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1. INTRODUCAO

Com o avanco da tecnologia, se tornou necessario abordar novas formas de
realizar sequenciamento de DNA, como Next Generation Sequencing (NGS).
Existem algumas plataformas de sequenciamento NGS que séo capazes de gerar
grandes volumes de dados por rodada, o que permite uma grande variedade de
aplicacbes, como sequenciamento de genomas (procariéticos e eucarioticos),
transcriptomas e metagenomas (LIU et al., 2012).

Tradicionalmente, a montagem de genomas € realizada com base em alguns
passos, como citado por (KISAND & LETTIERI, 2013): 1) alinhamento de todos
fragmentos; 2) construcdo de um grafo que represente as sobreposicoes; 3)
identificagdo do melhor conjunto minimo de caminhos independentes; 4)
montagem das contigs através de um consenso das leituras. Este tipo de
algoritmo, apesar de acurado, se torna inaplicavel para dados de sequenciamento
de nova geracdo (NGS), uma vez que as plataformas NGS geram milhdes de
fragmentos por rodada, tornando a realizacdo dos alinhamentos extremamente
lento (MILLER et al., 2010).

Devido ao grande volume de dados obtido a partir destas tecnologias, foi
necessario desenvolver ferramentas e algoritmos que realizassem a analise
destas informacdes de forma rapida e eficiente, surgindo ferramentas de
ordenamento de contigs como ordenamento simples (ABACAS) e mudltiplos
(MEDUSA) (ASSEFA et al., 2009; BOSI et al., 2015).

O objetivo desta ferramenta consiste em criar um algoritmo genético para realizar
o ordenamento dos fragmentos (contigs) obtidos através da montagem de
genomas, utilizando multiplos genomas de referéncia (informacdes consolidadas
sobre o genoma alvo) onde permite o ordenamento em tempo satisfatério com
uma porcentagem alta de acuréacia.

Com o grande numero de contigs (sequéncias ndo-ordenadas) e a dificuldade de
gerar um conjunto satisfatério de scaffolds (sequéncias parcialmente ordenadas),
as ferramentas que ndo utilizam abordagens inteligentes costumam realizar a
tarefa em um tempo muito custo com uma acuracia boa ou em tempo satisfatério,
porém com baixa acurdcia. A utilizacdo de algoritmos inteligentes (neste caso,
Algoritmo Genético) possui caracteristicas que permitem gerar 6timos resultados,
por serem algoritmos de busca e otimizacao; e, utilizarem operadores baseados
em principios de evolucéo e genética natural (DUBITZKY & AZUAJE, 2004).
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2. METODOLOGIA

Todo o desenvolvimento da ferramenta foi realizado utilizando a linguagem
Python (https://www.python.org/), em conjunto com o pacote BioPython (Cock et
al., 2009), permitindo um desempenho mais rapido e eficiente para a ferramenta.
O desenvolvimento deste trabalho consiste em primeiramente realizar o
alinhamento (BLAST ou MUMMER) (ALTSCHUL et al., 1990; CAMACHO et al.,
2009; KURTZ et al., 2004) do genoma a ser analisado com todos os arquivos de
genomas drafts, podendo ser apenas um genoma rascunho ou multiplos.
ApoGs este procedimento de alinhamento é necessério realizar uma filtragem e
alteracdes no formato do arquivo gerado, adaptando o mesmo para o formato
aceito pelo algoritmo genético. E relevante ressaltar que quando a maquina
utilizada permite processamento multithreading, tanto o alinhamento como a
etapa de parser, sera realizado em paralelo, podendo também definir a
guantidade de threads a serem utilizadas.
Quando a etapa do parser é finalizada, os dados retirados do alinhamento séo
passados para o algoritmo genético. O desenvolvimento consiste na utilizacéo
dos operadores dos AGs (populacéo inicial, aptiddo, selecdo, cruzamento,
mutacéo) cada operador foi definido da seguinte maneira: populacéo inicial com
tamanho de 350 individuos, aptiddo calculada sobre os matchs do alinhamento,
selecdo é feita pelo método da roleta, cruzamento de recombinacdo de unico
ponto com probabilidade 20% e mutacdo com inversado das fitas do alinhamento
com probabilidade 5%. Uma representacéo do fluxograma do algoritmo proposto
esta indicada na Figura 1.
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Figura 1. Fluxograma de execucdo do algoritmo genético proposto para ordenamento de
contigs: (I) alinhamento de contigs do genoma de interesse “target” contra os demais genomas de
interesse através das ferramentas BLAST ou Mummer; (Il) processamento dos resultados do
alinhamento; (lll) identificacdo do ordenamento 6timo através do algoritmo genético; (V) geracédo
de scaffolds; (V) validacéo dos resultados.

Os testes da ferramenta foram realizados utilizando como genoma alvo
resultados da montagem de novo de um genoma de Leptospira borgpetersenii
cepa 4E (GenBank: CP015814.1, CP015815.1) gerados a partir das ferramentas
CISA (LIN and LIAO, 2013), BWA (LI and DURBIN, 2009), Velvet (ZERBINO &
BIRNEY, 2008) e Edena (HERNANDEZ et al., 2008), sendo este constituido por
541 contigs ndo ordenadas. Os genomas usados para ordenamento consistem
em 21 genomas de referéncias do genoma de L. Borgpetersenii obtidos a partir do
GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A ferramenta proposta ainda est4 em processo de implementacéo, entretanto, sua
versdo atual j& possui integralmente as etapas de alinhamento (com suporte para
as ferramentas BLAST e MUMMER) e parsing. O algoritmo genético ainda esta
sendo ajustado, uma vez que sdo necessarios diversos testes para definir as
configuragbes oOtimas para alguns paradmetros. As proximas etapas do
desenvolvimento envolvem a finalizacdo do algoritmo genético e a comparacao
dos resultados gerados pelo programa com os gerados por ferramentas ja
disponiveis, como MeDuSa (BOSI et al. 2015).

A partir dos dados utilizados no teste, o parsing foi capaz de extrair 300 regides
de adjacéncia entre contigs, que posteriormente podem ser utilizadas no fitness
do algoritmo genético para avaliar a consisténcia das scaffolds que foram
geradas.

4. CONCLUSOES

No presente trabalho foi apresentada a implementacdo preliminar de uma
ferramenta baseada em algoritmo genético para ordenamento de contigs a partir
de alinhamento contra mdultiplos genomas de referéncia. Apesar de ainda nao
finalizado, o presente projeto demonstra-se como promissor por aplicar uma
abordagem de computacéo evolutivo no contexto do sequenciamento de DNA de
nova geracao.
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