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INTRODUGAO:

Os virus sédo as entidades biolégicas mais diversas e abundantes, com uma populacao estimada
em 10%* , a qual habita diversos ambientes e infecta espécies de todos os dominios da vida por meio do
reconhecimento e ligacdo de receptores especificos da célula hospedeira para infiltracdo e exploracao
da maquinaria molecular do hospedeiro. Essencialmente, o viroma intestinal € composto por virus
eucaribticos capazes de se replicar nas células humanas, assim como por virus procariontes como 0s
bacteriéfagos que se infectam em bactérias intestinais (Lecuit; Eloit, 2017; Garmaeva et al., 2019).

Numa comunidade microbiana, os bacteriéfagos (conhecidos como os fagos) sdo os principais
componentes do material genético viral, sendo os fagos 10 vezes mais presentes do que as bactérias.
Eles séo virus que podem infectar bactérias para sua replicacéo viral, mas em algumas situagfes, podem
beneficiar as populagbes de bactérias no hospedeiro, demonstrando o seu impacto crucial na
composi¢cdo da comunidade microbiana. Eles medeiam a transferéncia lateral de genes e alteram o
metabolismo do hospedeiro por meio de genes metabdlicos auxiliares (AMGs) (Wommack et al., 2000;
Al-Shayeb et al., 2020; Wu et al., 2021). Compreender os fagos e as AMGs significa entender melhor os
papeis ecoldgicos dos virus e seus mecanismos de funcionamento.

Ha apenas 2640 genomas de fagos completamente sequenciados, demonstrando que a maioria
dos fagos tem sua composicdo desconhecida, devido a dificuldade de cultivo isolado do virus. Uma
abordagem para explorar estes virus € por meio do sequenciamento de nova geragdo (NGS), a qual
realiza a leitura de cada base (A, C, T, G) individual do DNA, em larga escala, gerando reads com
abundéancia de dados genéticos dependendo apenas do material gendmico viral extraido diretamente de
uma amostra (Al-Shayeb et al., 2020).

Estes sequenciamentos possibilitam a leitura de pares de base curtos, short-reads, e pares de
base longos, long-reads. As short-reads, sao leituras de pequenos fragmentos, 50 a 600 pb, por meio
da quebra do DNA em pequenos fragmentos, anexando adaptadores em cada extremidade destes para
ser possivel a leitura completa do DNA nos instrumentos de sequenciamento, como NovaSeq, HiSeq,

NextSeq e MiSeq da Illlumina (Goodwin et al., 2016; Jeon et al., 2019). Elas séo leituras econémicas e
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eficientes com diversos pipelines, usualmente, aplicado para a contagem da abundancia de sequéncias
especificas, a identificacdo de variantes em sequéncias bem conservadas ou para tracar o perfil da
expressao de transcricdes especificas (Amarasinghe, 2020).

Entretanto, este tipo de leitura pode dificultar a reconstrucéo e contagem das sequéncias originais
do metagenoma dado que os polimeros naturais de acidos nucleicos abrangem oito ordens de grandeza
de comprimento. Desse modo, tecnologias como o da Pacific Biosenses (PacBio) foram desenvolvidas
para a realizacao de leituras superiores a 10 kb, sendo utilizadas para a leitura de trechos contiguos e
lidar com regides complexas do genoma para a montagem de novo genoma e deteccdo de variacdo
estrutural (Amarasinghe, 2020).

O uso destas técnicas para o sequenciamento de DNA possibilita a identificacdo com alta
qualidade das regies complexas e contiguos dos fagos. Entretanto, ndo se é estabelecido um pipeline
computacional que utilize os dois dados de sequenciamento como input para a identificacdo dos virus,
o que dificulta no tratamento destes dados de maneira eficiente e com alta acuracia.

Logo, este projeto propde um pipeline computacional para o desenvolvimento de uma ferramenta
de automacdo para identificacdo e dereplicacdo de bacteri6fagos reconstruidos a partir de genomas
virais montados em metagenoma (VMAGS) usando dados dos sequenciadores lllumina NovaSeq e
PacBio SequelllE. Genomas de bacteriéfagos seréo identificados usando ferramentas de aprendizado
profundo voltadas para caracterizacao de novas espécies e construcao de uma interface amigavel para
iniciantes em bioinformética. Espera-se que o projeto facilite o processo de caracterizacdo de
bacteriéfagos para os grupos de pesquisa em bioinformatica do Laboratério Nacional de Biorrenovaveis
(LNBR) do Centro Brasileiro de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), bem como contribua para a
formagé@o de novos recursos humanos no campo emergente de Biologia Computacional e Virologia

Metagendmica na llum - Faculdade de Ciéncias, CNPEM.

METODOLOGIA:

Para o desenvolvimento do projeto estdo sendo utilizados metagenomas de espécies animais
nativas de biomas brasileiros a partir do sequenciamento em larga. Na Figura 1, ha o esquematico do
pipeline que consiste em trés grandes etapas: o processamento de dados das leituras de short-reads, o

processamento das long-reads e a integracéo dos dados das diferentes tecnologias.

Todo as etapas estdo sendo organizadas no sistema de fluxo de automatizacdo de
dados Nextflow, o qual tem seu pipeline construido de acordo com processos individuais que séo
configurados com requisitos de entradas e declaracGes de saida. A execu¢cdo de um processo comeca
guando todos os seus requisitos de entrada sao atendidos. Ao especificar a saida de um processo como
a entrada de outra etapa, uma conexao logica e sequencial entre os processos é criada (Tommaso,
2017).
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Figura 1 — Pipeline para a exploragdo de fagos na microbiota intestinal de animais do bioma brasileiro por meio de sequenciamento de short e
long-reads. O esquema ilustra o controle de qualidade (1), a montagem dos genomas (2), a identificagdo dos genomas dos bacteriofagos (3),
eliminagdo de redundancia genémica (dereplicacéo) (4), identificagcdo taxondmica (5) e anotagéo funcional (6). Imagem de autoria propria.

O pré-processamento de short-reads do metagenoma esta ocorrendo por meio do FASTQC para
checagem da qualidade da leitura. A remocéo de adaptadores e sequencias de baixa qualidade, ocorreu
pelo software FASTP (Chen, 2018).

As reads de alta qualidade das short-reads dos metagenomas poderdao ser montados a partir de
estratégias de novo usando a ferramenta megahit v.1.2.0 (Li, 2015) com parametro de tamanho minimo

de 1.000 bp e tamanho k-mer de 21 a 141 com incremento de 20.

A identificacdo dos bacteri6fagos ocorrera por meio do software PhaMer (Shang, 2022), o qual utiliza
um modelo de andlise de contextos advindo da Linguagem de Processamento Natural (NPL) para
aprender padrbes associados a proteinas em fagos. De modo a inferir a qualidade e a integridade da
analise, utiliza-se o sofftware CheckV que observa 0s genomas virais fechados, estimando a integridade
dos fragmentos do genoma e removendo as regifes hospedeiras flanqueadoras de provirus integrados
(Nayfach, 2021).

Apb6s o tratamento isolado de cada técnica, os dados serdo postos para a dereplicacdo para
compreender a redundancia de genomas que foram identificados em ambas as técnicas por sequéncias
por meio do software dRep (Olm, 2017). Estabelecido este processo, realiza-se a taxonomia viral dos
bacteriéfagos através do software vContac2 (Jang, 2019), um algoritmo de classificacdo taxonémica

para determinar a taxonomia do genoma dos bacteriofagos.
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Por fim, as andlises se direcionam para a determinac¢do da anotac¢éo funcional dos genomas dos
fagos por meio do software Pharokka (Boura, 2023), uma ferramenta exclusiva para a andlise dos
bacteriéfagos que permitem a utilizacdo de features como o pequeno tamanho do gene, alta densidade
de codificacéo e cddons de inicio alternativos, ajudando a identificar as AMGs para a classificacao destes

genes.

RESULTADOS E DISCUSSAO:

O pipeline computacional é funcional, todos os softwares atuam como bons identificadores e
classificadores de fagos. Atualmente, o projeto estd alocando por meio do workflow do Nextflow uma
interface automatizada, sendo decidido a separacéo do processo em duas etapas: (1) o pré-tratamento
de dados que consiste no controle de qualidade e montagem dos genomas e a (2) identificacdo,

dereplicacdo e caracterizacdo dos fagos.
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