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Resumo. A Bioinformatica tem adquirido uma importancia crescente na
manipulacdo de dados bioldgicos. Através da combinacdo de procedimentos e
técnicas auxilia biélogos com a complexidade de ferramentas tanto de hardware
quanto de software, otimizando o fluxo de trabalho em um ambiente distribuido e
reduzindo a sobrecarga do movimento de dados entre programas. Este trabalho tem
por objetivo propor um workflow de configuragdo de servidores para pesquisas de
genoma de fungo. Baseado na Revisdo Sistematica da Literatura, buscou-se
identificar, selecionar, avaliar e sintetizar evidencias relevantes disponiveis,
apresentando informacgfes referentes a softwares e configuracdes de hardware
destinados a sequenciamento e anota¢éo gendmica de fungos.

Palavras-chave: sequenciamento de fungo, software de bioinformatica, hardware.

1.Introducéo

Atualmente a bioinformatica é imprescindivel para a manipulacdo dos dados bioldgicos. Esta
area do conhecimento abrange todos os aspectos relacionados a aquisi¢do, processamento,
armazenamento, distribuicdo, analise e interpretacdo da informacdo bioldgica. Através da
combinacdo de procedimentos e técnicas da matematica, estatistica e ciéncia da computacao,
sdo desenvolvidas ferramentas que auxiliam a compreender o significado biologico represen-
tado nos dados genémicos (BOREM, 2001).

O sequenciamento de um genoma disponibiliza a ordem que as informacdes genémi-
cas estdo em um organismo. Neste sentido o sequenciamento permite obter informacdes sobre
a linha evolutiva dos organismos, resultar em novos métodos de diagndstico, formular novos
medicamentos, vacinas, na prevencdo e tratamentos mais eficazes contra doencgas ou pragas.
Essas informacdes s&o obtidas por meio da anotacao:

A anotagdo gendmica é um processo computacional, de varios passos classificados
em trés categorias béasicas: a anotagcdo em nivel de nucleotideos, anotagdo em nivel
de proteinas e anotacdo em nivel de processo. Na anotacdo em nivel de nucleotideos
procura-se encontrar a localizagdo fisica das sequéncias de DNA e descobrir onde
estdo os genes, RNAs, elementos repetitivos, etc. Na anotagdo em nivel proteico
procura-se descobrir a provavel funcdo dos genes, identificando quais sdo aqueles
que determinado organismo possui e quais ele ndo possui. Ja a anotacdo em nivel de
processo procura identificar as vias e processos nos quais diferentes genes
interagem, montando uma anotacédo funcional eficiente (STEIN, 2001).



O primeiro passo para a configuragdo do ambiente computacional ¢é a defini¢éo da pla-
taforma de aplicativos e sistema operacional a ser utilizado. O passo seguinte consiste na pro-
cura do equipamento propriamente dito. Traduzir as demandas de um projeto para as especifi-
cacOes de um servidor (hardware) e fundamental para dimensionar as necessidades atuais.
Com base nos aplicativos escolhidos é importante realizar uma analise de volume de proces-
samento, utilizacdo de memdria e consumo espaco em disco. Varios fatores influenciam o
desempenho de novos montadores de genoma: cobertura de leitura, contetdo de GC (guanina
e citosina), fracdo de repeticdes, dentre outros ao genoma a ser sequenciado.

Do ponto de vista computacional uma questédo determinante para a montagem de ge-
noma € o tipo de dado e a cobertura desejada, para criar um ponto de partida. Assemblers sao
programas responsaveis pelas montagens de genomas, existem varios fatores que contribuem
para o uso de memoria e processamento, alguns dos quais sdo 6bvios, como o numero de fra-
gmentos gerados conhecidos por reads e outros que sdo mais dificeis de estimar, como a
complexidade do genoma. A maioria dos assemblers de genoma, como Velvet, requer memo-
ria e processamento de acesso aleatorio adequado para dados de sequéncia de cluster, em um
conjunto de segmentos de DNA denominado contigs. Por exemplo, de acordo com a empresa
DNA STAR! especializada em sequenciamento gendmico, o organismo Saccharomyces cere-
visiae, possui um comprimento de gemona aproximadamente de 15MBases. Para o sequenci-
amento deste organismo a utilizagdo de memdéria RAM aproxima-se de 20 Gb, o recomenda-
do é de pelo menos 1 GB de RAM por MBase de comprimento do genoma.

Os requisitos de memoria para montagens de sequenciamento de genoma de novo au-
mentam em proporcao ao numero de sequéncias e contigs montados. Diante desta realidade, o
servidor deve ser configurado adequadamente para essas atividades. Adicionalmente, a insta-
lacdo de ferramentas de software também representa um desafio para usuarios com menor
conhecimento computacional. Os resultados produzidos por uma ferramenta ndo estdo sempre
em um formato que pode ser usado pela proxima ferramenta em um fluxo de trabalho. Su-
prindo as demandas que foram impostas, o trabalho tem por objetivo realizar o levantamento
das dificuldades apresentadas no processo de configuracdo de servidores para pesquisas de
anotacdo gendmica de fungo.

O presente artigo aborda alguns aspectos sobre Infraestrutura da Tecnologia da In-
formacdo para projetos de sequenciamento de genomas de fungos, mostrando as melhores
condutas a serem aplicadas ao propor um workflow de configuracdo de servidores para pes-
quisas de anotacdo genémica de fungo. Através da Revisdo Sistematica da Literatura, a qual
analisou projetos semelhantes ao do Penicillium echinulatum ja realizados, a fim de buscar
relagdes na forma de sequenciamento, montagem e anotag&o.

Tendo a seguinte questdo de pesquisa: “Qual a configuracdo de um servidor para aten-
der as necessidades de um projeto de anotacdo gendmica de fungo?”

2. Revisdo bibliografica

2.1. revisdo sistematica da literatura

! https://www.dnastar.com/



A revisdo sistematica, trata de um tipo de investigacdo dedicada a uma questdo bem defi-

nida, que visa identificar, selecionar, avaliar e sintetizar as evidéncias relevantes disponi-
veis. (GALVAQ; PEREIRA, 2014)

Os métodos para elaboragdo de revisdes sistematicas preveem: (1) elaboragdo da
pergunta de pesquisa; (2) busca na literatura; (3) selecao dos artigos; (4) extracao dos dados;
(5) avaliacdo da qualidade metodoldgica; (6) sintese dos dados (meta-analise); (7) avaliacdo
da qualidade das evidéncias; e (8) redacdo e publicacdo dos resultados.

Dessa forma, foram elaboradas duas questdes de pesquisa para serem respondidas
apos a obtencdo dos estudos primarios. Sao elas: (I) Quais as ferramentas de software utili-
zadas no sequenciamento, montagem e anota¢do de genoma de fungo; (II) Quais as confi-
guracOes de hardware utilizados no sequenciamento, montagem e anota¢do de genoma de
fungo.

2.2. estratégias de pesquisa e selecdo

Elaboradas as questoes da pesquisa, o proximo passo consistiu na definicdo dos termos de
busca (strings de busca) que foram elaboradas a partir da necessidade de pesquisa sobre
sequenciamento e anotagdo gendmica, em conjunto com temas relacionados a sofiware,
hardware, tool e annotation. Por fim, foram realizadas combinag¢des com palavras chaves,
fungi, penicillium e trichoderma.

Assim sendo, foram construidas strings de busca com termos em inglés.

Tabela 1. STRINGS de busca

Pergunta | Pergunta Il
fungi AND annotation AND software fungi AND annotation AND hardware
fungi AND annotation AND tool fungi AND sequencing AND hardware

fungi AND sequencing AND annotation

fungi AND sequencing AND software

fungi AND sequencing AND tool

penicillium AND sequencing AND annotation
trichoderma AND sequencing AND annotation

Fonte: elaborado pelo autor.

2.3. selecéo das bases de dados

Os termos de busca definidos foram aplicados nas bases de dados estabelecidas no protoco-
lo da pesquisa. A selegdo das bases se deu a partir do reconhecimento académico em ambi-
to nacional e internacional. Com isso as bases selecionadas para a pesquisa foram: Pubmed
e ScienceDirect.

2.4. estratégias de inclusao e exclusao

O procedimento para a inclusdo e exclusdo de documentos que retornaram apods a aplica-
¢do dos argumentos de pesquisa (szrings de busca) nas bases de dados se deu em trés mo-
mentos. No primeiro momento (Filtragem 1), foram definidos no protocolo de pesquisa
como critérios de inclusdo: titulo (#ttle), ser gratuito e a delimitagdo do tempo de publica-



¢do de 5 anos, ou seja, publicados entre 2012 a 2017. Com estes parametros, a pesquisa re-
tornou 777 documentos.

No segundo momento (Filtragem 2), foi realizada uma andlise do titulo e resumo
com finalidade de reduzir a enorme gama de resultados que havia sido retornada apés a
aplicacdo dos argumentos. Ao término dessa andlise restaram 376 documentos. Apds em
um terceiro momento (Filtragem 3), eles foram lidos para confirmar se estavam de acordo
com o que foi estabelecido nos critérios de inclusdo. Por fim foram aceitos os documentos
que tratavam de sequenciamento de fungos, restando 49 documentos relevantes que foram
utilizados para responder as questdes propostas pela revisdo, conforme a Tabela 2.

Tabela 2. Quantidade de artigos relacionados a sequenciamento de fungos

String Base de Dados Filtrilgem Filtrggem Filtrggem

fungi AND annotation AND | Pubmed 4 2 2
software ScienceDirect 65 34 6
fungi AND sequencing AND | Pubmed 12 8 1
software ScienceDirect 223 100 10
fungi AND sequencing AND tool Pubmed 35 16 6
ScienceDirect 231 104 11

fungi AND annotation AND tool Pubmed 6 4 1
ScienceDirect 66 34 3

fungi AND sequencing AND | Pubmed 31 17 4
annotation ScienceDirect 85 33 2
penicillium AND sequencing AND | Pubmed 2 1 -
annotation ScienceDirect 6 6 2
trichoderma AND  sequencing | Pubmed 1 - -
AND annotation ScienceDirect 2 2 1
fungi AND annotation AND | Pubmed - - -
hardware ScienceDirect 14 14 -
fungi AND sequencing AND | Pubmed - - -
hardware ScienceDirect 1 1 -
777 376 49

Fonte: elaborado pelo autor.

2.5. andlise e interpretacao dos artigos

A seguir sdo apresentadas as respostas paras as questdes de pesquisa tendo como base os
aspectos citados nos artigos selecionados.

2.5.1. quais as ferramentas de software utilizadas no sequenciamento, montagem e ano-
tacdo de genoma de fungo?

Com o desenvolvimento da tecnologia de andlise gendmica, a obtencdo de uma grande
quantidade de dados de sequenciamento de DNA é hoje uma realidade. Estes dados, asso-
ciados as ferramentas computacionais desenvolvidas para sua andlise, permitem o acesso as
informacdes sobre genomas de diversos organismos, através da montagem de suas sequén-

cias parciais ou completas, bem como sua caracterizagdo estrutural e funcional (ALLEN-
DOREF, 2010).



Conforme Tabela 3, foram identificados cerca de 70 softwares destinados ao se-
quenciamento, montagem e anotacdo de fungos. Estes softwares realizam algumas fungoes,
entre elas pode-se citar: isolamento do DNA gendmico, sequenciamento do genoma, anali-
se de qualidade, filtragem de qualidade, montagem do genoma, predi¢do e anotagio, extra-

¢do da sequéncia, andlise e comparagdo dos elementos, visualizacdo de montagens.

Tabela 3. Quantidade de citacdes de softwares relacionados a sequenciamento de fungos

FERRAMENTAS/PIPELINE

FUNCAO

QTD DE
CITAGOES

GENEid

FGENESH

TWINSCAN

Predicdo de genes

2

Augustus

SNAP

Predicéo e anotacao de genes

SignalP

Phobius

Predicdo de peptideo

TMHMM

Predicéo de helices

MAKER

GeneMark-es

OrthoFiller

CEGMA

BUSCO

Anotacao de genes

RPWRFROOWWRFR oA NEFLIO

BLaST/BLAST2GO

MaSuRCA

Genewise

Comparagéo de sequéncias

w
(@)

BioEdit

CustalX/ClustawW

HMMER

MUSCLE

SAMtools

Alinhamento de sequéncia

(I

[EEN
N~

Apollo

Visualizacdo de sequéncias

EMBOSSTranseq

Traducdo de sequéncias

PANDAseq

AbySS

SOAP/SOAPdenovo2

Trinity

Velvet

GS de Novo Assembler

Montagem de genoma

DNAMAN

RepeatMasker

MEGA

QIIME

Detecgdo de sequéncias quiméricas

RPORFP WP IFRPINWEFRIOA~

[N
[op}

MOTHUR

TRIM-GALORE

Seqclean

Trimmomatic

FastQC

Corte e filtragem de qualidade

InterProScan

Andlise e avaliacdo de sequéncias

Bioconductor

Analise e compreensdo de dados

RPIRINEFEININININ

Fonte: elaborado pelo autor. (versdo completa em material suplementar)



Visando uma maneira simples de fazer algumas verificagdes de controle de qualida-
de em dados de sequéncia bruta provenientes de pipeline de sequenciamento, o software
FastQC fornece um conjunto modular de andlises que pode ser usado para verificar pro-
blemas dos quais o pesquisador deve estar ciente antes de fazer qualquer outra andlise.

Ferramentas relacionadas a montagens e alinhamentos de novos genomas podem
ser realizadas por um pacote de algoritmo denominado Velvet, que foi projetado para lidar
com a montagem e alinhamentos de sequencias de leitura curta. Isto é conseguido manipu-
lando graficos de Bruijn, através da simplificagdo e compressdo, que permite a remogao de
erros e a simplificacdo de regides repetidas. O Velvet também foi implementado dentro de
pacotes comerciais, como o Geneious e MaSuRCA. Este ultimo usado em comparagdes de
montagens, permite montar genomas com conjuntos de dados que contém apenas leituras
do sequenciamento Illumina ou uma mistura de reads curtas e longas.

Para comparagdes de montagens, além do MaSuRCA, existe a popular familia
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), formada de programas desenvolvidos para
comparar sequéncias (DNA, RNA ou proteina), com sequéncias de uma base de dados e
calcular a significancia estatistica dos alinhamentos, com rapidez e sem perder sensibilida-
de. O programa BLAST pode ser usado para inferir relages evolutivas e funcionais entre
as sequéncias, assim como para ajudar a identificar os membros de familias proteicas. (AL-
TSCHUL, 1990).

Outra ferramenta utilizada o Augustus, tem como funcao a predigdo e anotagdo de
genes supervisionados ab initio com maior frequéncia e melhor desempenho, oferece pa-
rametrizagdes para vdrias espécies de fungos. Para espécies que ndo possuem uma parame-
trizacdo proporcionada, é necessaria uma entrada manual considerdvel para obter essa pa-
rametrizacdo especifica. O que acaba limitando sua aplicabilidade apenas as espécies para
as quais a parametrizacdo ja esta disponivel. Para genes ndo supervisionados ab intio, Ge-
neMark-ES é uma alternativa que se treina interativamente com a sequéncia do genoma de
entrada, porém é relatado como impreciso na predigdo de genes de exdo simples.

Baseando-se no levantamento destes sofiwares é importante considerar a utilizagdo
de mais de uma ferramenta para realizar a mesma fun¢édo, com intuito de avaliar a qualida-
de das informagdes permitindo ao usudrio obter um comparativo referente aos dados de
saida, que se enquadre na solugdo que lhe for mais adequada para tal situagcdo. Também
pode ser combinado softwares de diferentes funcoes, de modo que a saida de cada elemen-
to seja a entrada do préximo, formando assim um pipeline, que permite que cada software
realize sua funcdo de forma conjunta com a informacao ja processada do software anterior,
automatizando o processo de sequenciamento para a obtencdo do resultado final.

A maioria dos softwares destinados a sequenciamento, montagem e anota¢do de
fungos listados possuem suas particularidades e dependéncias de outros sofiwares. Em sua
maioria, sdo de distribui¢do Unix, o qual possuem interface web e sdo sofiwares livres o
que torna um sistema atrativo, pelo fato do alto custo que o sequenciamento gendmico
possui na atualidade.



2.5.2. quais as configuracdes de hardware utilizados no sequenciamento e anotagéo de
genoma de fungo?

A estrutura computacional para decifrar codigos genéticos é extremamente complexa. Ini-
cialmente é preciso um aparato de hardware robusto, formando por servidores multipro-
cessados (dois processadores ou mais), discos rigidos de centenas de gigabytes e memdria
RAM disponivel. A montagem do genoma requer acesso a servidores de computagdo ou a
um computador com 120-250 Gb de meméria. Para a montagem do grafico de Bruijn,
maiores escalas de memodria podem ser necessarias para fungos maiores que 100 Mb
(VRIES, 2018). Esta infra explica-se devido ao fato de que as tecnologias de sequenciamen-
to de genoma, de alto rendimento geram um numero excessivo de pequenos segmentos de
DNA, chamadas de short reads que causam carga computacional significativa.

Partindo disso, o ideal é que as configuragGes sejam baseadas em uma arquitetura
de hardware de 64 bits, que permite uma maior utilizacio de memdria RAM, obtendo ain-
da mais qualidade de processamento de dados. E importante considerar que todo o dimen-
sionamento de hardware seja configurado de forma uniforme, ou seja, ndo convém uma
madquina ter um tipo de sistema e outro tipo de processador. Uma configuragdo associada a
um processamento de alto desempenho, combinado com um dimensionamento de memd-
ria baixo, acarretard na perda de desempenho, pelo fato da memdria ndo acompanhar o
rendimento do processador.

Na pratica, para exemplificar cita-se o software de andlise de sequéncias InterProS-
can, que faz uso intensivo de memdria e processamento. Uma especificagio minima reco-
mendada é de 2 nucleos e 4 GB de RAM, o que permitird a andlise de 5 a 10 sequéncias de
uma s6 vez. Ainda, para o organismo Saccharomyces cerevisiae, que possui um compri-
mento de genoma aproximadamente de 15 MBases, a utilizacdo de memédria RAM aproxi-
ma-se de 20 GB, o recomendado é de pelo menos 1 GB de RAM por 1 MBase de compri-
mento do genoma.

Conforme ja mencionado, um fator limitante 8 montagem de genomas grandes e
complexos é o alto consumo de memoria ocasionado pelos métodos de grafos de Bruijn.
Embora esta seja uma estrutura de dados compacta, todas as implementagdes fazem uso de
algum tipo de estrutura de dados auxiliar ao nucleo do grafo de Bruijn, com o objetivo de
mapear as leituras ao grafo. Com isso, muitas implementagdes que funcionam bem em me-
nor escala (genoma menor do que 50 Megabases), chegam a necessitar de 2 Terabytes de
disco rigido para a montagem de um genoma complexo. Solu¢des como ABySS e SOAPde-
novo, no entanto, buscam minimizar o problema. ABySS faz uso de uma estratégia comu-
nicacdo de dados paralela, ao passo que SOAP de novo emprega multiplas passagens por
estruturas de dados compactas, as quais podem ser mantidas em disco para o tratamento de
grandes volumes. (FLICEK; BIRNEY,2009).

Esses requisitos de memoria para montagens de sequenciamento de genoma de no-
VO, aumentam em propor¢do ao nimero de sequéncias e contings montados. Acrescenta-se
também a possibilidade de estar executando mais de um sofiware ao mesmo tempo, sendo
que, nestes casos aumenta-se a requisicdo de memoria e processamento, fazendo-se neces-



sdrio mensurar este consumo no momento de dimensionar as configuragdes de hardware,
de acordo com as necessidades do projeto a ser realizado.

3. Metodologia

A metodologia consistiu no levantamento de um workflow de instalacdo e configuracdo de
servidor para sequenciamento, montagem e anotagdo gendémica de fungos. O organismo
que sera utilizado para validacdo do workflow proposto foi o Penicillium echinulatum.

O fungo filamentoso Penicillium echinulatum tem sido uma alternativa para a pro-
ducdo de celulases visando a obtencdo de novos processos que apresentem maior eficiéncia
na hidrolise de substratos celulésicos. Fungos do género Penicillium tem sido considerado
como potenciais alternativas para producdo de biocombustiveis de segunda geracao (GU-
SAKOV, 2011). As linhagens mutantes do fungo filamentoso Penicillium echinulatum
estdo entre os microrganismos que apresentam excelente potencial biotecnoldgico para a
secrecdo de enzimas visando a conversdo enzimadtica eficiente da biomassa lignoceluldsica
em etanol de segunda geracao.

3.1. ferramentas para montagem e anotacao de genomas de fungo

A escolha das ferramentas foi baseada na revisio sistematica da literatura e na experiéncia
da equipe envolvida com a pesquisa. As ferramentas escolhidas foram:
e Funannotate - E um pacote de software de previsdo, anotacdo e comparacdo do
genoma;
e Eggnog-mapper - E uma ferramenta para anotacdo funcional rapida de novas
sequéncias;
e Interproscan - E um pacote de software que permite que sequéncias (proteinas e
nucleicos) sejam analisadas e avaliadas em relacdo as assinaturas da InterPro.

3.2. recursos de hardware e sistema operacional

Para a elaboragdo da proposta do workflow de configuracgio, os recursos de hardware utili-
zados possuem a seguinte configuragdo:

e Processador: Intel® Xeon® CPU x5650 @2.67 x 12;
e Memodria instalada (RAM): 6.00GB,;
e Tipo de sistema: Sistema de 64 bits, processador com base em X64.
e Sistema Operacional: Ubuntu 16.04.4 server.
3.3. workflow

Primeiro foi necessdrio definir o ambiente de trabalho, se as configura¢des seriam realiza-
das em uma maquina fisica ou virtual. Apos foi realizada a instalagdo do sistema operacio-
nal, configuracdo do ambiente de rede, firewall e permissdes de contas de usudrio.

A préxima etapa foi realizar a escolha dos softwares listados na Tabela 3. Esta defi-
nicdo necessita a compreensio do sofiware, para decisdo de qual ferramenta atende do ob-
jetivo do pesquisador. Pesquisadores de projetos genomicos possuem fundamental impor-



tdncia nesta etapa, devido as experiéncias vivenciadas em outros projetos e atuaram de
forma facilitadora opinando qual ferramenta apresenta um melhor resultado para funcao
necessitada.

Dando sequéncia, foram realizadas as instalagdes e configuracdes dos sofiwares para
0 sequenciamento, juntamente com as permissdes necessarias para poder operar de forma
plena. Com os softwares devidamente instalados pode-se atuar no gerenciamento de me-
moria e processamento dedicado a cada um, finalizando a configuragdo da estrutura neces-
sdria para realizar as pesquisas referentes ao projeto de genoma de fungos. O fluxo das eta-
pas acontece conforme ilustrado na Figura 1.
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Figura 1. Etapas de configuracao (elaborado pelo autor).

4. Resultados
Nesta secdo sdo listadas as operacOes a serem realizadas.
4.1. etapas de instalagdo dos softwares escolhidos

Para a instalagdo dos softwares selecionados sugere-se seguir a ordem abaixo, devido as
suas dependéncias.

OBS: Os caminhos utilizados como exemplos, podem variar dependendo do local que cada
usuario definir sua instalacao.

A - LINUXBREW: Gerenciador de pacotes para o Linux, utilizado para realizar o download
dos softwares.

Pode ser instalado em seu diretdrio pessoal e ndo requer acesso root. A instalagéo do
Linuxbrew pode ser realizada em: /home/linuxbrew/.linuxbrew

Cole o seguinte comando em um terminal: (ira realizar o download da biblioteca res-
ponsavel pela instalacdo do linuxbrew.)

# sh -c "$(curl -fsSL
https://raw.githubusercontent.com/Linuxbrew/install/master/install.sh)"



Criando variavel de ambiente:

Adicionar o Linuxbrew ao seu PATH e ao seu script de perfil bash shell, ~ / .profile.
Para as aplicacOes tornarem-se visiveis de qualquer diretorio do sistema.

# test -d ~/.linuxbrew &&
PATH="$HOME/.linuxbrew/bin:$HOME/.linuxbrew/sbin:$PATH"

# test -d /nome/linuxbrew/.linuxbrew &&
PATH="/home/linuxbrew/.linuxbrew/bin:/home/linuxbrew/.linuxbrew/sbin:$PATH"
# test -r ~/.bash_profile && echo "export PATH="$(brew --prefix)/bin:$(brew --
prefix)/sbin™:"'$PATH" >>~/.bash_profile

# echo "export PATH="$(brew --prefix)/bin:$(brew --prefix)/sbin™:"'$PATH"
>>~/.profile

Dependéncias:
# sudo apt-get install build-essential curl file git
Biblioteca complementar para a verséo basica do linuxbrew.

Testar instalacao:
# brew install hello

B - FUNANNOTATE Versao 1.3.3 — Figura 2

Setup homebrew taps:

# brew tap brewsci/bio && brew tap brewsci/science && brew tap nextgenusfs/tap
&& brew update

Dependéncias do homebrew para a instalagdo do Funannotate.

Instalacdo cpanminus:

# brew install cpanminus

Script para obter, construir e instalar modulos, recurso que sera utilizado na instalacdo
dos modulos do Perl na sequéncia.

Instalacdo maddulos do Perl:

# cpanm Getopt::Long Pod::Usage File::Basename threads threads::shared
Thread::Queue Carp Data::Dumper YAML Hash::Merge Logger::Simple Paral-
lel::ForkManager DBI Text::Soundex Scalar::Util::Numeric Clone JSON
LWP::UserAgent DBD::mysqgl URI::Escape

Instalacdo funannotate:

# brew install funannotate

Isso instalara automaticamente a maioria das dependéncias, bem como a versao mais
atual do funannotate. (Figura 3 — Dependéncias Funannotate).

Baixe / instale 0 GeneMark-ES / ET: (gmes_petap.pl deve estar no PATH)
Download: http://topaz.gatech.edu/GeneMark/license_download.cgi
Renomeia a chave para gm_key

Copia para o diretorio que o0 GenMark foi extraido exemplo (usr/local/bin)
#cpgm_key/.gm_key

Instalar os modulos python via PIP:



# pip install -U numpy biopython natsort psutil goatools fisher pandas matplotlib sea-
born scikit-learn ete3. Instalar inicialmente o médulo numpy, é pré-requisito para o0s
demais modulos.

Instalar as bibliotecas do RepeatMasker :

# # wget —user (informe usuario) --password (informe senha)
http://lwww.girinst.org/server/RepBase/protected/repeatmaskerlibraries/RepBaseRepea
tMaskerEdition-20170127.tar.gz.

Ap0s baixar a biblioteca, copiar a pasta compactada para dentro do diretorio onde o
RepeatMasker foi instalado. Ex:
/home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/repeatmasker/libexec

Descompactar:
# tar -vzxf RepBaseRepeatMaskerEdition-20170127.tar.gz

Configuragéo:
# perl ./configure

Tecle ENTER para iniciar a configuragéo:
Inserir o caminho do perl. Se o caminho nédo for preenchido automaticamente, é
necessario informar. Exemplo: [ /usr/bin/perl]

Em seguida sera solicitado o caminho do RepeatMasker. Se o caminho néo for
preenchido automaticamente, é necessario informar.
Exemplo: [home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/repeatmasker]

Apos inserir o caminho do programa TRF. Exemplo:
[/home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/trf/bin]
No menu apresentado escolha a op¢do numero 2 para configurar o rmblast

Inserir o caminho do rmblast. Exemplo:
[/home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/rmblast/bin/]

Apos selecionar opcdo 5 e verificar se 0 RepBase foi combinado com o Dfam.

Configuracdo do RepeatModeler:
Acessar diretorio de instalacao.
Exemplo:#cd /home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/repeatmodeler/

Comando para iniciar a configuragao:
perl ./configure

Inserir o caminho do perl. Se o caminho n&o for preenchido automaticamente, é
necessario informar. Exemplo: [ /usr/bin/perl]

Em seguida seré solicitado o caminho do RepeatModeler. Se o caminho néo for
preenchido automaticamente, é necessario informar.
Exemplo: [home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/repeatmodeler]

Informar o caminho do RepeatMasker.
Exemplo:[/home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/repeatmasker/libexec]



Informar o caminhdo do Recon. Exemplo:
[/home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/recon/bin]

Informar caminho do Repeatscout. Exemplo
[/home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/repeatscout]

Informar caminho do TRF. Exemplo: [ /home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/trf/bin]

No menu apresentado escolha a opcdo numero 1 para configurar o rmblast
Inserir o caminho do rmblast. Exemplo:
[/home/linuxbrew/.linuxbrew/opt/rmblast/bin/]

Selecione a opgdo nimero 3, para concluir a configuragdo das bibliotecas.

Configurar bancos de dados do funannotate:
# funannotate setup -d /path/to/DB

Exporte as variaveis ENV necessarias:

#export EVM_HOME=#{HOMEBREW _PREFIX}/opt/evidencemodeler
#export AUGUSTUS _CONFIG_PATH=#{HOMEBREW _PREFIX}/opt/augustus
/libexec/config

#export BAMTOOLS PATH=#{HOMEBREW _PREFIX}/opt/bamtools/bin
#export GENEMARK _PATH=/path/to/gmes_petap.pl

#export FUNANNOTATE_DB=/path/to/DB

C - EGGNOG-MAPPER Verséo 2.4 — Figura 4

Realizar o download do softwares via git:
# git clone https://github.com/jhcepas/eggnog-mapper.git

Apds mover diretdrio para local de preferéncia e acessa-lo via terminal, executar o
comando:
# ./download_eggnog_data.py ascNOG; Este comando ira baixar as bases de dados

referentes a ascNOG.

Adicionar Eggnog-mapper nas variaveis de ambiente:
Exemplo: #export EGGNOGMAPPER="$HOME/linuxbrew/.linuxbrew/bin/eggnog-

mapper”

Executar o programa de dentro do diretério instalado, através do comando:
#python emapper.py combinado com a sintaxe pretendida.

D — INTERPROSCAN Verséo 5.29-68 — Figura 5

Realizar o download do software via wget:
# wget ftp://ftp.ebi.ac.uk/pub/software/unix/iprscan/5/5.29-68.0/interproscan-5.29-
68.0-64-bit.tar.gz

Necessita instalagdo do java 8 oracle, ndo funciona no java verséo 9.

Descompactar Arquivo:
# tar -vzxf interproscan-5.29-68.0-64-bit.tar.gz



Criar variavel de ambiente:
#export INTERPROSCANS="$HOME!/.linuxbrew/bin/interproscan-5.29-68.0"

Executar o programa de dentro do diretério instalado, através do comando:
# ./interproscan.sh. Combinado com a sintaxe pretendida.

4.2. consideracdes sobre as instalagdes

Na bioinformatica diversos softwares sio destinados ao proposito de sequenciamento,
montagem e anota¢do de fungos. Durante o estudo realizado foi possivel levantar algumas
problematicas as quais impediram a validagcdo do workflow.

A validagdo do projeto se deu apenas na parte da instalacdo dos sofiwares, devido a
complexidade a qual exigiu uma demanda de tempo e conhecimento, ndo sendo possivel
realizar a execucgdo das aplicagdes, com o intuito de mensurar o consumo de recursos e
apresentar uma analise para o dimensionamento de uma configuracdo necessaria, para
atender os requisitos do projeto. Contudo foi possivel compreender que as ferramentas de
sequenciamento, montagem e anotacdo gendmica de fungos demandam de um elevado
poder de mdaquina, consumindo memoria, processamento e espago em disco.

No decorrer das instalagdes foi visto que, grande parte do material disponibilizado
em forma de tutoriais estdo erroneamente formulados. Faltando informacées de etapas das
instalacdes, comandos que ndo atendem a funcdo especificada. Entretanto servem como
referéncias na busca para realizac¢do das instalagoes.

Ao iniciar uma instalagdo que venha a falhar mais adiante, surge outra dificuldade,
pelo fato de ndo ser possivel reverter os erros gerados, necessitando até mesmo a formata-
¢do da maquina. Recomenda entdo, realizar as instalages em uma maquina virtual, onde é
possivel configurar snapshots, ou seja, gerar uma imagem do sistema que pode ser utilizada
como ponto de restauracdo, diante de instalagdes malsucedidas.

Observar as possiveis dependéncias que cada software necessita é importante para a
definicdo de uma sequéncia de instalagdo, esta sequéncia facilita de modo que ao configu-
rar uma aplicacdo, que pode ndo listar uma dependéncia, mas possuir, seja configurada de
forma correta pelo fato da dependéncia ter sido instalada pela aplicacdo anterior. A cada
nova versdo de software disponibilizada possivelmente serdo geradas novas dependéncias
ou incompatibilidades, ndo encontradas em uma versdo anterior.

5. Concluséao

Através do estudo realizado na primeira etapa do trabalho, baseado na revisao sistematica
da literatura, onde foi sugerido a elaboracdo de um workflow de instalacdo e configuracdo
de servidor para sequenciamento, montagem e anota¢do gendmica de fungos, além da va-
lidagdo, por meio da instalacdo e configuracao dos softwares.

Foi possivel compreender a complexidade dos sofiwares voltados a bioinformatica,
estes possuem dependéncias de bibliotecas, que interferem diretamente nas instalagdes



pretendidas, dificultando a elaboragdo de um workflow de configuracdo genérica para
aplicacdo em projetos de genomas. Acrescenta-se as dificuldades técnicas, relacionadas a
configuracdo do ambiente de trabalho de um projeto de genoma de fungo.

Por isso fica claro a ambivaléncia de dados presente nesse estudo, onde, a ferramen-
ta proposta hora contribui para o pesquisador e hora mostra ser inviavel de forma que
apresenta situa¢des imprevisiveis dificultando a validade do workflow de configuracao.

Como trabalhos futuros sugere-se o desenvolvimento de uma pipeline que realize a
instalacdo automadtica das ferramentas de sequenciamento, montagem e anotagido gendmi-
ca de fungos. Recomenda elaborar uma forma de analisar as dependéncias necessdrias na
integracdo de um software com outro.
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MATERIAL SUPLEMENTAR

Tabela 3. Quantidade de citacdes de softwares relacionados a sequenciamento de fungos

FERRAMENTAS/PIPELINE FUNCAO BANCO DE QTD DE
DADOS CITACOES
GENEid Predicdo de genes Broad Institute 1
Repbase 1
FGENESH Broad Institute 1
NCBI/GENBANK 5
TWINSCAN NCBI/GENBANK 1
PSIPRED NCBI/GENBANK 1
TargetP NCBI/GENBANK 1
NetSurfP NCBI/GENBANK 1
Phyre2 NCBI/GENBANK 1
MIREAP NCBI/GENBANK 1
WoLF PSORT Repbase 1
PredGPI Repbase 1
Augustus Predicéo e anotacdo de genes  Broad Institute 1
NCBI/GENBANK 4
Repbase 1
KEGG 1
SNAP Broad Institute 1
NCBI/GENBANK 1
Repbase 1
KEGG 1
SignalP Predicdo de peptideo NCBI/GENBANK 5
Repbase 1
Phobius Repbase 1
TMHMM Predicéo de helices NCBI/GENBANK 2
Repbase 1
MAKER Anotacdo de genes Broad Institute 1
Repbase 1




FERRAMENTAS/PIPELINE FUNGAO

BANCO DE
DADOS

QTD DE
CITAGOES

GeneMark-es

CLC Genomic Workbench

OrthoFiller

CEGMA

BUSCO

NCBI/GENBANK

1

Broad Institute

Repbase

NCBI/GENBANK

KEGG

Broad Institute

NCBI/GENBANK

NCBI/GENBANK

Repbase

NCBI/GENBANK

KEGG

Repbase

BALST/BLAST2GO Comparacéo de sequéncias

MaSuRCA

Genewise

Broad Institute

NCBI/GENBANK

Repbase

KEGG

InterPro

UNIQUE

Repbase

KEGG

PR RPNRNR R RPRRRRPRRIRRIN R R

BioEdit Alinhamento de sequéncia

CustalX/ClustaW

Broad Institute

NCBI/GENBANK

Broad Institute

1
2
1

NCBI/GENBANK 11
KEGG 1
InterPro 1
HMMER NCBI/GENBANK 2
KEGG 2
SINA NCBI/GENBANK 1
MUSCLE NCBI/GENBANK 5
Repbase 1
Bwa NCBI/GENBANK 1
SAMtools NCBI/GENBANK 1
HISAT?2 Repbase 1
Tophat? Repbase 1
Apollo Visualizacdo de sequéncias Broad Institute 1
Repbase 1
KEGG 1
EMBOSSTranseq Traducdo de sequéncias NCBI/GENBANK 2
PANDAseq Montagem de genoma NCBI/GENBANK 1
AbySS NCBI/GENBANK 1
SOAP/SOAPdenovo2 NCBI/GENBANK 5
KEGG 1
Trinity Repbase 1
KEGG 2
Geneious NCBI/GENBANK 1
Velvet NCBI/GENBANK 1
GS de Novo Assembler InterPro 1
UCHIME Detecgdo de sequéncias NCBI/GENBANK 1

quiméricas




FERRAMENTAS/PIPELINE FUNCAO BANCO DE QTD DE
DADOS CITACOES
USEARCH Anadlise de sequéncia NCBI/GENBANK 1
DNAMAN NCBI/GENBANK 5
SortMeRNA Repbase 1
RepeatMasker Repbase 1
PS-Scan Repbase 1
WEGO KEGG 1
CoreAlyze KEGG 1
MEGA NCBI/GENBANK 15
InterPro 1
LEFSe KEGG 1
ITScan NCBI/GENBANK 1
MG-RAST KEGG 1
QIIME UNIQUE 1
KEGG 1
MOTHUR Corte e filtragem de NCBI/GENBANK 2
TRIM-GALORE qualidade NCBI/GENBANK 2
Seqclean KEGG 1
NCBI/GENBANK 1
Trimmomatic Corte e filtragem de Repbase 1
qualidade
Phrap Anélise e controle de NCBI/GENBANK 1
FastQC qualidade Repbase 1
NCBI/GENBANK 1
PRINSEQ-lite Repbase 1
InterProScan Anélise e avaliagdo de Repbase 1
sequéncias
Bioconductor Anadlise e compreensdo de NCBI/GENBANK 1
dados
tRNAscan Deteccao de genes Repbase 1
GlimmerHMM KEGG 1
HPKknotter Deteccdo de pseudoknots NCBI/GENBANK 1
Primer3 Detecgdo de sequéncia NCBI/GENBANK 1
Pilon Melhoria de montagens de KEGG 1
rascunho
PHYLIP Pacote de inferéncia de NCBI/GENBANK 1

filogenia

Fonte: Elaborado pelo Autor.



Figura 2 - FUNANNOTATE Versao 1.3.3

ucs@ucs: ~

@ ucs@ucs:~$ funannotate
Usage: funannotate <command> <arguments>

version: 1.3.3
Description: Funannotate is a genome prediction, annotation, and comparison pipeline.

clean Find/remove small repetitive contigs
sort Sort by size and rename contig headers (recommended)
species list pre-trained Augustus species

train RNA-seq mediated training of Augustus/GeneMark
predict Run gene prediction pipeline

fix Fix annotation errors (generate new GenBank file)
update RNA-seq/PASA mediated gene model refinement

remote Partial functional annotation using remote servers
iprscan InterProScan5 search (Docker or local)

annotate Assign functional annotation to gene predictions
compare Compare funannotated genomes

setup Setup/Install databases

util Format conversion and misc utilities

check Check Python, Perl, and External dependencies
database Manage databases

outgroups Manage outgroups for funannotate compare

Written by Jon Palmer (2016-2018) nextgenusfs@gmail.com

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 3 — Dependéncias Funannotate

Mddulos Perl Dependéncias Externas Mddulos Python

Bio::Perl: 1. ppbq RepeatMasker: RepeatMasker 4.0.7 "\ v 1 AR
r ola o RepeatModeler: RepeatModeler 1.0.8 b 0 t"]O'] ""’b
Carp: 1.38 Trinity: 2.4.0 - ~n - ,o1
N ” = 2Ly ) - - g [ ]
:L):?f:ei 23% e goatools: 9./.1
oli 1,631 bamtools: bamtools 2.4.1 matolotlib: 2.1.0
1 W~ iU £, l- "
Data::Dumper: 2,154 bedtools: bedtools v2.26.9 bt
File::Basename: 2.84 blat: BLAT v36 natsort: 5.0.2
Getopt::long: 2.48 braker.pl: braker,pl Al
. diamond: diamond 0.9.13 118 13.3

Hash::Merge: 0.200 _[;fmrd dlaT;?m?r 1.0.3 numpy: 1.13.3

a e 4 emapper.py: emapper- 3 . "
Logger: :Sinple: 2.0 ete3: 3.1.1 pandas: ©.20.3
POSIX: 1.32 exone rate: exonerate 2.2.9 < -_-1. 5 3 1
Parallel::ForkManager: 1.17 gmap: 2017-81-14 PSUT1l. ol

od: :Us + 1.6 eres _petap.pl: 4,30 e o 1 Iy
. R scikit-learn: 0.19.¢
calar::Util::Numeric: ©.40 r--“ ey e Bets) : 9.19.1
torable: mmscan: HWER 3.102 (February 2015) sciov: 0.19.°
S Orab e: 2.41 2 hmmsearch: HMMER 3.1b2 (February 2015) sCipy: 9.19.

xt::Soundex: 3.0 kallisto: 0.43.1 seaborn: 0.8.1
Tﬂreau. 1Queue: 3.7 makeblastdb: makeblastdb 2.6.0+
Tie::File: .99 nucmer: 3.1
YAML: 1.15 ps1CDnaFilter: no way to determine
threads: 2 rmblastn: rmblastn 2.2.27+

ATERENE 5 g samtools: samtools 1.5

s s ed: 3

F?reavs..,rarhd._l.49 . tbl2asn: unknown, likely 25.3
All 20 Perl modules installed thlastn: thlastn 2.6.0+

Fonte: Elaborado pelo Autor.



Figura 4 - EGGNOG-MAPPER Verséo 2.4

ucs@ucs: ~

ucs@ucs:~S emapper.py
usage: emapper.py [-h]

--data_dir] [--qtype {hmm,seq}] [--tax_scope]
--target_orthologs {one2one,many2one,one2many,many2many,all}]

[--guessdb] [--database] [--dbtype {hmmdb,seqdb}]

[
(
[--excluded taxa]

[--go_evidence {experimental,non-electronic}]

[--hmm_maxhits] [--hmm_evalue] [--hmm score]

[--hmm_maxseqlen] [--hmm_qcov] [--Z] [--dmnd_db DMND_DB]

[--matrix {BLOSUM62,BLOSUM9G,BLOSUM8O,BLOSUMS0,BLOSUM4S ,PAN250,PAM70,PAM30) ]
[--gapopen GAPOPEN] [--gapextend GAPEXTEND]

[--seed ortholog evalue] [--seed ortholog score] [--output]

[--resume] [--override] [--no_refine] [--no_annot]

[--no_search] [--report_orthologs] [--scratch_dir]

[--output_dir] [--temp_dir] [--no_file_comments]

[-<keep_mapping_files] [-m (hmmer,diamond}] [-1]

[--translate] [--servermode] [--usemem] [--cpu]

[--annotate_hits_table] [--version]

emapper.py: error: An output project name is required (-o0)

ucs@ucs:~$

Fonte: Elaborado pelo Autor.

Figura 5 - INTERPROSCAN Versédo 5.29-68

ucs@ucs: ~finterproscan-5.29-68.0

Optional

of ana

is not -

be run.

Optional, base output filename

(relative or absolute path]

Mote that this

--output-dir

the -

mutually exclusin

appropriate file extens
utput format(

appended automatica

path/name will be u
-Ccpu, --cpu <=CPU> C number of
an.
-d,--output-dir <OUTPUT-DIR>
option, the
eption and the
option
The
output filena the
same as the input filename,
with the appropriate file
snslon(s) for the output
ended

-dp,--disable-precalc Optional. Disables use of the
precalculated match lookup
service. All ma

slcula ons will
1 1ly.

-dra,--disable-residue-annot Optional, udes sites from
t ML, OM output

-f,--formats <OUTPUT-FORMATS> Optional, case-insensitive,

1ist o
Supported formats are
ML, JS0OM, GFF3, HTML and
Default for protein

Fonte: Elaborado pelo Autor.



