteinas  ESTs / mRNAs

Filtragem / Formacdo de Clusters

Polir w/Exonerate

Filtragem / Formacdo de Clusters

Sintese Snap

Anotac¢ao

\ £

‘ Saida da Pipeline

Figura 2.3: MAKER Pipeline

Fonte: (CANTAREL et al., 2008)

A Figura 2.3 exibe um diagrama da dinamica de funcionamento da
pipeline do MAKER. Sua configuracao padrao usa quatro programas externos:
RepeatMasker (http://repeatmasker.org), BLAST (SIMAO et al., 2015), Exo-
nerate (SLATER; BIRNEY, 2005), and SNAP (KORF, 2004). A menos que as
repeats sejam efetivamente mascaradas, a predicao e a anotacao genomicas
irao conter porcoes de transposons e virus. O RepeatMasker € utilizado para
procurar dentro do genoma por repeats de baixa-complexidade, entao elas
sao “soft-masked” (transformadas em letras minusculas). Exonerate entra
em acao para realinhar sequéncias (normalmente de ESTs e mRNAS), que em

seguida passam por processos de filtragem e formacao de clusters. SNAP é



26

um software que pretende realizar predicao de genes ab initio. Ao final do
processo todo, a anotacao € gerada (CANTAREL et al., 2008).

Ainda com relacao ao MAKER, a pipeline poderia incluir Repeat Masker,
proteinas e entrada de RNA-seq mas essas informacoes nao foram utilizadas
nesse trabalho. Os parametros de utilizacao deste software encontram-se no
Apéndice B.2.

2.3 ALGORITMO DE MONTAGEM DE ALINHAMENTOS

O algoritmo de programacao dinamica chamado Program to Assemble
Spliced Alignments (PASA) € na realidade uma ferramenta para montagem de
alinhamento de cDNA e identificacdao de variantes de splicing alternativo que
foi montado e descrito por HAAS et al. (2003) inicialmente para consolidar
e maximizar as untranslated regions (UTRs) de FL-cDNAs de Arabidopsis e
integrar evidéncias de ESTs em regioes onde nenhum alinhamento de FL-cDNA
estivesse disponivel, provendo o maximo de substratos para a atualizacao e
incremento da anotacao gendomica da Arabidopsis. Ainda segundo o estudo, o
objetivo do algoritmo de montagem € encontrar, para cada alinhamento a, o
maior assembly (termo em inglés para montagem) que contém a, por exemplo,

o assembly contendo a com o maximo numero de outros ESTs e cDNAs.

O maximal assembly de alinhamentos € usado como substrato para
a criacao de modelos de genes ou para a modificacdo de modelos de genes
existentes e consiste do assembly com o maior namero de alinhamentos com-
pativeis. Alinhamentos compativeis sao aqueles cujas regioes sobrepostas sao
idénticas e tém mesma orientacao. Por exemplo na Figura 2.4, o alinhamento
A é compativel com o B; também o alinhamento B € compativel com o C.
Contudo n ao acontece a propriedade transitiva pois o alinhamento A nao é

compativel com o C, logo os trés nao podem formar um assembly:
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Figura 2.4: Exemplo de compatibilidade de alinhamentos

Fonte: (HAAS et al., 2003)

A demonstracao do funcionamento do algoritmo do PASA encontra-se
também em HAAS et al. (2003), que para simplificar consideram apenas uma
fita da sequéncia gendmica e a trata como uma linha marcada com inteiros,
com os menores valores a esquerda. Também usam o termo cDNA para
se referir coletivamente tanto a FL-cDNA quando a ESTs. O span de um
alinhamento € definido como a faixa compreendida do seu inicio até seu fim.
Veja um exemplo de constituicdo dos assemblies na pipeline do software PASA

na Figura 2.5:
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Figura 2.5: Construcao dos assemblies no PASA

Fonte: (HAAS et al., 2003)

Nela vé-se que os dois assemblies abaixo puderam ser constituidos
gracas a acao do splicing alternativo percebido pelo proprio software PASA e

representado através dos alinhamentos.

O calculo do maximal assembly ocorre por programacao dinamica.
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Primeiro, todos os alinhamentos sao ordenados ascendentemente a partir de
suas posicoes iniciais. Depois, cada par de alinhamentos que se sobrepoe €
testado para compatibilidade. Todos os cDNAs sobrepostos num assembly

devem ser compativeis.

Considere L, o maximo numero de cDNAs em um assembly contiguo
que termina em um alinhamento a, e que inclui a, com alinhamentos com-
pativeis contidos no span de a e alinhamentos que terminam estritamente

antes do fim de a, mas sem alinhamentos que estritamente contém a.

Para alinhamentos sobrepostos compativeis a e b, considere C,, ser o
numero de alinhamentos compativeis com a contidos no span de a (incluindo
ele proprio) porém nao contidos em b. E seja C; o numero de alinhamentos

compativeis com a contidos no span de a.

Entao tem-se:

b e compativel com a,
Lﬂ = madx Cm L;;. + Cﬂx.;? | b e orientado a esquerda de a,
b ' a nao esta contido dentro de b

Figura 2.6: Calculo de La

Fonte: (HAAS et al., 2003)

Os valores de C, sao identificados quando os alinhamentos sobre-
postos forem testados para compatibilidade. Destas listas de alinhamentos,
os valores de C,,, podem ser definidos por operacoes de mesclagem (merge

operations).

Durante esse processamento, cada alinhamento a mantém um pon-
teiro p, para o alinhamento b que atinge o maior numero de alinhamentos

compativeis, que define L,.

O maior de todos os valores de L,, Ly, representa o maior numero

de alinhamentos montados, ou seja, o assembly contendo o maior namero
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de cDNAs compativeis. Comecando pelo alinhamento a* rastreando de tras
para frente os ponteiros p, junto com os alinhamentos de C,y,, resultara nos

cDNAs que compoe o maximal assembly.

Se quaisquer alinhamentos nao estao incluidos no maximal assem-
bly, entao existem alinhamentos conflitantes, indicando isoforms de splicing
alternativo ou transcritos sobrepostos correspondentes a genes diferentes;
alinhamentos pareados incompativeis de alternativos sites acessores ou doa-

dores, unspliced introns, skipped exons, ou orientacoes de splice opostas.

Considere a’ um cDNA nao incluso no maximal assembly. Rastreando
de tras para frente os ponteiros p, obtém-se o maior assembly a esquerda de
a’ mas infelizmente estes ponteiros nao provém o maior assembly a direita de

a’, para tanto usa-se a formula:

b e compativel com a,
R, = max C,, Ry + Cﬁ'x,l.r; | b é orientado a esquerda de a,
b a nao esta contido dentro de b

Figura 2.7: Calculo de Ra

Fonte: (HAAS et al., 2003)

Onde R, representa o maximo numero de cDNAs em um assembly
contendo a consistindo somente de cDNAs que iniciam a direita e terminam
em a. Como antes, cria-se um ponteiro q, para o alinhamento b que atinge o

valor para maximal do conjunto.

O total nimero de cDNAs no maior assembly contendo um alinha-

mento qualquer a € igual a:

mbax{L;, + R, — Cp|b contém a} (14)

E necessario retirar Cy, pois estes cDNAs ja foram contados em ambos
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Ly, e Ry. Os cDNAs que compoe este maximal assembly podem ser obtidos
rastreando os ponteiros px € gx € incluindo os correspondentes cDNAS Cyy.
O algoritmo do PASA continua buscando todos os alinhamentos ainda nao
incluidos no maximal assembly que tenham o maior valor para a formula 14.
O assembly correspondente (com os novos alinhamentos que contém) € entao
adicionado a colecao de maximal assemblies € o processo € repetido até que

todos os alinhamentos tenham sido incluidos a pelo menos um assembly.

2.4 TESTE DE MANN-WHITNEY

O teste de Mann-Whitney foi desenvolvido primeiramente por F. Wil-
coxon em 1945, para comparar tendéncias centrais de duas amostras in-
dependentes de tamanhos iguais. Em 1947, H.B. Mann e D.R. Whitney
generalizaram a técnica para amostras de tamanhos diferentes (CARMO,
2019).

Ainda conforme CARMO (2019), quando se dispdoe de uma amostra
pequena e a variavel numeérica nao apresenta sabidamente uma variacao
normal (ou € possivel verificar satisfatoriamente), ou ainda, quando nao
ha homogeneidade das variancias (embora exista uma correcao no teste t
que considera as variancias desiguais), o teste t nao € apropriado. Para
exemplificar uma situacao onde o teste t acusaria falsamente uma associacao
estatisticamente significativa. Imagine que em um dos dois grupos se observe
um valor muito discrepante, em funcao desse tnico valor, em sendo muito
maior do que os outros, o grupo a que ele pertence apresentara uma meédia
elevada, o que aumentara a estatistica do teste t, com um consequente p-valor
associado pequeno. Nessa situacao, pode-se utilizar o teste nao parameétrico
de Mann-Whitney.

2.5 JUSTIFICATIVA DO EMPREGO DOS PROGRAMAS BUSCO E QUAST

NEUMANN (2019) realizou uma pesquisa sobre métodos e software

para a avaliacao de anotacao genomica e BUSCO e Quast estao no topo da
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lista, ordenada pelo ntiimero de citacoes no Google Académico (atualizado em
03/09/2020).

Tabela 2.1: 10 melhores resultados da Pesquisa Sistematica ordenada pelo
numero de citacoes no Google Académico

Autor Titulo Ano Citacoes

SIMAO et al. BUSCO: Assessing genome assem- 2015 3645
bly and annotation completeness

with single-copy orthologs

GUREVICH et al. QUAST: Quality assessment tool for 2013 2718
genome assemblies
BRADNAM et al. Assemblathon 2: Evaluating de novo 2013 596

methods of genome assembly in th-
ree vertebrate species

EARL et al. Assemblathon 1: A competitive as- 2011 511
sessment of de novo short read as-

sembly methods

HUNT et al. REAPR: A universal tool for genome 2013 350
assembly evaluation
PHILLIPPY et al. Genome assembly forensics: Finding 2008 290

the elusive mis-assembly

NARZISI; MISHRA Comparing de novo genome assem- 2011 161
bly: the long and short of it

RAHMAN; PACHTER CGAL: Computing genome assembly 2013 91
Pachter likelihoods

DARLING et al. Mauve assembly metrics 2011 95

Fonte: (NEUMANN, 2019)

O software BUSCO apresenta 3645 citacoes desde 2005 e o QUAST,
2718 citacoes desde 2013. Esses programas foram considerados adequados

para alimentar o processo da analise estatistica proposta nesse trabalho por
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esses indicadores, o primeiro na sua versao 3.0.2 e o segundo na versao 4.6.1.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O presente trabalho propoe uma comparacao de performance e eficiéncia
entre os programas MAKER e PASA através da revisao da anotacao dos geno-

mas Coffea.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Analisar e descrever as diferencas entre as entradas e saidas das pipeli-
nes dos programas MAKER e PASA;

® Realizar o aprimoramento na qualidade da anotacao genomica de C.

canephora, C. arabica e C. eugenioides;
* Estudar qual caracteristica leva a uma melhor montagem das contigs;

* Desenvolver e disponibilizar uma ferramenta automatizada para comparacao

de resultados de programas de anotacao genomica Ensemble Solution;

* Publicar arquivos FASTA com as anotacoes das mudancas produzidas

no genoma das trés amostras de café;
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 PROCESSAMENTO DOS DADOS SEQUENCIADOS EM LARGA ESCALA

4.1.1 PREDICAO DE GENES DE COFFEA SPP COM OS SOTWARES PASA E
MAKER

Nesse trabalho foram adotados diferentes bancos de dados de genomi-
ca/transcriptomica para as trés espécies de café: os bancos de dados dos
sites Coffea Genome Hub (DEREEPER et al., 2014) e NCBI (JENUTH, 2000)
os transcritos fornecidos por (IVAMOTO et al., 2017). Foram usados sempre

os dados montados, nao o raw-data.

Para C. canephora uma das fontes utilizadas foi o assembly AUK PRJ-

EB4211 vl do site do NCBI, com as seguintes caracteristicas:

* BioSample: SAMEA3146290
* BioProject: PRJEB4211

* GenBank assembly accession: GCA_-900059795.1 (latest)

A outra fonte para essa mesma espécie foi o C. canephora genome
v1.0 disponivel no site do Coffea Genome Hub, curado manualmente e com
a analise sob titulo Whole Genome Assembly and Annotation of Coffea ca-

nephora (Genoscope).

Ja para C. eugenioides a amostra foi obtida no site do NCBI com as

seguintes especificacoes:

* BioSample: SAMN10269643
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® BioProject: PRINA497891

* GenBank assembly accession: GCA_.003713205.1 (latest)

Com relacao a C. arabica, o genoma e uma amostra de transcriptoma
também tiveram como fonte o banco de dados do NCBI, submetido pela Johns

Hopkins University:

* BioSample: SAMN10272287
* BioProject: PRINA497895

* GenBank assembly accession: GCA_.003713225.1 (latest)

E a outra amostra de transcriptoma de C. arabica foi fornecida pela
Dra. Suzana Tiemi Ivamoto-Suzuki (IVAMOTO et al., 2017).

4.2 PRE-PROCESSAMENTO

Inicialmente, € necessario retirar do conteudo do arquivo de transcritos
as informacoes que poderiam atrapalhar o processamento das pipelines. A
pipeline do PASA utiliza por padrao o programa externo SeqClean para tal
atividade. Apos o banco de dados ser configurado (MySql ou SQLite), iniciamos
a pipeline do PASA (todos os comandos envolvidos na pipeline completa estao

no Apéndice A).

No caso do pipeline MAKER, € necessario criar trés arquivos de configu-
racao: maker _bopts.cpl, maker_exe.cpl and maker_opts.cpl. Entre os trés
arquivos criados pelo comando inicial, o inico que foi aqui customizado foi o
maker_opts.cpl (comandos e explicacoes a respeito dessa configuracao podem

ser vistas nos Apéndices B.1 e B.2).

4.3 COMPARACOES INICIAIS

Este trabalho € iniciado com ambas as pipelines sendo executadas
(Figura 4.1):
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§ >>> Pipeline PASA >>> Completude Precisio
Genes Perdidos >>>
Dados Gendmicos Pipeline MAKER BUSCO GFFCompare

/ Transcriptdmicos

Ensemble Solution

and Evaluation e —NeX Informagdo
of Genomic estatisticos Misassemblies do site

Annotation Mann-Whitney QUAST Ensembl Plant

Software

Figura 4.1: Diagrama mostrando como as analises comparativas foram con-
duzidas desde as pipelines

Fonte: O Autor

Depois de executar as pipelines, iniciou-se um processo estatistico
de comparacao para verificar qual pipeline foi mais eficiente. Os parametros
utilizados foram o nuimero de de genes ausentes do BUSCO, também seu

indice de completude e mais a precisao calculada pelo software GFFCompare.

As métricas intuitivas para descrever genoma, conjunto de genes ou
integridade do transcriptoma nos resultados do BUSCO foram: completo (C),
duplicado (D), fragmentado (F), ausente (M) e namero de genes utilizados
(n). Os genes recuperados sao classificados como “completos” quando seus
comprimentos estao dentro de dois desvios padroes do grupo de comprimento
meédio do BUSCO. Os genes recuperados apenas parcialmente foram classi-
ficados como “fragmentados”, e os genes nao recuperados sao classificados

como “ausentes”, os BUSCO missing genes (SIMAO et al., 2015).

O método de Mann-Whitney (BIRD; BIRD, 2019) foi escolhido porque
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se encaixa em situacoes com poucas amostras e para eventos independen-
tes. Além disso, o teste de normalidade nos dados teve resultado negativo,
reforcando a escolha por um teste nao paramétrico. Foram estabelecidas duas
hipoteses: Hp (ou hipotese nula) em que geralmente afirma-se a igualdade
ou, no caso, equivaléncia; e H; (ou hipotese alternativa) em que normalmente

testa-se >, <ou # para tentar reunir provas suficientes para rejeitar Hg.

Entao a probabilidade de Hy ser verdadeira foi calculada (atraveés
do valor-p). Estabelece-se um valor a, que € a menor probabilidade de se
acreditar que a hipotese nula € verdadeira. Se valor—p < o rejeita-se Hp, senao

se valor — p > «, falha-se em rejeitar Hp.

A pipeline do PASA gera um arquivo do tipo GFF3 (formato de anotacao
genomica que evoluiu do GFF e mantém semelhancas com o mesmo) contendo
as alteracoes sugeridas na anotacao e da mesma forma € possivel através do
utilitario gff3-merge, do MAKER, gerar um arquivo desse tipo como resultado
final da pipeline do MAKER. Portanto tivemos duas versoes de arquivos com
anotacoes (antes e depois) dos processos MAKER e PASA e comparamos
atraveés do software GFFCompare que revela a sensibilidade e a precisao dos
dados nos niveis das bases, dos exons, introns, intron chain, transcritos e

locus. A precisao do processo foi calculada da seguinte forma:

Precisio=TP/(TP+FP)

onde TP significa “true positives” (verdadeiro positivos), ou carac-
teristicas encontradas (bases, exons, introns, transcritos, etc.) que coincidem
com as correspondentes caracteristicas referenciadas na anotacao; FN signi-
fica “false negatives” (falso negativos), por exemplo caracteristicas que nao
estdao presentes na entrada de dados; FP, “false positives” (falso positivos)
sao as caracteristicas presentes na entrada de dados mas nao confirmados
por qualquer dado referenciado na anotacao. Note que FP + TP representa o
conjunto completo de caracteristicas encontradas no arquivo de entrada (PER-
TEA; PERTEA, 2020). A listagem contendo o comando utilizado para gerar

esta comparacao encontra-se no Apéndice C.1.
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Em relacao ao genoma de C. arabica, foram executadas duas pipeli-
nes: uma com dados de transcriptoma obtidos no NCBI e outra com dados
de transcriptoma de IVAMOTO et al. (2017), ambas com genoma do NCBI.
Portanto, foram realizados quatro experimentos com os arquivos de genoma
das trés espécies de café: um para C. eugenioides, um para C. canephora e

dois para C. arabica.

O software Quast também foi utilizado para produzir relatorios a
respeito de k-mers e os dos graficos sobre NGx e Misassembles (descritos a

seguir), a fim de melhorar a confiabilidade dos resultados:

* NGx, Genome Nx: O tamanho de contig tal que usando contigs desse
tamanho ou maiores alcanca-se x% do tamanho do genoma de re-
feréncia (GUREVICH et al., 2013);

¢ FRCurve (misassemblies): porcentagem do genoma coberto por misas-

sembled contigs (contigs que contém pontos montados incorretamente).

Neste trabalho, quando o termo “missing genes” € mencionado, ele
significa BUSCO missing genes e nao genes eventualmente perdidos durante

o processamento das pipelines.

Os arquivos resultantes GFF3 revelaram uma lista de Stable IDs de
genes (que sao sua identificacao), exclusivas de cada software, cuja saida do
PASA foi introduzida no site do Ensembl Plants (EMBL-EBI, 2019) e gerou
uma planilha eletronica de recursos extraidos, como um arquivo XLS. As

informacoes nesta tabela sao:

Gene Stable ID

* Transcript Stable ID

GO Term Accession

Go Term Name

* Gene Description
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Gene Start (bp)

Gene End (bp)

Gene % GC Content

Source (Gene)

* Transcript Length (including UTRs and CDS)

Isso nos permitiu examinar a localizacao dos genes encontrados para
saber se o software € capaz de encontrar genes tanto na regiao do centromero
quanto na regiao do telomero com o mesmo desembaraco, o que seria uma

vantagem e indicador de eficiéncia.

A ferramenta PASA também gera graficos ROC, que ajudaram a medir
seu desempenho. A analise ROC fornece ferramentas numeéricas e graficas
com suporte estatistico para caracterizar o desempenho dos preditores. A
curva ROC mostra a relacao entre a taxa de verdadeiros positivos e a taxa de
falsos positivos, respectivamente nos eixos X e Y. Tem a ver com a precisao
da predicao dos genes através da pipeline: o verdadeiro positivo significa
o gene previsto corretamente e e falso positivo significa os genes previstos

incorretamente.

4.4 ANALISES COMPLEMENTARES

As técnicas usadas para analisar a qualidade de uma montagem
de transcriptoma também foram usadas para anotacdes de genoma. Uma
analise importante, sugerida por HAAS (2019b), pode ser feita usando o
BLAST+ em bancos de dados importantes de proteinas como o SwissProt
(ftp:/ /ftp.uniprot.org/pub/databases/uniprot/current release/knowled- ge-
base/complete/uniprot_sprot.fasta.gz) e TTEMBL(ftp://ftp.uniprot.org/pub/
databases/uniprot/current release/knowledgebase/complete/uniprot_trembl.

fasta.gz).
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Foi criada uma base de dados local de proteinas e aconteceu entao
uma pesquisa, para cada segmento full-length, do alinhamento que melhor se
identifica com uma proteina com a qual ocorre a homologia. Em seguida, €
executada a contagem das proteinas distribuidas pelas porcentagens do tama-
nho de cobertura dos alinhamentos dos transcritos com o melhor matching
na pesquisa (se uma proteina de destino corresponder a varias transcricoes
como seus melhores hits, ela € contada apenas uma vez, juntamente com
a transcricao que fornece a melhor BLAST hit score e o maior match length).

Todos os comandos aqui citados constam dos Apéndices C.2, C.3 e C.4.

4.5 SOLUCAO DE INTEGRACAO E AVALIACAO DE SOFTWARE DE ANOTACAO
GENOMICA

Para permitir que esse experimento fosse realizado novamente, pelo
menos em parte e com mais facilidade, foi criada uma solucao automatica
para gerar informacoes para a comparacao e verificacao da eficacia de dois

programas de anotacao genomica.

Usando Linux, por exemplo, € necessario instalar o Bio Perl, da mesma

forma os moédulos:

¢ Venn::Chart;

* Array::Contains;

Array::Utils;

List::Uniq;

* Bio::Seq;

Bio::SeqlO;

Trés scripts foram escritos na linguagem Perl. O primeiro script faz
um levantamento dos elementos que foram produzidos pelas pipelines ou, em

outras palavras, uma lista dos genes finais. Durante esse processo, o arquivo
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de anotacao genomica resultante € filtrado por uma expressao regular que

resulta nos nomes dos genes que sao gravados em um arquivo de destino.

Devido a diferenca na forma que textualmente as informacoes dos
genes sao apresentadas nos gerados gerados pelo PASA e MAKER (respec-
tivamente GFF3 e GFF), usados como entrada para os inventarios, o script
Perl precisou ser atualizado. Cada script foi adaptado as caracteristicas da
anotacao genomica de seu respectivo arquivo de entrada de dados. O arquivo
GFF gerado pelo MAKER foi utilizado pelo segundo modelo de script escrito
para inventario de genes. Os codigos fonte de todos os scripts aqui comenta-
dos estao nos Apéndices D.1, D.2 e D.3. Essa diferenca na forma de tabular
os dados, particularmente a identificacao dos genes existente entre arquivos
de anotacao genomica GFF e GFF3 torna necessaria outra configuracao de

expressao regular para a extracao dos dados.

Finalmente, temos o programa Ensemble Solution and Evaluation of
Genomic Annotation Software (o terceiro script). Aqui ele € usado para compa-
rar o PASA e o MAKER, mas pode ser usado para comparar quaisquer dois

programas de anotacao genomica que geram arquivos GFF3 e/ou GFF.
Essa solucao gera os seguintes relatorios:
* onlySW1.txt: lista dos genes anotados pela pipeline do software 1 (exclu-

sivamente);

* onlySW2.txt: lista dos genes anotados pela pipeline do software 2 (exclu-

sivamente);

* intersec.txt: lista dos genes anotados por ambas pipelines (interseccao

do conjunto);

¢ reportonlySW1.txt: informacodes provindas do GenBank sobre os genes

presentes exclusivamente na pipeline do software 1;

¢ reportonlySW2.txt: informacodes provindas do GenBank sobre os genes

presentes exclusivamente na pipeline do software 2;
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E dois diagramas comparativos, mostrando a distribuicao de genes

anotados pelo software:

* VennChart.png

* VennHistogram.png

A solucao acima e um arquivo ReadMe com explicacoes de uso estao
publicadas no GitHub em https://github.com/geraldocantelli/ensemble desde
27 de marco de 2020. Todos os scripts sao configuraveis, aceitam parametros
e estao registrados sob a GNU General Public License. Para que os relatorios
mais detalhados sejam gerados € preciso realizar o download de um arquivo
.GBFF do site do NCBI, mais especificamente do GenBank, que descreva a

anotacao da espécie em questao.

Com esse recurso, os relatorios reportonlySW1 e reportonlySW2 podem
listar os nomes dos genes exclusivos de cada software tabelados com sua
expressao CDS. Ha um diretorio no repositorio do GitHub com exemplos de

utilizacao deste programa gerando todas essas informacoes.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

No primeiro experimento, foi realizada uma comparacao entre os re-
sultados das pipelines do PASA e do MAKER para amostras de C. canephora
(DEREEPER et al., 2014), C. eugenioides e C. arabica, ambos provindos do
banco de dados do NCBI, em relacao ao completude do BUSCO (comparadas

evolutivamente com o genoma pré-anotado).

Para o segundo experimento, foram aplicados os testes de Mann-
Whitney a completude do BUSCO, ao numero de ortologos ausentes, e aos
resultados de precisao do GFFCompare. O terceiro experimento consistiu-se

de duas analises:

® Curvas ROC (geradas pelo PASA), e graficos NGx e sobre Misassemblies

(produzidos pelo software Quast);

* relatorios a respeito de k-mers (Quast).

Em seguida, estima-se o numero de proteinas pela porcentagem de
cobertura dos maximos alinhamentos, analisando esses dados para entender
como as propriedades de cada pipeline influenciaram nos resultados e qual

caracteristica € mais importante para um software de anotacao genomica.

5.1 EXPERIMENTO #1

Geneticamente proximas para o género Coffea, tomates (LIN et al.,
2005) foram usadas em todas as ferramentas de predicao e avaliacao deste

trabalho. (TRAN et al., 2018) diz que o tomate € a espécie mais proxima do
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cafeeiro com dados genomicos disponiveis, entre exemplos dos programas que
tiveram as ferramentas de predicao e analises configurados com genoma de
tomate, temos o software BUSCO e outros como o SNAP (KORF, 2004) (usado
pelo MAKER) e AUGUSTUS (STANKE; WAACK, 2003) (usado pelo PASA).

Para verificar se houve diferencas no desempenho entre o PASA e o MA-
KER, fizemos uma analise considerando a avaliacao da completude do BUSCO
para as duas pipelines, uma anotacao genomica em melhores condicoes foi
observada em C. arabica e C. eugenioides mas nao em C. canephora, para
ambas pipelines. Para essa ultima espécie foi usada a amostra do Coffea Ge-
nome Hub, ja para a espécie C. arabica foi usado o assembly AUK PRJEB421 1
vl (BioProject: PRJEB4211) e para C. eugenioides, BioProject: PRINA497891,

ambos do reposit 6rio do NCBI.

A Tabela 5.1 exibe a comparacao do desempenho da ferramenta PASA
antes de depois da execucao de sua pipeline, medida pela porcentagem de
completude e pelo numero de genes duplicados e fragmentados analisados
pelo BUSCO. E possivel notar que houve uma diminuicdo de completude do C.
canephora que pode ser explicado pelo fato de essa ser a amostra com a maior
qualidade de anotacao. Por outro lado, houve um aumento na porcentagem de
completude e de genes duplicados bem como diminuicao do numero de genes
fragmentados tanto para C. arabica quanto para C. eugenioides evidenciando

melhora na anotacao.

A mesma melhora pode ser vista na Tabela 5.2, também a seguir. Pode-
se perceber que o aumento na porcentagem de completude e a diminuicao do

numero de genes fragmentados foram maiores para a pipeline do MAKER:



Tabela 5.1: Comparacao do desempenho da ferramenta PASA - Completude do BUSCO

Pipeline do PASA Completude Duplicados Fragmentados
(%) (#) (#)

Amostras Antes Depois Aumento Antes Depois Aumento Antes Depois Diminuicao
Coffea canephora  96.3 95.5 -0.8 38 48 10 59 52 7
Coffea arabica 95.3 96.4 1.1 1258 1677 419 34 33 1
Coffea eugenioides 96.5  98.2 1.7 147 777 630 27 13 14
Média 96.0 96.8 481 834 353 40 34.6 7.4
Total 2.0 1059 22

Fonte: Pipeline do PASA
Tabela 5.2: Comparacao do desempenho da ferramenta PASA - Completude do BUSCO
Pipeline do MAKER Completude Duplicados Fragmentados
(%) (#) (#)

Amostras Antes Depois Aumento Antes Depois Aumento Antes Depois Diminuicao
Coffea canephora 96.3 95.5 -0.8 38 44 6 59 52 7
Coffea arabica 95.3 98.0 2.7 1258 1665 407 34 15 19
Coffea eugenioides 96.5 98.6 2.1 147 756 609 27 11 16
Meédia 96.0 97.3 481 821.6 340.6 40 26 14
Total 4.0 1022 42

Fonte: Pipeline do PASA

1*174
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Observando o indice de alteracao por espécie, a menor diferenca € en-
contrada na amostra de C. canephora, pois esta € a melhor amostra genémica
montada, comparada as amostras de C. arabica e C. eugenioides. Portanto,
a qualidade da anotacao genomica influenciou diretamente na variacao da

completude do BUSCO antes e apos a execucao dos pipelines.

5.2 EXPERIMENTO #2

Trabalhando com os genomas de café, as informacodes de genes ausen-
tes do BUSCO, além de sua completude foram calculadas apos a execucao dos
pipelines e o teste de Mann-Whitney foi realizado com essas informacoes mais
a precisao calculada pelo software GFFCompare (entre os arquivos GFF antes
e depois das pipelines). Todas as experiéncias apresentadas aqui tém uma
margem de confianca de 98,48% calculada pelo software MiniTab (MINITAB,

2019), que foi utilizado para todos os calculos estatisticos.

Com base na premissa Hy de que o desempenho de ambos os progra-
mas é equivalente, foram realizados dois testes com hipoteses alternativas
que buscaram rejeitar essa premissa ou equivaléncia afirmando hora que o
desempenho do PASA era melhor que o do MAKER e hora que o desempenho
do MAKER era superior ao do PASA. Estabeleceu-se o = 0,05 e calcularam-se
o valor-p de cada hipotese alternativa. A primeira experiéncia analisou quanto
aos genes perdidos do BUSCO (Tabela 5.3):

Tabela 5.3: Analise de Mann-Whitney sobre os genes ausentes do BUSCO,
hipotese: MAKER tem melhor desempenho que PASA

Categoria BUSCO missing genes
Premissa (Hp) Performance Equivalente
Hypotese Alternativa (H;) MAKER >PASA
Meétodo valor-w valor-p
Nao ajustado para empates 15,00 0,844

Fonte: Software Minitab e pipelines
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Observando-se a Tabela 5.3 vemos que o valor-p € 0,844 (maior que
0,05), entao nao se pode rejeitar a equivaléncia ou igualdade. Para comprovar
essa equivaléncia, outro experimento foi realizado, invertendo-se a hipotese

alternativa:

Na Tabela 5.4 vé-se que considerando H; como PASA com melhor
desempenho que o MAKER, o valor-p também é maior que 0,05 (reforcando
Hp), mas em comparacao com o primeiro valor-p da ultima experiéncia, €
menor que este, isso pode indicar uma vantagem do MAKER neste ponto
sobre o PASA.

Tabela 5.4: Analise de Mann-Whitney sobre os genes ausentes do BUSCO,
hipotese: PASA tem melhor desempenho que MAKER

Categoria BUSCO missing genes
Premissa (Hp) Performance Equivalente
Hypotese Alternativa (H;) MAKER <PASA
Meétodo Valor-W valor-p
Nao ajustado para empates 15,00 0,235
Ajustado para empates 15,00 0,234

Fonte: Software Minitab e pipelines

Utilizando o mesmo teste estatistico, foi observada a precisao indicada
pelo software GFFCompare, mais uma vez nao foi possivel afirmar que uma
pipeline tem melhor desempenho que a outra, pois o mesmo resultado foi

encontrado para ambas hipoteses alternativas (e com valor — p > Q):

valor — p = 0,557

Por fim, tentamos o teste de Mann-Whitney com o indicador Comple-
tude do BUSCO:

valor — pyaKER >pasa = 0,386
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valor — ppasa >MAKER = 0,718

Neste ultimo experimento estatistico, o PASA obteve melhores resulta-
dos que o MAKER contudo sendo ambos valores de p maiores que 0,05 fica
reforcada a hipotese de equivaléncia. Portanto, considerando todas essas
trés analises, nao podemos concluir que a execucao de um pipeline seja
melhor que a outra. Como mostrado em comparacoes adicionais, ambos os

programas melhoraram a qualidade da anotacao genomica das amostras.

5.3 EXPERIMENTO #3

O pipeline da PASA gerou automaticamente graficos das curvas ROC
vistas na Figura 5.1, indicando a precisao na predicao genémica das amostras,
comparando-se seu estado inicial e de apos as atualizacoes feitas pela propria

pipeline.
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TRUE POSITIVE RATE (TPR)

C. arabical (NCBI)
FALSE POSITIVE RATE (FPR) FALSE POSITIVE RATE (FPR)

TRUE POSITIVE RATE (TPR)

C. arabica (IVAMOTO)
FALSE POSITIVE RATE (FPR) FALSE POSITIVE RATE (FPR)

TRUE POSITIVE RATE (TPR)

C. canephora (CGH)
FALSE POSITIVE RATE (FPR) FALSE POSITIVE RATE (FPR)

/{// 4

-

TRUE POSITIVE RATE (TPR)

C. eugenioides (NCBI)
FALSE POSITIVE RATE (FPR) FALSE POSITIVE RATE (FPR)

Figura 5.1: Quadro comparativo das curvas ROC para as trés espécies de
café entre o antes e o depois da execucao da pipeline de anotacao proposto
neste trabalho.

Fonte: Pipeline do PASA

Para ter certeza de que depois da pipeline houve melhora na predicao
dos genes foram recuperados da ferramenta PASA as informacoes numéricas
da construcao da referida curva. A Tabela 5.5 mostra as médias do valor da
area sob a curva ROC (AUC) antes de cada pipeline e depois das alteracoes

promovidas por elas:
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Tabela 5.5: Médias da medida AUC (area under curve) das curvas ROC do
experimento

AUC (média)
Amostras Fonte

Antes Depois
C. arabica Ivamoto 0,709 0,889

C. canephora CGH 0,724 0,874
C. eugenioides NCBI 0,711 0,892
Fonte: Pipeline do PASA

Quanto maior a area sob a curva ROC, maior a assertividade da
predicao dos genes e foi verificado isso depois da execucao das pipelines.
Portanto, como pode-se ver na Tabela 5.5, o software PASA apresentou um
aumento na qualidade da anotacao genomica das amostras, provavelmente
devido a eficacia de seu algoritmo que trabalha com a identificacao de todos
os possiveis splices alternativos para gerar a anotacao e resolver o problema

de incerteza dos programas de predicao.

Aplicando o software Quast para avaliar a anotacao gendémica de C.
arabica do NCBI, antes e depois das pipelines PASA e MAKER, temos os
graficos resultantes na Figura 5.2. Na linha A, o grafico de NGx mostra maior
porcentagem do tamanho do genoma de referéncia com o mesmo tamanho de
contig apos a pipeline para o PASA, mas nao houve alteracoes para o MAKER
no depois relativo a antes da pipeline (por isso os graficos deste software

foram omitidos da referida Figura).

Sobre a porcentagem de cobertura do genoma de contigs montadas
incorretamente, mostrada na linha B, para o PASA, a porcentagem das con-
tigs mal montadas € menor que a do MAKER, que novamente nao mostrou
alteracao em relacao a situacao inicial do processo. Essas duas ultimas
analises destacam como o PASA transforma especialmente a estrutura da
anotacao da amostra, possivelmente por causa do seu algoritmo que estipula

todas as possibilidades de splices alternativos.
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O software Quast também produziu relatoérios sobre o niimero de k-

mers encontrados, que pode ser visto na Tabela 5.6 (foram calculados para

antes da execucao das pipelines e também sobre as informac¢oes obtidas apos

as mesmas):

Tabela 5.6: Numero de k-mers distintos encontrado pelo software Quast nas
sequéncias de C. arabica

C. arabica N¢® total de k-mers N°¢ de sequéncias

Antes 1091822262
PASA 783381588
MAKER 1091822262

2833
3056
2833

Fonte: Software Quast

A tabela 5.6 representa que o numero total de k-mers encontrados
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no genoma depois da pipeline do PASA € menor do que antes e que MAKER
manteve-se constante. Na tese de doutorado de ALMEIDA (2013) foi estabele-
cida uma relacao entre a quantidade de k-mers encontrada no genoma € nas
sequéncias e o numero de erros na anotacao. Em seu estudo, ele apresenta
que através de um genoma completamente mapeado, € possivel demonstrar
a relacao do numero de erros com o aumento da quantidade de cobertura.
A Figura 5.3 apresenta um grafico com duas linhas tracadas. A primeira,
marcada com circulos, indica a quantidade de k-mers distintos encontrados
nas bibliotecas a cada sequenciamento gerado com um certo numero de
cobertura. A segunda linha, marcada com losangos, mostra a quantidade
de k-mers distintos encontrados nas bibliotecas que de fato fazem parte do
genoma. A diferenca entre a quantidade de k-mers distintos encontrados nas
bibliotecas versus a quantidade de k-mers distintos existentes no genoma € o

total de erros de sequenciamento existente.
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Figura 5.3: Quantidade de k-mer distintos no genoma versus quantidade de
k-mer distintos sequenciados.

Fonte: (ALMEIDA, 2013)

Portanto ha uma evidéncia de que o PASA diminuiu a quantidade de
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erros na anotacao visto que o numero de k-mers nas sequéncias € menor
depois de sua execucao. Sobre os k-mers encontrados apos a pipeline do
MAKER, praticamente a mesma situacao € encontrada no final, se comparada
com o inicio do processo. A unica diferenca para o MAKER é o numero de
super k-mers (pequena diferenca). Portanto, a melhoria alcancada pelo PASA

na analise de k-mers nao pode ser percebida nessa pipeline.

Os relatorios completos sobre k-mers de antes das pipelines e depois
de cada uma estao nos Apéndices C.6, C.7 e C.8. Essa € mais uma evidéncia
da eficiéncia do algoritmo do PASA que privilegia a informacao de todos os

possiveis splices alternativos para orientar o trabalho de anotacao.

5.4 EXPERIMENTO #4

Usando o BLAST+ com o banco de dados SwissProt com o genoma de C.
arabica antes e depois das duas pipelines, poderiamos ampliar a comparacao
entre o desempenho de PASA e MAKER. A Tabela 5.7 mostra evidéncias do

experimento:
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Tabela 5.7: Numero de proteinas por porcentagem de cobertura nos maximos

alinhamentos - C. arabica (Antes e Depois das pipelines)
Legenda:

%: faixa de porcentagem do alinhamento maximo coberto pelas proteinas encontradas
“bin” indica o namero de proteinas nesse intervalo de porcentagem

“bin_below” indicou soma de proteinas na faixa percentual anterior.

% Antes Depois PASA Depois MAKER
bin bin below bin bin below bin bin _below
100 40 40 1373 1373 40 40
90 12 52 527 1900 12 52
80 13 65 461 2361 13 65
70 17 82 692 3053 17 82

60 24 106 835 3888 24 106
50 17 123 1227 5115 17 123
40 22 145 1608 6723 22 145

30 7 152 2169 8892 7 152
20 11 163 2580 11472 11 163
10 3 166 814 12286 3 166

Fonte: Pipelines de PASA e MAKER

Apos a execucao da pipeline do PASA, o numero de proteinas com
homologia encontrada € muito mais expressivo, inclusive na secao 100%. Isso

prova a melhoria na qualidade da anotacao genomica da amostra.

Observe que as colunas “Antes” e “Depois MAKER” apresentam os
mesmos resultados, entao concluimos que nao ha diferenca no desempenho
de antes e depois da pipeline do MAKER nesse quesito. Considerando os
resultados do PASA neste topico, concluimos que ele melhorou a qualidade da
anotacao genomica da amostra devido ao seu foco em trabalhar com todas os
splicing alternativos possiveis. O MAKER nao usa essa funcao dentro de seu
algoritmo para corrigir a precisao da predicao genomica. A anotacao genomica
das atualizacoes geradas agora pode ser disponibilizada em bancos de dados

biologicos em todo o mundo.
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5.5 ENSEMBLE SOLUTION SCRIPT

O programa “Software Ensemble Solution para a Avaliacao de Software
de Anotacao Genomica” foi criado e aplicado para integrar os resultados de
ambas as pipelines e gerar relatorios e diagramas que permitissem discutir as

informacoes geradas.

A Figura 5.4 exibe um diagrama de Venn com os conjuntos de genes
encontrados nas pipelines de PASA e MAKER aplicados ao genoma de C.
canephora provindo do NCBI, indicando que 19159 genes estao presentes
nas duas pipelines, 6413 genes apareceram exclusivamente na pipeline do
PASA e nenhum apareceu exclusivamente na pipeline do MAKER. Resultados
idénticos se refletiram no histograma de Venn que também foi gerado pelo

software (vide Apéndice D.1).
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Yenn diagram - Pipelines Conmparison

M rAsA
M naker

Figura 5.4: Diagrama de Venn - Numero de genes encontrados nas pipelines
PASA e MAKER

Fonte: Software Ensemble Solution para Comparacao de Software de Anotacao

Genomica

Nossos resultados mostram que o PASA pode identificar mais genes
exclusivos. E importante lembrar que o MAKER foi usado aqui apenas com
dados de entrada genomicos (arquivos do genoma de café: FASTA e GFF3).
A intencao € destacar o impacto do uso da estimativa de todos os splices

alternativos pelo algoritmo PASA, diante da nao utilizacao deste como método.
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O software também gerou arquivos de relatoério com informacgoes sobre
os genes encontrados exclusivamente por cada pipelines e sobre a interseccao
do conjunto geral, ou seja, genes encontrados por ambos processos. Esse

arquivo para o relatorio exclusivo do MAKER ficou vazio.

Regides proximas aos centromeros normalmente tém um numero mais
alto de DNA repetitivo, transposons e um nimero menor de genes. E impor-
tante observar que, devido a trechos de DNA repetitivos, também € mais dificil
ter uma boa montagem de genoma nessas regioes e, consequentemente, uma
montagem inadequada de genoma também influencia a anotacao. Através da
informacao da planilha extraida do site Ensembl Plants foi possivel observar
que a anotacao do genoma gerada pelo PASA para C. canephora (dados de
start e stop codon) se distribui igualmente por todos os locais de todos os
cromossomos: tanto nos centromeros quanto nos telomeros. Conclui-se dai
que o PASA apresenta a mesma capacidade de localizar genes em todas as
partes do cromossomo, quando muitos programas de anotacao genomica
nao conseguem fazer isso. Essa pode ser uma vantagem adicional do PASA
relacionada a outros programas, pertencente a sua capacidade de detectar

splices alternativos como uma maneira de organizar a anotacao.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho propoe estudar qual propriedade € mais desejavel em
um software de anotacao gendmica e para isso comparou o PASA e o MAKER,
ambos trabalhando em amostras de C. canephora, C. eugenioides e C. arabica

(de mais de uma fonte de bancos de dados genémicos/transcriptomicos).

Programas que avaliam anota¢oes genomicas como BUSCO e Quast
foram utilizados para alimentar as analises estatisticas de Mann-Whitney.
Valores mensuraveis (numeéricos) e também graficos foram gerados, como as
curvas ROC e o grafico NGx. Dados recuperados do site da Ensembl Plants
permitiram investigar a distribuicao da localizacao por parte do PASA dos

genes em todo o cromossomo da amostra do género Coffea.

Os testes estatisticos revelaram similaridade no desempenho de ambos
os programas, PASA e MAKER, através da analise dos resultados de suas
pipelines. No entanto, o PASA € mais sensivel para detectar genes em todas
as regioes cromossomicas e detecta um maior numero de genes exclusivos
e também de proteinas devido ao seu método de estimar todos os splicing
alternativos para seu funcionamento. Este trabalho mostra a importancia

dessa técnica para a sensibilidade de uma ferramenta de anotacao genomica.

Uma nova ferramenta para analise de programas de anotacao gendomica
foi desenvolvida para poder possilitar que outros programas possam ser com-
parados, inclusive com geracao de graficos de Venn e relatorios sobre genes
exclusivos de cada pipeline, e agora esta disponivel na Plataforma GitHub
(https://github.com/geraldocantelli/ensemble). Novas versoes de arquivos

FASTA do genoma de C. arabica, C. eugenioides e C. canephora também es-
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tarao disponiveis no banco de dados de genoma do Instituto Europeu de
Bioinformatica (EMBL-EBI).
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APENDICE A - PIPELINE DE MONTAGEM DE ALINHAMENTOS E
ANOTACAO DO PASA

A sequéncia de entrada de transcritos foi selecionada e aparada para
regioes de sequéncia de baixa qualidade e caudas poli (A) usando os protocolos
de limpeza de sequéncia TIGR Gene Indices (QUACKENBUSH et al., 2001)

implementada na ferramenta SeqClean.

Depois de removidas as regioes de sequéncias irrelevantes de transcri-
tos, as sequéncias de entrada foram alinhadas contra o genoma completo de
cada uma das trés amostras de café usando programas de alinhamento de
cDNA: BLAT e GMAP, como indica o esquema da Figura A.1:
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Figura A.1: Pipeline Principal PASA - 12 parte

Fonte: O Autor

O comando que inicia a pipeline € o seguinte (é preciso também
certificar-se que os arquivos de genoma foram renomeados para genome_sam
ple.fasta, os arquivos de transcriptoma renomeados para all transcripts.fasta,
e os arquivos GFF3 para orig annotations_sample.gff3 antes de iniciarem-se

0S pProcessos):

Listing A.1: Comando inicial da pipeline do PASA

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $align_assembly_config_file -C -r -R
—g genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean -T -u

all _transcripts.fasta -f FL_accs.txt —-—-ALIGNERS S$ALIGNERS --CPU
$SCPU —-N $num_top_hits —--TDN tdn.accs --—
IMPORT_CUSTOM_ALIGNMENTS_GFF3 custom_alignments.gff3

$CPU configura o numero de processos concorrentes que serao inicia-

dos em paralelo para cada passo importante da pipeline.




67

Em $num _top_hits estara o numero de alinhamentos de splicing alter-

nativo com top score (default: 2)

A opcao —just_align _assembly configura que o sistema funcione apenas

até atingir sua parte inicial de montagem de alinhamento.

Iniciado o processo, serao executados os seguintes comandos mostra-

dos na Figura A.2:

Figura A.2: Tela Inicial de Execucao do PASA

Fonte: O Autor

A primeira linha indica o comeco do Running Alignment Assembly,
seguido da instrucao da Figura A.2. Entao ocorre a conexao com o banco de
dados no diretério /tmp com o nome indicado no arquivo de configuracao

alignAssembly.config.

De dentro do diretorio scripts, € invocado o procedimento create_sqlite_
cdnaassembly_db.dbi que cria os objetos do banco de dados e em seguida
upload._transcript_data.dbi faz o carregamento dos arquivos de entrada para o

banco.

S0 entao € dado o comando para a chamada dos aligners blat e gmap,
através do script em Perl chamado run_spliced_aligners.pl e depois o processo

do software blat € iniciado.
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Figura A.3: Aligners blat e gmap em acao

Fonte: O Autor

Ja na Figura A.3 tem-se a continuacao do processamento de blat,
notadamente com a execucao do script blat_top_hit_extractor.pl e a criacao do
diretorio blat out dir. Logo apos o componente import_spliced alignment.dbi
aciona ambos aligners blat e gmap utilizando como material de trabalho o
proprio banco de dados em /tmp/arabicaNCBIEmbrapaSRA.sqlite e gerando

respectivamente os arquivos:

*blat.spliced_alignments.gff3

egmap.spliced alignments.gff3
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Figura A.4: Extracao de frequéncias de base

Fonte: O Autor

Entao o mesmo componente import_spliced_alignment.dbi passa a tra-
tar os alinhamentos customizados, desde que essa opcao tenha sido declarada
no lancamento da pipeline. Neste momento € ativado o plugin Transdecoder
passando a analisar o arquivo de transcritos que foi limpo por SeqClean e €

dado inicio ao calculo das frequéncias das bases.

Figura A.5: CDS das 500 maiores ORFs

Fonte: O Autor

Ocorre a criacao da pasta all transcripts.fasta.clean.transdecoder_dir
e arquivos de scores se estabelecem ai dentro. Destaque para o arquivo que
contém as 500 maiores ORFs em formato CDS e o inicio do calculo de métricas

gravadas em arquivos chamados scores.
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Figura A.6: Scripts para geracao de estatisticas

Fonte: O Autor

Na Figura A.6, os scripts feature_scores_to_ROC.pl e compute AUC.pl
fornecem dados para que RScript possa ser invocado e criar graficos de curvas

ROC em arquivos de formato PDF.

Nota-se a importancia da criacao do arquivo: all transcripts.fasta.clean.
transdecoder.g[f3 a partir do arquivo de starts revisados dos melhores candi-
datos dos CDS das maiores ORFs.

Em seguida, o script gff3_file_to_proteins.pl inicia processos nesta e na
proxima figura que transformam dados deste gff3 para sua versao em .bed e

.pep (proteinas).
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+

Figura A.7: Extracao de Full lenght Accessions

Fonte: O Autor

A Figura A.7 representa uma continuacao da anterior com o acréscimo
da criacao do arquivo .cds e da geracao dos dados dos codigos de Full Length
Acession (.fl_ accs), também a partir do importante all transcripts.fasta.clean.
transdecoder.qff3.

Na seguinte Figura A.8 tem-se a acao do componente PASA_transcripts
_and_assemblies_ to_.GFF3.dbi criando arquivos nao apenas no formato .gff3

mas também .bed e .gtf assim como:

evalid_blat_alignments e failed_blat_alignments
evalid gmap_alignments e failed gmap_alignments

evalid_custom_alignments e failed_custom_alignments
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Figura A.8: Componente PASA transcripts_and assemblies_ to GFF3.dbi

Fonte: O Autor

E finalizando esta parte da pipeline, iniciada pelo comando mostrado
no Listing de codigo-fonte A.1, tem-se a execucao de componentes que reali-
zam o carregamento dos assemblies para o banco de dados, a criacao e a carga
dos subclusters. Destacam-se os componentes alignment_assembly_to_gene
_models.dbi e PASA transcripts_and_assemblies_to_.GFF3.dbi que por sua vez

gerara os arquivos:

*$DBname.pasa_assemblies.gff3
e$DBname.pasa_assemblies.bed

*$DBname.pasa_assemblies.gtf

O ultimo arquivo gerado nesta fase € $DBname.pasa_assemblies_described.txt

cuja importancia € descrever para cada assembly, suas partes constituintes
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(cDNAS, ESTs, por exemplo), sua orientacao e faixa(s) em que ocorre(m) o(s)

alinhamento(s).

ibly_db_loader,dbi M

R R R
C J eb t e the ul H4
AR R

ed, | P: b t g

B S S S S s s

Figura A.9: Finalizacao da primeira parte da pipeline

Fonte: O Autor

Entao inicia-se nova fase, a das comparacoes de anotacoes; a primeira
€ uma comparacao com as anotacoes originais (indicadas pelo arquivo no

parametro annots) :

Listing A.2: Comando da primeira rodada de comparacoes

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $annot_compare_config_file —-g
2 |genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean -A -L —-

3 |annots orig_annotations_sample.gff3 —-CPU S$CPU
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PRing

Figura A.10: Primeira rodada de comparacoes de anotacoes

Fonte: O Autor

Entao iniciar-se-a a segunda parte, representada no esquema abaixo:
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Figura A.11: Pipeline Principal PASA - 22 parte

Fonte: O Autor

Durante este processo pode ocorrer a criacao do seguinte arquivo:

*$DBname.gene_structures_post_PASA_updates.number.gff3

Este arquivo ficara zerado apenas se nenhuma estrutura de gene for
atualizada pelo algoritmo do PASA. Operacoes como novos genes, split, merge,

add e extends sao as mais comuns.

Caso haja alteracoes, uma segunda rodada de comparacoes passa a

ocorrer com o seguinte comando:

Listing A.3: Comando da segunda rodada de comparacoes

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $annot_compare_config_file —-g
2 |genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean -A -L —-—

3 |annots S$recent_update_file —-CPU S$CPU
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Substituindo-se $recent_update_file pelo arquivo ultimo citado. E o

resultado sera:

#ﬂ####ﬂ####ﬂ#######*#ﬂ####ﬂ####ﬂ####ﬂ####ﬂ#######*#ﬂ####ﬂ####ﬂ#
## Fini . leb o he results
###############################################################

Figura A.12: Segunda rodada de comparacoes de anotacoes

Fonte: O Autor

Para proceder a busca dos resultados de splicing alternativo deve-se

recorrer a seguinte instrucao:

Listing A.4: Comando por Splicing Alternativo

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $annot_compare_config_file —g
2 |genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean --CPU $CPU --
3 |ALT_SPLICE
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Figura A.13: Busca de resultados por Splicing Alternativo

Fonte: O Autor

A ultima etapa se baseia em localizar as Open Reading Frames e
geracao de significativas estatisticas para o entendimento de todo o processo

e comeca desta maneira:

Listing A.5: Comando para busca de ORFs e estatisticas

1 ../scripts/pasa_asmbls_to_training_set.dbi --
pasa_transcripts_fasta
2 | $DBname.assemblies.fasta —-pasa_transcripts_gff3 $DBname.

3 |pasa_assemblies.gff3

Figura A.14: Buscando ORFs: calculando frequéncias de bases

Fonte: O Autor



Figura A.15: Buscando ORFs: Gerando estatisticas - A

Fonte: O Autor

Figura A.16: Buscando ORFs: Gerando estatisticas - B

Fonte: O Autor



Figura A.17: Buscando ORFs: Gerando estatisticas - C

Fonte: O Autor
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APENDICE B - PARAMETROS DE UTILIZACAO DO SOFTWARE MAKER

Para iniciar a pipeline, nos precisamos configurar os parametros:

Listing B.1: Esse comando cria trés arquivos de configuracao:

ker_bopts.cpl, maker_exe.cpl e maker_opts.cpl

ma-

1 |% maker -CTL

Entre os arquivos criados, o tinico customizado para este trabalho foi

maker_opts.cpl (cujas configuracoes estao a seguir):

Listing B.2: Conteudo do arquivo de configuracao: maker_bopts.cpl, utilizado

para este trabalho

1 [ #—— Genome (these are always required)

2 |genome=./genome_sample.fasta #genome sequence (fasta file or fasta

embeded in GFF3 file)

3 |organism_type=eukaryotic #eukaryotic or prokaryotic. Default is

eukaryotic

4

5 | #-——— Re—annotation Using MAKER Derived GFF3

6 |maker_gff= #maker derived GFF3 file

7 |est_pass=0 #use ESTs in maker_gff: 1 = yes, 0 = no

8 |altest_pass=0 #use alternate organism ESTs in maker_gff:
= no

9 |protein_pass=0 #use protein alignments in maker_gff: 1 =
no

10 | rm_pass=0 #use repeats in maker_gff: 1 = yes, 0 = no

11 |model_pass=0 #use gene models in maker_gff: 1 = yes, 0 =

12 |pred_pass=0 #use ab-initio predictions in maker_gff: 1 =

no

1 =

yes,

no

yes,

yes,

0

0 =

0
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other_pass=0 #passthrough anyything else in maker_gff: 1 = yes, 0 =

no

- EST Evidence (for best results provide a file for at least
one)

est= #set of ESTs or assembled mRNA-seqg in fasta format

altest= #EST/cDNA sequence file in fasta format from an alternate
organism

est_gff= #aligned ESTs or mRNA-seq from an external GFF3 file

altest_gff= #aligned ESTs from a closly relate species in GFF3

format

- Protein Homology Evidence (for best results provide a file
for at least one)

protein= #protein sequence file in fasta format (i.e. from mutiple
oransisms)

protein_gff= #aligned protein homology evidence from an external

GFF3 file

- Repeat Masking (leave values blank to skip repeat masking)

model_org= #select a model organism for RepBase masking in
RepeatMasker

rmlib= #provide an organism specific repeat library in fasta format

for RepeatMasker

repeat_protein= #provide a fasta file of transposable element
proteins for RepeatRunner

rm_gff= #pre-identified repeat elements from an external GFF3 file

prok_rm=0 #forces MAKER to repeatmask prokaryotes (no reason to
change this), 1 = yes, 0 = no

softmask=1 #use soft-masking rather than hard-masking in BLAST (i.e

seg and dust filtering)

#———- Gene Prediction

snaphmm= #SNAP HMM file

gmhmm= #GeneMark HMM file

augustus_species= tomato #Augustus gene prediction species model
fgenesh_par_file= #FGENESH parameter file

pred_gff= #ab-initio predictions from an external GFF3 file

model_gff= ./orig_annotations_sample.gff3 #annotated gene models
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from an external GFF3 file (annotation pass-through)

est2genome=0 #infer gene predictions directly from ESTs, 1 = yes, O
= no

protein2genome=0 #infer predictions from protein homology, 1 = yes,
0 = no

trna=0 #find tRNAs with tRNAscan, 1 = yes, 0 = no
snoscan_rrna= #rRNA file to have Snoscan find snoRNAs

unmask=0 #also run ab-initio prediction programs on unmasked

sequence, 1 = yes, 0 = no
- Other Annotation Feature Types (features MAKER does not
recognize)

other_gff= #extra features to pass-through to final MAKER generated
GFF3 file

#——- External Application Behavior Options

alt_peptide=C #amino acid used to replace non-standard amino acids
in BLAST databases

cpus=1 #max number of cpus to use in BLAST and RepeatMasker (not

for MPI, leave 1 when using MPI)

- MAKER Behavior Options

max_dna_len=100000 #length for dividing up contigs into chunks (
increases/decreases memory usage)

min_contig=1 #skip genome contigs below this length (under 10kb are

often useless)

pred_flank=200 #flank for extending evidence clusters sent to gene
predictors

pred_stats=0 #report AED and QI statistics for all predictions as
well as models

AED_threshold=1 #Maximum Annotation Edit Distance allowed (bound by

0 and 1)

min_protein=0 #require at least this many amino acids in predicted
proteins

alt_splice=0 #Take extra steps to try and find alternative splicing
, 1L = vyes, 0 = no

always_complete=0 #extra steps to force start and stop codons, 1 =

yes, 0 = no
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map_forward=0 #map names and attributes forward from old GFF3 genes
, 1 = vyes, 0 = no

keep_preds=0 #Concordance threshold to add unsupported gene
prediction (bound by 0 and 1)

split_hit=10000 #length for the splitting of hits (expected max
intron size for evidence alignments)

single_exon=0 #consider single exon EST evidence when generating
annotations, 1 = yes, 0 = no

single_length=250 #min length required for single exon ESTs if

correct_est_fusion=0 #limits use of ESTs in annotation to avoid

fusion genes

tries=2 #number of times to try a contig if there is a failure for
some reason

clean_try=0 #remove all data from previous run before retrying, 1 =
yes, 0 = no

clean_up=0 #removes theVoid directory with individual analysis
files, 1 = yes, 0 = no

TMP= #specify a directory other than the system default temporary

directory for temporary files

Finalmente para dar inicio ao processo:

Listing B.3: Este comando dispara a pipeline do MAKER

% maker
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APENDICE C - COMANDOS GERAIS

Listing C.1: Gerando a comparacao entre o antes e depois com GFFCompare

g b W N =

$ gffcompare -R -r arabicaNCBI.assemblies.transdecoder.genome.gff3

-0 GFFComparePasa_arabicaNCBI orig_annotations_sample.gff3

$ gffcompare -R -r arabicaNCBI.gff3Merge.gff3

-0 GFFCompareMaker_arabicaNCBI orig_annotations_sample.gff3

Listing C.2: Este comando cria os arquivos de banco de dados local UniProt,

preparando o ambiente para a experiéncia

% makeblastdb -in uniprot_sprot.fasta -dbtype prot

Listing C.3: Rodando a busca pelos maximos alinhamentos e gerando o

arquivo blastx.outfmt6

% blastx —query genome_sample.fasta —-db uniprot_sprot.fasta
—out blastx.outfmt6 -evalue 1le-20 -num_threads 6

-max_target_seqgs 1 -outfmt 6

Listing C.4: Processamento do arquivo blastx.outfmt6: contabilizando a

contagem das proteinas por cobertura de alinhamento e gerando relatorios

% STRINITY_HOME/util/analyze_blastPlus_topHit_coverage.pl blastx.

outfmt6 genome_sample.fasta uniprot_sprot.fasta
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Listing C.5: Criacao do arquivo GTF pelo MAKER a partir do comando

gff3 merge

1 | /opt/biocinformatics/share/maker2/maker/bin/gff3_merge -d

log

genome_sample.maker.output/genome_sample_master_datastore_index.

Listing C.6: Resultado dos k-mers antes das pipelines

© 00 N O O s W N~

N N N N N N N o o e e e e e e
O W N = O © 0N O O b W N = O

1st stage:
2nd stage:

Total

Tmp size

4.7829s
128.74s
133.523s
862MB

Total no.

Stats:
No. of k-mers below min. threshold
No. of k-mers above max. threshold
No. of unique k-mers
No. of unique counted k-mers
Total no. of k-mers

of sequences

Total no. of super—-k-mers
1st stage: 1.73841ls
2nd stage: 0.175773s
Total 1.91418s
Tmp size OMB

Stats:
No. of
No. of
No. of
No. of

k-mers below min. threshold
k-mers above max. threshold
unique k-mers

unique counted k-mers

Total no.
Total no.

Total no.

of k-mers
of sequences

of super-k-mers

0
129927993
816660752
686732759

1091822262
2833
22269819

282498

o 9 O O o o o

Listing C.7: Resultado dos k-mers depois da pipeline do PASA




© 00 N O O W N -

N N N N N N N o o e e e e e e
Ok W= O © 0N O O b W N = O

1st stage:
2nd stage:

Total

Tmp size

Stats:

4.33928s
7.3649s
11.7042s

638MB

No. of k-mers below min. threshold

No. of k-mers above max. threshold

No. of unique k-mers

No. of unique counted k-mers

Total no.
Total no.

Total no.

of k-mers
of sequences

of super-k-mers

1st stage:
2nd stage:

Total

Tmp size

2.18952s
0.124125s
2.31365s

OMB

No. of k-mers below min. threshold

No. of k-mers above max. threshold

No. of unique k-mers

No. of unique counted k-mers

Total no.
Total no.

Total no.

of k-mers
of sequences

of super-k-mers

0
162468062
162471118

3056
783381588
1165653
16726948

282498

O J9 O O o o O

Listing C.8: Resultado dos k-mers depois da pipeline do MAKER

© 00 N O O s W N -

—
o

1st stage: 4.7829s

2nd stage: 128.74s

Total 133.523s

Tmp size 862MB

Stats:
No. of k-mers below min. threshold 0
No. of k-mers above max. threshold 129927993
No. of unigque k-mers 816660752
No. of unique counted k-mers 686732759
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Total no. of k-mers

Total no. of sequences

Total no. of super-k-mers

1st stage:
2nd stage:

Total

Tmp size

Stats:
No. of
No. of
No. of
No. of

1.73841s
0.175773s
1.91418s
OMB

k-mers below min. threshold
k-mers above max. threshold
unique k-mers

unigque counted k-mers

Total no. of k-mers

Total no. of sequences

Total no. of super—-k-mers

1091822262
2833
22269819

282498

o 9 O o o o o
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APENDICE D - ENSEMBLE SOLUTION AND EVALUATION OF GENOMIC

ANNOTATION SOFTWARE

Listing D.1: Script em Perl do Inventorio usado para a pipeline do PASA

© 00 N O O s W N =

e e e e e e T
N O Ok WN = O

#!/usr/bin/perl

my S$fonteDestino = $ARGV([O0];

my $gravaDestino SARGV[1];

my $line;

open (IN, S$fonteDestino) or die ;

open (my $fh, , SgravaDestino) or die ;

while ($line = <IN>) {

chomp ($1line);

if ($line="/.*gene.*Name=(.x*)/) {
print ($fh ) ;

}

}

close ($fh);

close (IN);

exit 0;

Listing D.2: Script em Perl do Inventorio usado para a pipeline do MAKER

S O~ W N

#!/usr/bin/perl

SARGV[0];
SARGV[1];

my $fonteDestino

my $gravaDestino
my $line;

open (IN, S$fonteDestino) or die ;




7 |open(my S$fh, , SgravaDestino) or die
8 |while (Sline = <IN>) {
9

10 |chomp ($1ine);
11 |if ($line="/.*gene.x;Name=([\w\d\_]1+); .x/) {

12 print ($fh ) ;
13 |}
14 |}

15 |close ($fh);
16 |close (IN);
17 |exit 0;
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Listing D.3: Script of the Ensembl Solution for Comparison of Genomic

Annotation Software

use warnings;
use Carp;

use strict;

use Venn::Chart;
use Array::Contains;
use Array::Utils gw(:all);

use List::Unig ;

© 00 N O O s W N =

use Bio::Seqg;

—
o

use Bio::SeqlO;

— =
W N

#!/usr/bin/perl
my S$gravaDestinoSWl

[a—
S

SARGVI[1];
SARGV[3];

—
o1

my S$gravaDestinoSwW2

—
(o))

my S$INTERSEC = ;

—
0 N

my $fileonlySWl = ;

—
©

my $fileonlySW2 ;

NN
— O

my $line;

N
N

open (IN, SgravaDestinoSWl) or die

N N
>

open (my S$fh, , S$INTERSEC) or die
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26
27
28
29
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49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

my @SW1;
my @SW2;

#EAAHAFEAFHAFAAEA
#Creating SW1 array

while ($line = <IN>) {
chomp ($1line);
if ($line="/(.*)/){

print ( ) ;
push (@SW1, $1);

close (IN);

HHARAHAHAHAHARAEA
#Creating SW2 array

open (IN2, S$gravaDestinoSW2)

while ($line = <IN2>) {

chomp ($1ine) ;

if ($line="/(.*)/){

print ( ) ;
push (@SW2, $1) ;

close (IN2);

my QunigSWl= unig(Q@SW1);
my QunigSW2= uniqg(@SW2);

or die
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65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102

#HARHFAAHFHAAAAAA
#only SWil

my %h;

@h{QunigSW2}=undef;

my @onlySWl = grep {not exists $h{$_}} QunigSwWl;

open (my $opp, , $fileonlySWl) or die

foreach my $op (@onlySWl) {

print (Sopp ) ;
}

print .$ARGV[O0].
close (Sopp);

HHARARARAHAHAHAAA
#0Only Sw2

my %hl;

@hl{@unigSWl}=undef;

my @onlySW2 = grep {not exists $h1{S$_}} QunigSwW2;

open (my $omp, , $fileonlySW2) or die
foreach my $Som (QonlySW2) {

print (Somp ) ;

}

print .SARGV[2].

close (Somp);

#HAFAAFHAFHAFAAAA
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103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
113
114
115
116
117
118
119
120
121
122
123

124
125
126
127
128
129
130
131
132
133

134
135
136
137
138

#Creating Intersection set

my @INTERSECTION = intersect (GunigSWl, @unigSW2);

foreach my $p (QINTERSECTION) {
print ($fh )

print 7

close ($fh);

FHAFAAAAAAAAAAAA
# Create the Venn::Chart constructor

my $venn_chart = Venn::Chart->new( 550, 550 ) or die(

# Set a title and a legend for our chart
Svenn_chart->set_options( -title =>

)
#Svenn chart->set_legends( ’'Swil’, ’Sw2’ );
Svenn_chart->set_legends ( $SARGV[0], S$ARGV[2] );
# 3 lists for the Venn diagram

# Create a diagram with gd object
my $gd_venn = S$venn_chart->plot ( \@unigSWl, \Q@unigSW2 );

# Create a Venn diagram image in png, gif and jpeg format
open my $fh_venn, P or die(
) ;i
binmode $fh_venn;
print {$fh_venn} $gd_venn—->png;

close $fh_venn or die( )i

# Create an histogram image of Venn diagram (png, gif and jpeg

format)
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140

141
142
143
144
145

146
147
148
149
150
151
152
153
154
155
156
157
158
159
160

161
162
163
164
165
166
167
168
169
170
171
172
173
174
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my $gd_histogram = S$Svenn_chart->plot_histogram;

open my S$fh_histo, , or die(
)i

binmode $fh_histo;

print {$fh_histo} $gd_histogram->png;

close S$fh_histo or die( )7

# Get data list for each intersection or unique region between the

3 lists
my @ref_lists = S$venn_chart->get_list_regions();
my $list_number = 1;
foreach my $ref_region ( @ref_lists ) {

# print "List Slist_number : @{ Sref region }\n";
S1list_number++;

}

print 7

#HAFHAFRAFAAFAAAA

#Gererating Reports

my $seqgin = Bio::SeqIO->new(-file => S$SARGV[4] );

#Sseqout= Bio::SeqlO->new( —format => ’Fasta’, -file => ’>output.fa

")

my SreportonlySW2 ;
my S$reportonlySWwl = ;

open (my S$Srom, , SreportonlySW2) or die ;
open (my $rop, , SreportonlySWl) or die ;

mny %$genomicdata=();
my $gene="";

my S$note="";

tHttdAAAAAAAA A

#Generates all data
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176
177
178
179
180
181
182
183
184
185
186
187
188
189
190
191
192
193
194
195
196
197
198
199
200
201

202
203

204
205
206
207

208
209
210

my $seq object = $segin->next_seq;

for my $feat_object ($seqg_object->get_SegFeatures) {

if (S$feat_object->primary_tag eq ) Ao
if (Sfeat_object->has_tag( )) A
for my $val ($feat_object->get_tag_values )) A
#print Sval." ";

Sgene=$val;
}
}
if ($feat_object->has_tag( )) |
for my $val (Sfeat_object->get_tag_values ( )) |
#print $val."\n";
Snote=S$val;
}
}
Sgenomicdata{$gene}=Snote;
}
}

#E#AFAAFAFHAFHS

#Creating report files

print (Srom .SARGV[2].

print ($rop .SARGVI[O0].
)i

for (keys %genomicdata) {
if (contains ($_, \@onlySW2)) {
print ($rom LS. .$genomicdata{S_}.
)i
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211
212
213
214

215
216
217
218
219
220
221
222
223
224

for (keys %genomicdata) {
if (contains ($_, \@onlySWl1)) {
print (Srop .9
)i

close S$rom;

close Srop;

print i

exit 0;

.$Sgenomicdata{S$_}.
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Figura D.1: Histograma de Venn - Numero de genes encontrados nas pipelines
de PASA e MAKER

Fonte: Software Ensemble Solution para Comparacao de Software de Anotacao

Genomica
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APENDICE E - CONFIGURACAO GERAL DE SISTEMA LINUX PARA O
SOFTWARE PASA

Este HowTo abrange toda a configuracao necessaria para rodar com

sucesso a ferramenta PASA num ambiente Linux e foi testado na versao

Ubuntu 16.04.
Inicialmente € preciso acessar HAAS (2019a) e obter o software propri-
amente dito. Além do download via protocolo Http também € possivel abrir o

prompt de comando, entrar no diretorio destinado ao projeto e executar:

Listing E.1: Obtendo o software PASA

1 |git clone https://github.com/PASApipeline/PASApipeline

Se ainda nao tiver instalado o pacote git, entao recomendam-se os
seguintes comandos:

Listing E.2: Instalando o Git

1 | sudo apt-get update
2 |sudo apt-get install git

Uma vez copiada a estrutura de diretorios, entrar na pasta PASApipeli-
ne/Docker com o intuito de executar o script build Docker.sh que através da

Internet realizara varios downloads e configuracoes necessarias na maquina.

Contudo para tanto € necessario que uma estrutura Docker esteja

instalada. Se ainda nao for o caso, serao necessarios alguns passos a seguir:

Listing E.3: Instalando o Docker
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1 | sudo apt-get install docker.io

Neste momento ainda nao ha permissao no sistema para rodar o script
mencionado. O comando acima criou um grupo de usuarios chamado docker

entao faca:

Listing E.4: Configurando o Docker

1 |sudo usermod -aG docker SUSER

Agora € importante reiniciar o sistema para continuar.

O proximo componente € o blat, cujo binario pode ser encontrado em

CRUZ (2019), mais especificamente no link “Blat” e entao “utilities directory”.

Apos o download do referido arquivo binario, dé permissao de execucao

para o arquivo:

Listing E.5: Dando Permissao de Acesso ao blat

1 chmod +x ./blat

Para dar visibilidade ao mesmo exporta-se a variavel $PATH e adicio-
nando o caminho da pasta onde se encontra o executavel do blat. Porém em

seguida estes comandos validam as alteracoes:

Listing E.6: Exportando a variavel $PATH

export PATH = SPATH:/caminhos—-diretorios-blat
source ~/.profile

ou

=W N~

source ~/.bashrc

As seguintes bibliotecas precisam ser instaladas para que o banco de

dados funcione corretamente:

Listing E.7: Instalando bibliotecas para banco de dados
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1 | sudo apt-get install libdbi-perl
2 |sudo apt-get install libdbd-sglite3-perl

Também deve-se instar o componente cdbfasta podendo-se fazer uso

da ferramenta de instalacao padrao do sistema:

Listing E.8: Instalando componente cdbfasta

1 |sudo apt-get install cdbfasta

Para a geracao de graficos € utilizada a ferramenta R portanto procede-

se a instalacao desta linguagem da seguinte forma:

Listing E.9: Instalando a linguagem R

1 |sudo apt-get install r-base r-base-dev

Uma opcao do software PASA € -TRANSDECODER e para tanto procede-

se a instalacao da ferramenta:

Listing E.10: Instalacao do Transdecoder

1 | sudo apt-get install transdecoder

Também sao importantes os programas fasta36, fastf36, fasts36, gg-
search36, glsearch36... entre outros, integrantes do pacote de W. R. Pearson
que pode ser encontrado em PEARSON (2019).

Contudo nao basta fazer o download para sua utilizacao pelo programa

PASA. Para criar os executaveis faca os seguintes passos:

Listing E.11: Instalacao dos binarios fasta

1 |cd src

2 |make -f ../make/Makefile.linux_sse2 all
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E entao renomeie na subpasta bin os arquivos com terminacao “36”
deixando apenas o nome do arquivo sem o numeral final: por exemplo: fasta36

para apenas fasta.

Por fim adicione esta subpasta bin a variavel de ambiente $PATH

(como indicado no exemplo anterior).

A ultima instrucao se refere a instalaciao do software GMAP (WU,
2019).

Extraidos os arquivos, execute:

Listing E.12: Instalando o GMAP

1 |./configure && make && make install
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APENDICE F - PARAMETROS DE ENTRADA, UTILIZACAO E
RESULTADOS DO SOFTWARE PASA

PARAMETROS DE ENTRADA

Entre os subdiretorios da pasta PASApipeline/ pode-se comecar a
aprender a utiliza-lo por uma chamada sample_data. Nela, o arquivo fasta com
os dados genomicos esta compactado no formato .gz (genome_sample.fasta.gz)

entao o primeiro passo € utilizar o comando gunzip para descompacta-lo.

O software pode utilizar-se tanto do banco de dados MySql quanto do
SQLite sendo que para o primeiro algumas configuracoes adicionais devem

ser feitas no arquivo PASAPipeline/pasa_conf/conf.txt:

Listing F.1: Configurando uso com MySql

FHEFFFFF AR AR F AR AR
## PASA admin settings #######4444444
FHEFF A AR

#emails sent to admin on job launch, success, and failure

PASA_ADMIN_EMAIL=bhaas@tigr.org

0 N O O W N

# database to manage pasa Jjobs; required for daemon-based
processing.

9 |PASA_ADMIN_DB=PASA2_admin_06152006_devel

10
11
12 | #4444 H 444t 4444 H R HFRHHHERAHFRHHHS
13 |## MySQL settings: #######FHFFHFsdaas
14 | #4444 4H 444 HHH AR HHEHFH AR HHRSH S




15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
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# server actively running MySQL

MYSQLSERVER=1localhost

# read-only username and password
MYSQL_RO_USER=pasa_access
MYSQL_RO_PASSWORD=pasa_access

# read-write username and password
MYSQL_RW_USER=access
MYSQL_RW_PASSWORD=access

Para criar este arquivo basta copiar e renomear o arquivo ja existente

sample_test.conf (da mesma pasta).

Na primeira parte constarao o email do adminstrador local € o nome

logico do banco de dados, que inclusive compora alguns arquivos gerados no

processo. Ja na segunda tem-se o endereco do servidor e as especificacoes
de dois usuarios: MYSQL RO_USER e MYSQL RO _PA SSWORD sao o lo-
gin e senha de um usuario com direitos somente-leitura; enquanto que
MYSQL RW_USER e MYSQL RW_PASSWORD sao de um usuario com todos

os direitos.

Se a opcao for pelo SQLite nao é necessario criar o arquivo conf.txt.

Para facilitar existem dois arquivos: runMe.MySQL.sh e runMe.SQLite.sh

que iniciam os testes utilizando os respectivos banco de dados. Seu conteudo

€ mostrado na Listagem F.2:

S O~ W N

Listing F.2: Conteudo dos arquivos runMe.MySQL.sh

#!/bin/bash

set —ev

./__run_sample_pipeline.pl —--align_assembly_config mysgl.confs/

alignAssembly.config ——annot_compare_config mysql.confs/
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annotCompare.config ‘

Neste caso os parametros —align_assembly_config e —annot_compare_config
estao configurados para a pasta do mysql.confs/ onde a variavel DATABASE
dos arquivos alignAssembly.config e annotCompare.config sao iguais ao nome

do banco de dados que deve estar no arquivo conf.txt.

Se optar pelo SQLite basta rodar o script runMe.SQLite.sh lembrando-
se de configurar a variavel DATABASE dos arquivos sqlite.confs/alignAssembly.config

e sqlite.confs/ annotCompare.config para o nome do banco de dados.

Os dados transcritos se encontram nos arquivos all_transcripts.fasta,
all transcripts.fasta. clean e all transcripts.fasta.cln mas o arquivo original é
o fasta e este € submetido a um processo de limpeza através do software

seqclean e entao os demais arquivos sao gerados.

Uma vez obtido o arquivo de transcriptoma, deve-se renomea-lo para

all transcripts,fasta e submeté-lo ao processo de limpeza:

Listing F.3: Iniciando processo de limpeza dos transcritos

1 |../bin/segclean all_transcritps.fasta -cX

Onde X é o numero de CPUs determinadas a serem utilizadas no

processo. Os demais arquivos sao aqui gerados.
UTILIZACAO

Entao tudo esta pronto para a execucao do script que inicia a pipeline,
sera utilizado ./runMe.SQLite.sh (semelhante a Figura F.2). E o primeiro

comando internamente executado é:

Listing F.4: Comando inicial da pipeline do PASA

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $align_assembly_config_file -C -r -R
—-g genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean -T -u
all_transcripts.fasta -f FL_accs.txt —--ALIGNERS S$ALIGNERS --CPU
SCPU -N $num_top_hits —--TDN tdn.accs --
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IMPORT_CUSTOM_ALIGNMENTS_GFF3 custom_alignments.gff3

O parametro $align_assembly_config file remete ao subdiretorio cor-
respondente ao banco de dados e ao arquivo alignAssembly.config escolhidos
quando da invocacgao do script. $ALIGNERS esta configurado por default para
“gmap,blat” e $CPU também por default € 2 e representa o numero de CPUs

que serao empregadas no processamento.

A opcao -f FL accs.txt nao € obrigatoria, podendo ser substituida por
-f NULL, assim como podem ser completamente omitidas “TDN tdn.accs e
-IMPORT_CUSTOM_ALIGNMENT S_GFF3 custom alignments.gff3.

As opcoes -C -1 -R definem que se o banco de dados ja existir, ele sera

recriado e naturalmente populado nesta nova execucao.

Este processo demanda algum tempo e em breve serao discutidos os

resultados. O proximo comando executado sera:

Listing F.5: Building comprehensive transcriptome

1 |../scripts/build_comprehensive_transcriptome.dbi -c $

align_assembly_config_file -t all_transcripts.fasta.clean

Logo apos segue a primeira rodada de comparacoes, usando anotacoes

de estruturas génicas pré-existentes:

Listing F.6: Primeira rodada de comparacoes

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $annot_compare_config_file —-g
genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean -A -L —-

annots orig_annotations_sample.gff3 —--CPU $CPU

Para obter o arquivo orig annotations_sample.qff3 basta copiar o ar-

quivo em formato GFF3 por exemplo retirado da plataforma NCBI e trocar seu

nome.

Depois viria uma segunda rodada de comparacoes ja com as anotagoes
criadas pelo proprio PASA em formato GFF3 num arquivo chamado $PASA _dbname.gene._st
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PASA_updates. XXXX.qff3.

Listing F.7: Segunda rodada de comparacoes

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $annot_compare_config_file —-g
genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean -A -L —-

annots Srecent_update_file —-—-CPU $CPU

Nas experiéncias realizadas, o arquivo citado no paragrafo anterior
resultou vazio e esta parte do processo quebrou a execucao da pipeline com a
mensagem de erro que este arquivo nao era um arquivo de formato valido mas
na realidade estava vazio pois provavelmente nenhuma alteracao foi percebida
pelo PASA.

Para dar continuidade no processo, buscou-se no codigo-fonte do
arquivo __run_sample_ pipeline.pl o proximo comando que se refere ao registro
de SPLICING alternativo:

Listing F.8: Registrando Splicing alternativo

1 |../Launch_PASA_pipeline.pl -c $annot_compare_config_file —-g
genome_sample.fasta -t all_transcripts.fasta.clean --CPU $CPU —-

ALT_SPLICE

Por fim ha um procedimento para encontrar Open Reading Frames

(ORF's) cujo inicio se da pelo comando:

Listing F.9: Procurando ORFs

1 |../scripts/pasa_asmbls_to_training_set.dbi —--pasa_transcripts_fasta
SDBname.assemblies.fasta —-pasa_transcripts_gff3 $DBname.

pasa_assemblies.gff3

Aqui termina o script de exemplo que vem com o software PASA,
contudo € a outro comando semelhante a este que se devem os relatorios

graficos em formato PDF interessantes como por exemplo as curvas ROC:

Listing F.10: Extraindo informacodes na forma de graficos
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1 |../scripts/pasa_asmbls_to_training set.extract_reference_orfs.pl

best_candidates.gff3 [minProtLength=300]

Finalizado o processamento, o conjunto de arquivos gerados (exceto

obviamente os iniciais) € o seguinte:

_ chkpts_arabicaMCBIEmbrapasRA.sqlite
__pasa_arabicaM CBIEmbrapaSRA.sqlite_SCLite_chkpts
arabicaMCEBIEmbrapaSRA.sglite.assemblies.fastatransdecoder_dir
arabicaMCBIEmbrapaSRA.sglite.assemblies.fastatransdecoder_dir._checkpoints
arabicaMCBIEmbrapaSRAa.sglite.assemblies fasta.transdecoder_dir.__checkpeoints_longorfs
blat_out_dir
compreh_init_build
genome_samplefasta.gmap
pasa_run.log.dir
sglite.confs

| | ._run_docker_gcesh

M:|_chkpts_aral:]icaNCBIEmbrapaSRA.sqlite

m_w| _ pasa_arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite_SCLite_chkpts

| | _run_sample_pipeline.pl

L] 1.ooc

| | alignment.validations.output

|| all_transcripts.fasta

|| all_transcripts.fasta.cidx

| | all_transcripts.fasta.clean

|| all_transcripts.fasta.clean.cidx

| | all_transcripts.fasta.clean.fai

|| all_transcripts.fasta.cin

|| alt_splicing_analysis.results.out

| | arabicaNCBIEmbrapaSRA.sqlite.alt_splice_label_combinations.dat

Figura F.1: Listagem de arquivos gerados pelo PASA - A

Fonte: O Autor
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|=] arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.alt_splicing_events_described

|Z] arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.alt_splicing_supporting_evidence

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.assemblies.fasta

| ] arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.assemblies.fastatransdecoder.bed

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.assemblies.fasta.transdecoder.cds

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.assemblies.fastatransdecoder.genome.bed

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.assemblies.fasta.transdecoder.genome.gff3

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.assemblies.fasta.transdecoder.gff3

| ] arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.assemblies.fastatransdecoder.pep

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.correlated_splicing_features.tab

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.failed_blat_alignments.gff3

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite failed_blat_alignments.gtf

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite failed_gmap_alignments.gff3

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlitefailed_gmap_alignments.gtf

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.gene_structures_post_PASA_updates.3951.bed
| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.gene_structures_post_PASA_updates.3951.gff3
| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.indiv_splice_labels_and_coords.dat

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.pasa_alignment_assembly_building.ascii_illustrations.out
| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.pasa_assemblies.bed

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.pasa_assemblies.gff3

| ] arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.pasa_assemblies.gtf

|Z] arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.pasa_assemblies_described

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.polyfsites fasta

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlitevalid_blat_alignments.bed

Figura F.2: Listagem de arquivos gerados pelo PASA - B

Fonte: O Autor
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| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.valid_blat_alignments.gff3
| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlitevalid_blat_alignments.gtf
| arabicabCBIEmbrapaSRA.sqlite.valid_gmap_alignments.bed
| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlitevalid_gmap_alignments.gff3
| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlitewvalid_gmap_alignments.gtf
| | blat.spliced_alignments.gff3

|=| err_seqcl_all_transcripts fasta

| | extract_introns_from_pasa_assemblies.sh

| | gene_gff3_to_introns.sh

| | genome_samplefasta

| genome_samplefasta.cidx

| | genome_samplefasta.fai

| | gmap.spliced_alignments.gff3

| | gmap.spliced_alignments.gff3.completed

|| orig_annotations_sample.gff3

| | orig_annotations_sample.gff3.3954inx

| | outparts_cin.sort

| | pipeliner.130047.cmds

| pipeliner.130078.cmds

| | pipeliner.13014d.cmds

|| runMeySOL.sh

|| runMeS0Lite.sh

|=| seqcl_all_transcripts.fasta

Figura F.3: Listagem de arquivos gerados pelo PASA - C

Fonte: O Autor

Ja dentro da pasta compreeh_init_build tem-se:

| | compreh_init_build.bed

|| compreh_init_build.details

| | compreh_init_build.fasta

| | compreh_init_build.geneTeTrans_mapping
| | compreh_init_build.gff3

Figura F.4: Conteudo de compreeh_init_build

Fonte: O Autor

O subdiretorio que produz graficos em formato PDF utilizando recursos

da ferramenta R € o seguinte:
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start_refinernent_13428334462_checkpoints
| | base_freqgs.dat
| | hexamer.scores
| | lengest_orfs.cds
| ] longest_orfs.cds.best_candidates.gff3
| | longest_orfs.cds.best_candidates.gff3.revised_starts.gff3
| ] lengest_orfs.cds.scores
| ] longest_orfs.cds.top_300_longest
| | lengest_orfs.cds.top_longest_5000
| ] lengest_orfs.cds.top_longest_5000.nr
| | longest_orfs.gff3
| ] lengest_orfs.pep
| | start_refinement.-.features
| | start_refinement.-.pwm
start_refinement.-.pwm.seqlogo
| | start_refinement.+ features
| | start_refinement.+.pwm
start_refinement.+.pwm.seqlogo
| | start_refinement.alt_start_scores
| | start_refinement.enhanced.+ features
| | start_refinement.enhanced.+.pwm
start_refinerment.enhanced.+.pwm.seqlogo
| | start_refinement.enhanced.feature.scores
| | start_refinement.enhanced.feature.scores.roc
| | start_refinement.enhanced.feature.scores.roc.auc
start_refinermnent.enhanced feature.scores.roc.auc.plot
| | start_refinement.enhanced.feature.scores.roc.auc.plot.Rscript
start_refinermnent.enhanced. feature.scores.roc.plot
| | start_refinement.feature.scores
| | start_refinement.feature.scores.roc
| | start_refinement.feature.scores.roc.auc
start_refinement.feature.scores.rec.auc.plot
| | start_refinement.feature.scores.roc.auc.plot.Rscript

start_refinernent.feature scores.roc,plot

Figura F.5: Conteudo de $DBname.assemblies.fasta.transdecoder_dir

Fonte: O Autor

Os subdiretorios cujos nomes possuem chkpts ou mesmo checkpoints
nao sao aqui listados pois tem apenas papel de checkagem para o software.

Seguem aqueles de maior relevancia:



| | partition.0.fa

| | partition.0.fa.psh.completed

| | partition.0.fa.pshctop_2

| | partition.0.fa.pshetop_2.completed
| | partition.1724214.fa J
| | partition.1724214.fa.psh.completed O KB

| | partition.1724214.fa.psh.top_2 916,705 KB
| | partition.1724214.fa.pshctop_2.completed 0 KB
| | partitions.completed 0 KB

Figura F.6: Conteudo de blat out_dir

Fonte: O Autor

genome_samplefasta.gmap.maps
| | genome_samplefasta.gmap.chromosome
| | genome_sample.fasta.gmap.chremosome.iit
| | genome_samplefasta.gmap.chrsubset
| | genome_samplefasta.gmap.contig
| | genome_samplefasta.gmap.contig.iit
| | genome_samplefasta.gmap.genomebits128
| | genome_sample.fasta.gmap.genomecomp
| | genome_sample.fasta.gmap.ref133offsetsBdmeta
| | genome_sample.fasta.gmap.ref133offsetsBdstrm
| | genome_sample.fasta.gmap.ref133positions
| | genome_samplefasta.gmap.sachildexc
| | genome_sample.fasta.gmap.sachildguidel(24
| | genome_samplefasta.gmap.saindexbdmeta
| | genome_sample.fasta.gmap.saindexbdstrm
| | genome_samplefasta.gmap.salcpchildde
| | genome_samplefasta.gmap.salcpexc
| | genome_samplefasta.gmap.salcpguide102d
| | genome_samplefasta.gmap.sarray

| | genome_sample.fasta.gmap.version

Figura F.7: Conteudo de genome_sample.fasta.gmap

Fonte: O Autor
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| ] alignment.validation_loading.output

|| alignment_assembly_loading.out

|| alignment_assembly_subclustering.out

| ] alt_internal_exon_finding.out

|| alt_splice_FL_FL_compare

| ] alt_splicing_analysis.out

| | arabicaMCBIEmbrapaSRA.sqlite.annotation_compare.39531.out
|| cluster_reassignment_by_valid_alignment_coords.default.out
£| ensuring_single_valid_alignment_per_cdna_per_cluster

|| output.annot_loading.3851.0ut

|| output.annot_loading. 67098.0ut

|| polyAsite_analysis.out

Figura F.8: Conteudo de pasa run.log.dir

Fonte: O Autor

Seguem-se os graficos resultantes do processo, aqueles que represen-
tam maior relevancia para este trabalho se encontram comentados no corpo

principal da dissertacao:
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Figura F.9: Grafico gerado pelo comando start refinement.-.pwm.seq- Logo

Fonte: Pipeline do PASA
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Figura F.10: Grafico gerado pelo comando start refinement.+.pwm.seq- Logo

Fonte: Pipeline do PASA
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Figura F.11: Grafico gerado pelo comando start refinement.enhanced.+.
pwm.seqlogo

Fonte: Pipeline do PASA
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Figura F.12: Grafico gerado pelo comando start refinement.feature.sco-
res.roc.plot

Fonte: Pipeline do PASA
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Figura F.13: Grafico gerado pelo comando start refinement.enhanced. fea-

ture.scores.roc.plot

Fonte: Pipeline do PASA



