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RESUMO

Nas tltimas décadas, diversos avancos tecnologicos e incentivos voltados & pesquisa cienti-
fica vém fazendo com que o Brasil obtenha destaque internacional no &mbito da producao
agricola frente ao aumento da demanda global por alimentos. Apesar disso, verifica-se
ainda significativa negligéncia em relacao a importancia das comunidades microbianas,
seja por falta de informacao ou pela subestimacao de seu papel crucial no processo, o
que resulta em praticas de manejo que nao conseguem explorar plenamente a capacidade
produtiva do solo. Para mudar esse cenario, uma abordagem promissora se da através
do uso de técnicas avancadas de biotecnologia, tal como o sequenciamento metagenémico
de amostras de solo. Anélises desses dados oriundos do sequenciamento podem revelar
informagoes valiosas sobre os microrganismos presentes na amostra, permitindo assim
uma gestao mais eficiente e sustentével dos solos agricolas. Nesse contexto, busca-se aqui
conduzir analises de dados de metagendmica obtidos de amostras de solo, utilizando-se de
dados (brutos) sequenciados disponibilizados publicamente por Ordine et al. (2023). Es-
pecificamente, tem-se por objetivo i) caracterizar o perfil (taxonémico) das comunidades
microbianas, evidenciando a diversidade e a abundancia de microrganismos; ii) identificar
o perfil do resistoma e do viruloma, focando na abundéancia e diversidade dos genes de
resisténcia a antibioticos (ARGs) e de fatores de viruléncia (VFs); bem como iii) clarifi-
car as diferencas observadas nas amostras de solo analisadas, levando em consideracao as
caracteristicas de cada amostra. Para tal, diferentes ferramentas de bioinformatica sao
aplicadas em sequéncia a fim de produzir pipelines capazes de realizar a anélise de dados
de forma nao assistida. Em particular, duas pipelines sao implementadas aqui utilizando
linguagem GNU Bash, sendo uma delas destinada a classificagao taxonomica e a outra para
a caracterizagao de genes de resisténcia a antibidticos (ARGs) e de fatores de viruléncia
(VFs). Como resultado da execugao dessas pipelines, géneros importantes para a saiude
do solo e das plantas foram identificados, tais como Bradyrhizobium, Nocardioides e Pseu-
domonas. Por sua vez, com respeito dos ARGs, genes relevantes como vanRO, rsmA e
RbpA foram identificados. Ainda, no contexto de VFs, a presenca de genes como acpXL,
hsiB1 e pilG foram observados nas amostras analisadas. Portanto, os resultados obti-
dos ratificam a validade das pipelines implementadas tanto no que tange a classificacao

taxonomica quanto & caracterizacao do resistoma e do viruloma.

Palavras-chave: Bioinformatica; Comunidades microbianas; Resisténcia antimicrobi-

ana; Saude do solo.



ABSTRACT

In recent decades, various technological advances and incentives directed towards sci-
entific research have made Brazil stand out internationally in the field of agricultural
production, in response to the growing global demand for food. Despite this, there is still
significant neglect regarding the importance of soil microbial communities, whether due
to a lack of information or underestimation of their crucial role, which results in manage-
ment practices that fail to fully exploit the productive capacity of the soil. To change this
scenario, a promising approach is through the use of advanced biotechnology techniques,
such as metagenomic sequencing of soil samples. Analyses of data from this sequencing
can reveal valuable information about the microorganisms present in the sample, thus
enabling more efficient and sustainable management of agricultural soils. In this context,
the aim here is to proceed with metagenomic data analyses from soil samples, using (raw)
sequenced data made publicly available by Ordine et al. (2023). Specifically, the objec-
tives are to: i) characterize the taxonomic profile of microbial communities, highlighting
the diversity and abundance of microorganisms; ii) identify the resistome and virulome
profiles, focusing on the abundance and diversity of antibiotic resistance genes (ARGs)
and virulence factors (VFs); and iii) clarify the observed differences in the analyzed soil
samples, considering the adopted management practices. To this end, various existing
bioinformatics tools are applied in sequence to implement pipelines capable of performing
unsupervised data analysis. In particular, this work implements two pipelines using the
GNU Bash programming language, with one of them being designed for taxonomic classi-
fication and the other for characterizing antibiotic resistance genes (ARGs) and virulence
factors (VFs). As a result of the execution of these pipelines, important genera for soil and
plant health were identified, such as Bradyrhizobium, Nocardioides, and Pseudomonas. In
turn, regarding the ARGs, relevant genes such as vanRO, rsmA, and RbpA were identified.
Still, in the context of VFs, the presence of genes such as acpXL, hsiB1, and pilG were
observed in the samples considered. Therefore, the results obtained confirm the validity
of the implemented pipelines, which were designed for both taxonomic classification and

characterization of the resistome and the virulome.

Keywords: Bioinformatics; Microbial communities; Antimicrobial resistance; Soil health.
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1 INTRODUCAO

Na produgao agricola, o Brasil figura dentre os 10 maiores produtores mundiais de
graos, assumindo posicoes de lideranca na exportacao de diversas commodities. Especi-
ficamente em 2020, o pais se destacou como o 4° maior produtor de graos (239 milhoes
de toneladas) e o 22 maior exportador (123 milhoes de toneladas), o que corresponde a
19% do total de graos exportados no mundo e representa um montante de 37 bilhoes de
dolares (ARAGAO; CONTINI, 2023). Dentre os principais grios, o Brasil figura como o
maior produtor e exportador de soja, desde a safra 2019/2020; em especial, na safra de
2022/2023, o pais cultivou 42% de todo o soja produzido no mundo, além de ter partici-
pado com cerca de 27% de todo o milho exportado globalmente (maior exportador desse
grao) (AGROADVANCE, 2024). Bens e servigos atrelados ao agronegocio brasileiro mo-
vimentaram em torno de R$ 2,54 trilhdes em 2022, o que equivale a 25% do PIB; desse
montante, R$ 1,836 trilhao diz respeito exclusivamente ao ramo agricola (CNA, 2024). O
agronegocio brasileiro desempenha um papel fundamental nao apenas para a economia
nacional, mas também na seguranga alimentar global e na promocgao da satide humana ja
que, através da producao e exportacao de alimentos essenciais para dietas balanceadas e
saudaveis, o pafs contribui sobremaneira para a reducao da fome e desnutrigao em diversas
regioes do mundo (FAO, IFAD, UNICEF, WFP e WHO, 2024). Parte dessa trajetoria de
sucesso da agricultura brasileira vém sendo construida e sustentada, ao longo das tltimas
décadas, por uma série de politicas piblicas! assim como por investimentos significativos
em pesquisa, desenvolvimento e inovagao (PD&I) voltadas ao aprimoramento e consoli-
dacao das técnicas de manejo.

Com respeito as técnicas de manejo adotadas na producao agricola, destacam-se o
plantio direto, o uso de agroquimicos (fertilizantes e agrotoxicos), a correcao fisico-quimica
do solo, o monitoramento de indicadores biologicos (e.g., respiragao basal, biomassa micro-
biana, atividade enzimética, comprimento das hifas e coeficiente metabolico), bem como
o melhoramento genético de sementes. Essas técnicas visam, sobretudo, maximizar a pro-
dutividade, assegurar o controle de pragas e doencas, promover o uso sustentavel do solo,

melhorar a disponibilidade de nutrientes e aumentar a resisténcia a condigoes climaticas

L Dentre as politicas publicas determinantes para posicionar o Brasil como um dos mais importantes

produtores no cenério internacional, destacam-se a criagio i) da EMBRAPA (Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuéria) em 1973, visando o desenvolvimento de tecnologias adaptadas as condigoes
tropicais brasileiras; ii) de incentivos ao Crédito Rural subsidiado para facilitar o acesso de agricul-
tores ao financiamento necessario para moderniza¢ao de suas operagoes (e.g., insumos, maquinas);
iii) do Programa Nacional de Irrigacdo em 1979 a fim de aumentar a produtividade por permitir a
produgao durante o ano todo, independentemente das condig¢oes climaticas; iv) da Politica de Pregos
Minimos para certos produtos, assegurando que os agricultores tivessem uma renda minima garantida
e incentivando a produgao; v) de investimentos em infraestrutura de transporte, visando facilitar o
escoamento da produgdo agricola; vi) de Programas de Capacitagao e Extensao Rural para promover
a adogao de novas tecnologias e praticas agricolas mais eficientes (EMBRAPA, 2022).
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adversas (FAO, 2017; BUENO et al., 2021; FUENTES-LLANILLO et al., 2021). Con-
tudo, apesar de representarem avangos importantes, tais técnicas de manejo nao exploram
plenamente a capacidade produtiva do solo por negligenciar caracteristicas importantes
do microbioma edéfico? (WILHELM et al., 2023; BANERJEE; HEIJDEN, 2023; COM-
PANT et al., 2024). Vale lembrar que os microrganismos presentes no solo contribuem
significativamente para a manutencao da saide das plantas, visto que participam de ativi-
dades envolvendo a ciclagem de nutrientes, estrutura do solo, transformagoes de carbono,
crescimento, regulacao hormonal, controle de estresse, resisténcia sistémica a patogenos,
absor¢ao de dgua, mineralizagao, dentre outros (BANERJEE; HEIJDEN, 2023; COM-
PANT et al., 2024). Ademais, além de nao explorarem plenamente a capacidade do solo,
as técnicas de manejo adotadas por vezes alteram drasticamente o microbioma edéfico,
devido ao uso excessivo de agroquimicos nas plantagoes, a aplicagao de dejetos/esterco
enriquecido com antibidticos (proveniente da produgao pecuéria), e ao aumento do desma-
tamento para fins agricolas ou urbanos (ORDINE et al., 2023). Essas praticas modificam

3 e o viruloma? intrinseco do solo (i.e., alteram as comunidades bacterianas),

o resistoma
favorecendo a disseminagao de genes de resisténcia a antibioticos (ARGs) e de fatores
de viruléncia (VFs). Como consequéncia, tem-se a predominancia de organismos com
resisténcia adquirida e maior potencial patogénico, decorrente do aumento na taxa de
transferéncia horizontal de ARGs e VFs, intensificando assim a resisténcia antimicrobiana
(AMR) no ambiente (ORDINE et al., 2023). Vale destacar que, recentemente, as Nagoes
Unidas reconheceram os possiveis perigos causados pela falta de vigilancia e descontrole
sobre a AMR, sendo esse um problema a ser atacado de forma coordenada globalmente
(MAPA, 2024). Portanto, o desenvolvimento, aperfeicoamento e ado¢ao de novas tecnolo-
gias que levam em conta o microbioma edéfico sao fundamentais para salvaguardar a satide
e aprimorar a eficiéncia do solo assim como para preservar a satide humana, possibilitando
uma gestao mais eficiente, competitiva e sustentével dos setor agricola brasileiro.

Uma abordagem promissora se da através do uso de técnicas avancadas de biotecnolo-
gia, tal como o sequenciamento por metagenomica (metagenomics sequencing) de amos-
tras de solo. Essa abordagem (em especial, o sequenciamento shotgun) vém ganhando
cada vez mais espaco devido a capacidade de sequenciar toda a informacao genética em
uma dada amostra analisada, independentemente da diversidade de organismos presentes
e sem a necessidade de isolamento ou cultivo especifico (QUINCE et al., 2017, WAR-
NECKE et al., 2007; BHARTI; GRIMM, 2021). Dessa forma, torna-se possivel obter
informagoes genéticas mais abrangentes acerca do microbioma edafico presente em ter-

ras agricultaveis, em contraste com a abordagem de sequenciamento de amplicons® que é

2 Comunidade de microrganismos, incluindo bactérias, fungos, arqueias e virus, que habitam o solo.

Conjunto de genes de resisténcia a antibioticos presentes em um dado microbioma, cuja compreensao
é fundamental para estudar a disseminagao da resisténcia a antibioticos e o impacto na satide publica.
Conjunto de genes relacionados & viruléncia de um determinado microbioma (SALGUEIRO et al.,
2023).

Vale mencionar que o sequenciamento de amplicons, também conhecido como sequenciamento
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voltada a identificacao de um tinico gene ou regioes-alvo especificas do DNA necessarias
para caracterizar espécies de fungos e bactérias (BHARTI; GRIMM, 2021; LOBANOV;
GOBET; JOYCE, 2022). Analises dos dados oriundos do sequenciamento podem revelar
informagoes valiosas sobre os microrganismos presentes na amostra, possibilitando assim
caracterizar o perfil taxonémico (abundancia e diversidade) das comunidades microbianas,
identificar genes relacionados a fungoes biologicas (e.g., fixagao de nitrogénio e carbono,
solubilizacao de fosfato, produgao de hormonios vegetais, matéria organica) e verificar
o perfil do resistoma e do viruloma a partir da presenca de ARGs e VFs. Contudo,
tais andlises trazem importantes desafios do ponto de vista pratico (sobretudo, quanto
a demanda por recursos computacionais), os quais decorrem do grande volume de dados
gerado a partir do sequenciamento. Ademais, tendo em vista a diversidade de ferramentas
de bioinformética disponiveis bem como as suas correspondentes vantagens e limitagoes,
a escolha da ferramenta mais adequadas em cada uma das etapas de analise se torna
uma tarefa complexa (BHARTI; GRIMM, 2021; LIU et al., 2021). Ainda, vale destacar
que nao existem até entdo pipelines® consolidadas para conduzir a andlise de dados de
metagenomica devido a rapida evolucao das tecnologias envolvidas, tornando obsoletas
até mesmo aquelas pipelines populares de laboratorios internacionais (RICHARDSON et
al., 2022).

1.1 OBJETIVOS

Neste contexto, o presente trabalho busca conduzir anélises de dados de metagendémica
obtidos de amostras de solo, focando sobre os dados (brutos) sequenciados disponibilizados
publicamente por Ordine et al. (2023). Especificamente, utilizando-se de ferramentas de

bioinformatica, tem-se aqui por objetivo

e determinar o perfil (taxonémico) das comunidades microbianas, evidenciando a di-

versidade e a abundéancia de microrganismos;

e caracterizar o perfil do resistoma e do viruloma, focando na abundéancia e diversidade

de ARGs e de VFs presentes na amostra; bem como

e clarificar as diferencas observadas nas amostras analisadas, levando em conta as suas

caracteristicas.

Vale salientar que este trabalho visa, sobretudo, contribuir com a construcao de pipelines

para a analise de dados de metagendomica.

16S/18S/1ITS, metabarcoding, metatazonomics ou community profiling, visa rastrear variantes ou orga-
nismos especificos, sendo comumente utilizado para identificar espécies individuais em culturas puras
e detectar organismos de interesse (e.g., patogenos).

O termo se refere a um programa, um script ou a uma ordem especifica de programas em que um
certo conjunto de operagoes deve ser executado (LIU et al., 2021).
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1.2 ORGANIZACAO DO DOCUMENTO

O presente trabalho esta organizado como segue. A Sec¢ao 2 aborda um fluxo tipico
de trabalho de um projeto de metagenémica do tipo shotgun, descrevendo as diferentes
etapas desde a coleta das amostras até as analises de bioinformaética, assim como as
principais operagoes e softwares empregados durante as analises de bioinformatica. A
Secao 3 descreve as pipelines desenvolvidas aqui para processar os dados de metagendmica
relativos as amostras, bem como os scripts implementados para conduzir a analise dos
resultados. A Segao 4 apresenta os resultados intermediarios e finais obtidos, discutindo
tanto sobre as estatisticas referentes as etapas de controle de qualidade e limpeza, de
montagem e de predicao de genes, quanto sobre o perfil taxonémico, do resistoma e
do viruloma. Por fim, a Secao 5 traz algumas das consideragoes finais deste trabalho,
evidenciando as principais conclusoes alcancadas, as sugestoes de trabalhos futuros e a

lista de trabalho publicados e/ou em vias de publicagao.
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2 MATERIAIS E METODOS

Nesta secao, alguns conceitos fundamentais necesséarios para o desenvolvimento do
presente trabalho sao revisitados. Primeiramente, o fluxo de trabalho tipico envolvendo
estudos de metagenomica é descrito, visando fornecer um entendimento das diferentes
etapas envolvidas desde a coleta e preparo do DNA até a obtencao dos dados brutos
sequenciados e analises de bioinformética. Em seguida, algumas etapas e ferramentas
fundamentais para a analise dos dados de metagenémica obtidos do sequenciamento sao
discutidas, destacando sobretudo aquelas etapas e ferramentas consideradas aqui. Por fim,
o conjunto de dados utilizado é apresentado, contendo dados brutos advindos do sequen-
ciamento por metagenomica de amostras de solo juntamente com algumas informacoes

associadas as especificidades dos diferentes sitios de coleta.

2.1 FLUXO DE TRABALHO ENVOLVENDO METAGENOMICA

Tipicamente, um fluxo de trabalho de um projeto envolvendo metagenomica shotgun'

segue as mesmas 6 etapas, a saber:

1) Preparacao da amostra: Essa etapa tem inicio com a coleta cuidadosa de uma
amostra de materiais do ambiente-alvo (e.g., solo, agua, fezes, swabs, tecidos), uti-
lizando técnicas que visem minimizar a contaminagao e garantir representatividade
adequada. Tal amostra, apos coletada, deve ser adequadamente conservada (ge-
ralmente, em condigoes de baixa temperatura) durante o transporte e/ou armaze-
namento para preservar a integridade do material genético. E fundamental evitar
contaminacoes com DNA estranho ou genoma do hospedeiro?, especialmente du-
rante o manuseio. Portanto, o método de coleta, transporte e armazenamento da
amostra, bem como as caracteristicas do ambiente-alvo introduzem variaveis que
precisam ser consideradas e devidamente documentadas (na forma de metadados)
para assegurar a confiabilidade dos resultados (QUINCE et al., 2017; BHARTTI,
GRIMM, 2021).

2) Extracao de DINA: Essa etapa, necessaria especialmente no sequenciamento do
tipo shotgun, consiste da separacao do DNA da amostra de outras impurezas e

contaminantes. Isso envolve a lise celular (ruptura da membrana), utilizando mé-

Em contraste com o sequenciamento metagendmico de amplicons 16S/18S/ITS que foca no sequen-
ciamento de regioes-alvo especificas do DNA, o sequenciamento metagenémico shotgun fornece infor-
magoes genéticas sobre todos os genes dos organismos presentes em uma amostra; em outras palavras,
o DNA total da amostra é sequenciado utilizando a tecnologia de sequenciamento de nova geragao
(NGS), evitando assim a necessidade de isolamento e cultivo de microrganismos.

Caso o genoma do hospedeiro seja conhecido, é possivel remové-lo dos dados obtidos do sequencia-
mento.
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todos mecénicos, quimicos ou enzimaticos (BHARTI; GRIMM, 2021), para liberar
o conteuido interno da célula que inclui o DNA. Apos a lise celular, o DNA é entao
coletado por um processo de precipitagao por centrifugacao, enquanto o sobrena-
dante contendo impurezas e outros materiais contaminantes (e.g., RNAs, proteinas
e outros compostos celulares) é descartado (QUINCE et al., 2017; QIAGEN, 2024).
Dependendo das particularidades do ambiente-alvo, protocolos usando kits perso-
nalizados sdo adotados para otimizar a extragio (e.g., o DNeasy PowerSoil Pro Kit?
em amostras de solo e lodo, o DNeasy PowerWater Kit em amostras de agua, QIA-
amp Fast DNA Stool Mini Kit da QIAGEN em amostras fecais complexas e ricas em
matéria organica). Logo, é evidente que a adogao de um dado protocolo de extragao
de DNA deve levar em conta o ambiente-alvo em questao (QIAGEN, 2024).

3) Quantificagao e controle de qualidade: Essa etapa visa quantificar a concen-
tracao de DNA presente na amostra e avaliar sua adequacgao dentro de critérios
de qualidade usuais. Em particular, a quantificacao é comumente realizada por 3
métodos principais, a saber: i) a espectrofotometria, usando o equipamento Nano-
Drop da ThermoFisher devido & sua simplicidade, necessidade de apenas 1 jl da
amostra e precisao; ii) a fluorometria, sendo o equipamento Qubit da ThermoFisher
especialmente 1til (devido a sensibilidade e especificidade) para quantificar baixas
concentracoes de DNA em amostras ja que mede a fluorescéncia de corantes que se
ligam ao DNA (logo, nao sofre interferéncia de contaminantes); e iii) a eletroforese
em gel, que separa as moléculas de DNA pelo tamanho, permitindo a visualizagao
das bandas de DNA em gel de agarose e a comparacao com padroes para estimar
a concentracao de DNA. Por sua vez, o controle de qualidade foca em garantir que
o DNA extraido esteja livre de contaminantes e/ou degradagao. Técnicas como a
medigao da relagdo A260/A280 (para pureza) e a analise de integridade em gel de
agarose sao comumente empregadas. Dessa forma, garante-se que o DNA esteja
em condi¢oes apropriadas, tanto em termos de integridade quanto de pureza, para

dar continuidade ao processo com a construcao das bibliotecas de sequenciamento
(GREEN; SAMBROOK, 2012).

4) Construgao da biblioteca: Essa etapa trata da fragmentacao das fitas de DNA em
tamanhos menores, geralmente entre 250 e 300 bp (base pair), utilizando métodos
mecanicos, enziméaticos ou quimicos. Apds a fragmentacao, sequéncias especificas de
nucleotideos, denominadas adaptadores, sao ligados as extremidades dos fragmen-
tos, atuando como codigos de barras tinicos que permitem a identificagao precisa do
inicio/fim de cada fragmento durante o sequenciamento. Uma selegdo de tamanho
é frequentemente realizada para padronizar a biblioteca e remover adaptadores li-

vres, o que se da por meio da adicao de esferas magnéticas que possuem afinidade

3 O protocolo inclui a quebra mecanica das células microbianas, seguida de etapas de purificacio para

remover impurezas.
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seletiva para fragmentos de DNA de determinado tamanho. Isso assegura que os
fragmentos estejam em condigoes ideais para a plataforma de sequenciamento. Esses
cuidados durante a construgao das bibliotecas, visam maximizar a precisao/eficién-
cia do sequenciamento e minimiza potenciais impactos na representatividade dos

dados (VAN DLJK; JASZCZYSZYN; THERMES, 2014; ILLUMINA, 2024a).

Sequenciamento: Essa etapa consiste na amplificacao e leitura dos diversos frag-
mentos de DNA presentes na amostra e, posterior, conversao dessas leituras para
uma representacao em ambiente computacional. Para isso, tecnologias de sequen-
ciamento de nova geracao (NGS)*, como o método de sequenciamento por sintese
(SBS) da Illumina, ganharam notoriedade por sua capacidade de sequenciamento
simultaneo (do tipo shotgun) de milhoes de fragmentos em um curto periodo de
tempo® (sem a necessidade de isolamento e cultivo de microrganismos) (HU et al.,
2021; ILLUMINA, 2024d). Nesse método SBS, nucleotideos fluorescentes sao in-
corporados as fitas de DNA e as informagoes genéticas sao capturadas por leituras
Opticas, as quais sao inicialmente armazenadas em arquivos com extensao .bcl.
Em seguida, essas leituras brutas sao demultiplexadas, i.e., separadas com base nos
adaptadores especificos. Por fim, as sequéncias de nucleotideos demultiplexadas sao
armazenadas em arquivos com extensdo .fastq® relativos a amostra considerada,
o0s quais sao utilizados em analises subsequentes (ILLUMINA, 2024c). Decorrente
dessa abordagem de sequenciamento metagenomico shotgun, grandes volumes de
dados sao gerados que carecem de anéalises de bioinforméatica adequadas (BHARTTI;
GRIMM, 2021).

Analises bioinformatica (foco do presente trabalho): Essa etapa, crucial para
extrair informagoes tteis a partir dos dados obtidos do sequenciamento (XU et al.,
2014), envolve a escolha e execucao de diferentes ferramentas de bioinformatica

organizadas em uma pipeline (conforme detalhado na Secao 2.2). Tais pipelines

visam (QUINCE et al., 2017)

e revelar as composigoes (abundéncia e diversidade) taxondmica e funcional das
comunidades microbianas na amostra, possibilitando identificar quais micror-
ganismos estao presentes assim como inferir sobre o papel que desempenham

no ambiente em que estao inseridos;

4

5

Essa tecnologia revolucionou a pesquisa em biotecnologia, permitindo estudos inéditos sobre sistemas
biolégicos, como o sequenciamento rapido de genomas inteiros, a analise de regides nucleotidicas
especificas, fatores epigenéticos e o microbioma humano (ILLUMINA, 2024e).

Vale destacar que equipamentos modernos, como o NovaSeq 6000 da Illumina, sdo capazes de processar
até 6000 Gb em uma unica corrida, com leituras curtas (short reads) de até 250 bp por fita e tempos
de operagao variando entre 13 e 44h.

O formato .fastq vem sendo adotado como padrao para os dados gerados como saida pela maioria
das plataformas de sequenciamento (CHEN, 2023); para detalhes sobre o formato, veja (ILLUMINA,
2024b).
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e construir catalogos génicos que sao fundamentais para compreender a diversi-
dade genética, a abundéancia de genes, as possiveis fung¢oes biologicas (envol-
vidas em processos vitais como a degradacao de matéria organica, ciclagem
de nutrientes e resisténcia ao estresse), genes especificos (tais como aqueles
associados a resisténcia a pesticidas, ARGs e VFs, degradagao de poluentes
ambientais e biossintese de compostos ativos), e outros elementos genéticos
(e.g., regides regulatorias, fatores de transcri¢do, operons, transposons, enhan-

cers, plasmideos, ilhas gendémicas e sequéncias repetitivas como CRISPRs).

Apesar da importancia dessa etapa, destaca-se que nao existem até entao pipelines
consolidadas na literatura para conduzir todas essas analises. Portanto, a escolha
das ferramentas e métodos computacionais para a construcao de cada pipeline de
analise deve ser cuidadosamente planejada e justificada, considerando a natureza

dos dados, os requisitos computacionais, como também as vantagens e limitagoes
de cada ferramenta (BHARTT; GRIMM, 2021; LIU et al., 2021).

2.2 REVISITANDO ETAPAS E FERRAMENTAS DE BIOINFORMATICA

A partir dos dados gerados como saida da plataforma de sequenciamento, disponibili-
zados comumente em formato .fastq.gz, diferentes etapas de tratamento e manipulagao
das sequéncias sao realizadas visando extrair informacoes relevantes que respondam as
questoes delineadas em um dado estudo. Essas etapas demandam o uso de diversas fer-
ramentas de bioinforméatica, as quais desempenham um papel crucial para possibilitar a
analise e interpretacao dos resultados visto o grande volume e a inerente complexidade
associada aos dados biologicos. Todavia, decorrente do avanco continuo das tecnologias
de sequenciamento assim como da expansao da capacidade computacional, verifica-se um
crescimento significativo no desenvolvimento de métodos e ferramentas computacionais
especializadas para cada uma das etapas de operagao. Por consequéncia, a escolha da
ferramenta mais adequada exige um planejamento cuidadoso, levando em consideracao a
natureza dos dados, os requisitos computacionais, assim como a justificativa técnica para
a ado¢@o de uma dada ferramenta (com base em suas vantagens e limitagoes). Ademais, é
importante lembrar que a manipulacao das amostras nas etapas anteriores impacta dire-
tamente os resultados obtidos nas analises subsequentes, ressaltando assim a importancia
de uma documentacao rigorosa para garantir a confiabilidade e a reprodutibilidade dos
resultados obtidos (QUINCE et al., 2017; BHARTT; GRIMM, 2021). Nesse contexto, al-
gumas etapas e ferramentas relevantes sao descritas a seguir, as quais sao entao arranjadas

na construcao de pipelines de acordo com o tipo de analise” a ser realizada.

7 Vale destacar que algumas analises sdo realizadas diretamente sobre as leituras brutas ao passo que

outras exigem a montagem prévia das sequéncias (QUINCE et al., 2017).
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2.2.1 Limpeza e controle de qualidade

Independentemente da anélise a ser conduzida por uma dada pipeline, a implemen-
tagdo de uma etapa de pré-processamento dos dados (brutos) obtidos a partir do se-
quenciamento da amostra tem se mostrado indispensavel para assegurar a qualidade e
representatividade das leituras (BHARTI; GRIMM, 2021). A implementagao adequada
dessa etapa implica, geralmente, em uma reducao significativa no namero de leituras, o
que portanto traz maior eficiéncia para as etapas subsequentes (LU et al., 2022). Essa
etapa inclui, inicialmente, a filtragem de i) adaptadores presentes nas leituras, ii) leituras
redundantes, iii) leituras que contém apenas adaptadores e/ou iv) leituras que possuem
baixa qualidade (com muitas bases desconhecidas), o que pode ser realizado através de fer-
ramentas bem estabelecidas como o CutAdapt (MARTIN, 2011), Sickle (JOSHI; FASS,
2011), Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014) e AdapterRemoval (SCHU-
BERT; LINDGREEN; ORLANDO, 2016). Em seguida, dependendo da origem dos dados
(local de coleta da amostra), torna-se pertinente proceder a remogao de possiveis conta-
minagoes encontradas nas leituras brutas que sejam provenientes do DNA do hospedeiro,
e.g., usando ferramentas como o Bowtie 2® (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), DeconSeq
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011) ou BWA-MEM (LI, 2013; VASIMUDDIN et al., 2019).
Por fim, a determinacao de estatisticas quanto a qualidade das leituras deve ser reali-
zada utilizando ferramentas como o FastQC (ANDREWS, 2010), NGS QC Toolkit (PA-
TEL; JAIN, 2012), FQC Dashboard (BROWN; PIRRUNG; MCCUE, 2017) ou MultiQcC®
(EWELS et al., 2016), para garantir que os dados (limpos) estejam integros e adequados
para as analises subsequentes. Visando unificar as operagoes relacionadas a filtragem e
ao controle de qualidade, a ferramenta open-source Fastp (CHEN, 2023) tem emergido
recentemente como uma solugao interessante do ponto de vista pratico (especialmente, em
funcao do desempenho otimizado, excelente robustez, simplicidade e riqueza de fungdes),

a qual portanto passa a ser adotada aqui.

2.2.2 Classificagao taxonémica

A classificag@o taxonomica visa caracterizar a composi¢ao do microbioma de um dado
ambiente a partir da observagao da abundancia e da diversidade das comunidades mi-
crobianas presentes na amostra coletada. Essa tarefa, fundamental em muitas pipelines
de analise de dados de metagendmica, consiste na atribuicao de rétulos taxondmicos as
sequéncias (leituras ou contigs), i.e., busca-se identificar o taxon associado a cada se-
quéncia por comparacao/similaridade/alinhamento com bancos de dados de genomas de

referéncia (conhecidos). Para tal, diferentes ferramentas que empregam abordagens dis-

8 Basicamente, leituras mapeadas ao genoma de referéncia do hospedeiro (assumido conhecido) pelo

Bowtie 2 sdo tratadas como leituras contaminadas e, entao, removidas.

A ferramenta permite agregar resultados de analises de bioinforméatica de varias amostras em um
unico relatério, buscando em um diretorio especifico os logs das analises realizadas e compilando em
um relatorio em HTML.
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tintas (com suas vantagens e limitagoes) podem ser utilizadas, tais como Kraken (WOOD;
SALZBERG, 2014), CLARK (OUNIT et al., 2015), Taxator-tk (DROGE; GREGOR;
MCHARDY, 2015), MetaPhlAn2 (TRUONG et al., 2015), Centrifuge (KIM et al., 2016),
Megan6 (HUSON et al., 2007; HUSON et al., 2016), Taxonomer (FLYGARE et al., 2016),
Kaiju (MENZEL; NG; KROGH, 2016), DUDes (PONS et al., 2019) ou Kraken2 (WOOD;
LU; LANGMEAD, 2019). Dentre elas, a ferramenta Kraken2 (WOOD; LU; LANG-
MEAD, 2019) aliada a Bracken (LU et al., 2017) tem se destacado (devido & precisao,
eficiéncia e desempenho) em comparagoes com outras (YE et al., 2019; SEPPEY; MANNI;
ZDOBNOV, 2020; EDWIN et al., 2024). Especificamente, a ferramenta Kraken? realiza a
classificagao taxonomica!® utilizando um algoritmo que associa subsequéncias (substrings)
genomicas curtas (k-mers) ao menor ancestral comum (LCA) dos tédxons, usando uma ta-
bela de hash probabilistica compacta construida com base nas sequéncias de um banco de
dados de referéncia (e.g., o NCBI). Como resultado, obtém-se relatorios detalhados con-
tendo o percentual de fragmentos cobertos pelo grupo taxonomico associado a tal taxon,
numero de fragmentos cobertos pelo grupo taxondémico, nimero de fragmentos atribuidos
diretamente ao taxon, codigo de hierarquia taxonomica, ID taxonémico com base no NCBI
e nome cientifico indentado. A partir desses resultados gerados pelo Kraken2, o Bracken
possibilita refinar a estimativa de abundancia de espécies usando um modelo Bayesiano;
em suma, o Bracken reatribui as leituras inicialmente classificadas em niveis taxondémicos
mais altos (como género ou familia) para reestimar com maior precisdo a abundancia de
espécies. Outros scripts uteis para a manipulagao dos resultados gerados pelo Kraken?2
e/ou Bracken sao disponibilizados através do pacote KrakenTools (KRAKENTOOLS
DEVELOPERS, 2021; LU et al., 2022), trazendo fungdes para gerar graficos, filtrar e
combinar relatorios, bem como calcular métricas de a- e S-diversidade para cada amos-
tra. Por fim, os resultados obtidos da classificagao taxonomica das sequéncias presentes

em uma dada amostra podem ser visualizados usando ferramentas como Krona (ONDOV;,
BERGMAN; PHILLIPPY, 2011) e Pavian (BREITWIESER; SALZBERG, 2020).

2.2.3 Montagem metagenémica

A montagem metagendmica consiste em agrupar /combinar as leituras (pré-processadas
e limpas) para gerar fragmentos maiores, denominados contigs, visando reconstruir (ao
menos parcialmente) genomas dos diferentes microrganismos presentes na amostra. Den-
tre as diferentes ferramentas disponiveis para essa tarefa, destacam-se a RayMeta (BOIS-
VERT et al., 2012), MetaVelvet (NAMIKI et al., 2012), SOAPdenovo2 (LUO et al., 2012),
IDBA-UD (PENG et al., 2012), Omega (HAIDER et al., 2014), MEGAHIT (LI et al., 2015)

10" Vale mencionar que um protocolo bastante detalhado é descrito por Lu et al. (2022), o qual faz uso das
ferramentas Bowtie 2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012) para remogao de contaminagdes, Kraken?2
(WOOD; LU; LANGMEAD, 2019) para classificagdo taxonomica, Bracken (LU et al., 2017) para
refinar a abundancia em nivel de espécies, enquanto Krona (ONDOV; BERGMAN; PHILLIPPY, 2011)
e Pavian (BREITWIESER; SALZBERG, 2020) sdo empregadas para visualizagdo dos resultados.
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e metaSPAdes!! (NURK et al., 2017). Tais ferramentas, geralmente baseadas em grafos
de Bruijn (COMPEAU; PEVZNER; TESLER, 2011), fragmentam as leituras em sub-
sequéncias de tamanho fixo!? (k-mers) que se sobrepoem parcialmente, formando assim
os vértices e arestas de um grafo; entao, cabe a ferramenta de montagem encontrar um
caminho através desse grafo que reconstrua os genomas subjacentes (QUINCE et al.,
2017). Todavia, especialmente em amostras complexas (contendo multiplas comunidades
de microrganismos), a operacao de montagem enfrenta desafios intrinsecos decorrentes de
erros de sequenciamento, da presenga de regioes repetitivas (tanto intergenémicas quanto
intragendmicas), da coexisténcia de diferentes linhagens (com genomas semelhantes, mas
nao idénticos) e da cobertura desigual ao longo de diferentes genomas (NAMIKI et al.,
2012; HOWE et al., 2014; ABRAM, 2015). Ademais, a variabilidade de abundéncia entre
as espécies presentes em uma dada amostra (que podem variar de altamente prevalentes
a extremamente raras) impoe desafios extras!3, ja que a cobertura de cada microrganismo
afeta a qualidade e a extensao dos contigs obtidos (AYLING; CLARK; LEGGETT, 2019).
Diante disso, torna-se evidente que a escolha adequada da ferramenta de montagem revela-
se crucial para que as analises subsequentes sejam mais confiaveis, devendo essa escolha
levar em conta o enfoque do estudo, a composicao estimada da comunidade microbiana, o
grau de complexidade (ntimero de espécies e distribuigao de abundéncias) e a disponibili-
dade de recursos computacionais (VOLLMERS; WIEGAND; KASTER, 2017; WALT et
al., 2017; AYLING; CLARK; LEGGETT, 2019). Na pratica, apesar de nenhuma ferra-
menta ter se provado universalmente superior para todos os tipos de dados, as ferramentas
metaSPAdes e MEGAHIT vém sendo preferidas para lidar com amostras complexas contendo
multiplos microrganismos, ja que exibem desempenho superior frente a dados sintéticos
e reais (WALT et al., 2017; QUINCE et al., 2017; BHARTI; GRIMM, 2021; LIU et al.,
2021; ZHANG et al., 2022). O metaSPAdes integra informagoes de cobertura durante a
construgao do grafo (NURK et al., 2017), favorecendo assim a obtengao de contigs mais
longos; contudo, essa abordagem demanda maior quantidade de memoria e tempo de pro-
cessamento. Por sua vez, o MEGAHIT utiliza estruturas de dados sucintas para reduzir o
consumo de memoria, sendo altamente eficiente na montagem a partir de grandes volumes
de leituras curtas (LI et al., 2015); apesar de produzir contigs ligeiramente mais curtos,
essa abordagem destaca-se pela execugao mais rapida e pelo menor consumo de recur-
sos. Vale destacar que, especialmente para amostras complexas (e.g., solo e oceano), o

MEGAHIT demonstrou capacidade superior de montar mais genes que podem ser anotados,

1 Para mais detalhes quanto ao uso da ferramenta, veja os protocolos apresentados recentemente em
(PRJIBELSKI et al., 2020).

12 Tanto o MEGAHIT (LI et al., 2015) quanto o metaSPAdes (NURK et al., 2017) analisam iterativamente
o comprimento do k-mers a fim de encontrar o valor 6timo (BHARTT; GRIMM, 2021).

13 Em contraste com a montagem de um tinico genoma, onde se supde que a cobertura de sequéncias ao
longo do genoma seja aproximadamente uniforme, a montagem metagenémica envolve miltiplos mi-
crorganismos, resultando intrinsecamente em coberturas variaveis devido a diferengas na abundéancia,
tamanho dos genomas, conteido e vieses de sequenciamento (QUINCE et al., 2017).
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o que suporta a sua escolha (QUINCE et al., 2017; ZHANG et al., 2022).

2.2.4 Predicao de genes

A predicao de genes a partir de fragmentos de DNA, oriundos das sequéncias limpas ou
contigs gerados na etapa de montagem, representa uma etapa fundamental para elucidar
o potencial funcional das comunidades microbianas presentes em uma dada amostra. Di-
versos métodos tém sido amplamente empregados para identificar marcos de leitura (open
reading frames, ORFs) codificadores de proteinas, sendo eles geralmente categorizados
em i) abordagens baseadas em homologia, ii) métodos fundamentados em modelos (e.g.,
modelos de Markov) e iii) técnicas de machine learning (ZHANG; JIN; ZHANG, 2017).
Ferramentas bem estabelecidas, tais como o GeneMarkS (BESEMER; LOMSADZE; BO-
RODOVSKY, 2001), o Glimmer3 (DELCHER et al., 2007) e o Prodigal (HYATT et
al., 2010), exibem acuracia acima de 97% na detecgao de ORFs verdadeiramente codifi-
cantes (HYATT et al., 2010; DELCHER et al., 2007; BESEMER; LOMSADZE; BORO-
DOVSKY, 2001). Contudo, a identificacao dos sitios de inicio das ORFs ainda apresenta
certa imprecisao, devido (em parte) a dificuldade em detectar genes cujos padroes de se-
quéncia nao correspondem adequadamente a um modelo especifico de espécie (HYATT et
al., 2010; BORODOVSKY et al., 1995). Ja no contexto de metagendmica, genes presen-
tes nos contigs resultantes da montagem podem ser anotados usando ferramentas como o
metaGeneMark!* (ZHU, 2010) e o Prokka (SEEMANN, 2014). Dentre elas, destaca-se a
ferramenta Prokka (adotada aqui), a qual foi desenvolvida especificamente para ser precisa
e rapida, ja que permite processar paralelamente varias subsegoes dos dados. Essa ferra-
menta incorpora uma série de outras para realizar a anotagao génica (e.g., o Prodigal),
fazendo com que operacoes diversificadas sejam executadas de maneira simples e direta
(SEEMANN, 2014). Cabe salientar que, na prética, a escolha da ferramenta deve levar
em conta a variedade e complexidade das espécies presentes na amostra, a disponibilidade
de modelos gendémicos de referéncia e as restrigoes computacionais, de modo a maximizar

a qualidade das anotacoes funcionais que embasarao as anélises subsequentes.

2.2.5 Identificagao de genes

Esta etapa tem como objetivo identificar genes presentes em sequéncias nucleotidicas
ou proteicas, tendo como referéncia um banco de dados de genes conhecidos. Para realizar
essa operagao, que comumente envolve o inerente uso de ferramentas de alinhamento

e.g., o BLAST (ALTSCHUL et al., 1990) e o KMA (CLAUSEN; AARESTRUP; LUND,

2018)], diferentes softwares podem ser empregados. Dentre eles, se destacam o ABRicate

14 Recentemente, a ferramenta MetaGeneMark-2 tem sido desenvolvida para aprimorar, de forma signifi-
cativa, a acurécia na identificacdo de genes em contigs de genomas complexos, demonstrando melhor
desempenho em comparacao com outras ferramentas de ultima geracao; sobretudo, na predicao de
sitios de inicio (GEMAYEL; LOMSADZE; BORODOVSKY, 2022).
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(SEEMANN, 2020), o AMRFinderPlus (FELDGARDEN et al., 2021), o ResFinder
(FLORENSA et al., 2022), o Resistance Gene Identifier (RGI) (ALCOCK et al.,
2023) e o ARGs-0AP (YIN et al., 2023). Todavia, visto que a execugao desses softwares
depende da disponibilidade de bancos de dados de referéncia contendo sequéncias génicas
conhecidas (ja anotadas), a escolha do banco de dados mais adequado torna-se crucial e
deve ser realizada de acordo com a categoria do perfil génico de interesse. Particularmente
com respeito a identificacao de ARGs e de VFs, verifica-se que os seguintes bancos de
dados vém sendo amplamente utilizados: Virulence Factor Database (VFDB) (CHEN
et al., 2005), MvirDB (ZHOU et al., 2007), Antibiotic Resistance Genes Database
(ARDB) (LIU; POP, 2009), Comprehensive Antibiotic Resistance Database (CARD)
(MCARTHUR et al., 2013), Victors (SAYERS et al., 2019), ResFinder database
(BORTOLAIA et al., 2020) e structured ARG (SARG) database (YIN et al., 2023).
Diante do exposto, considera-se aqui o uso do software ABRicate, desenvolvido espe-
cificamente para a identificacdo do resistoma e do viruloma presentes em arquivos de
sequéncias nucleotidicas (SEEMANN, 2020), associado aos bancos de dados de referéncia
CARD (MCARTHUR et al., 2013) e VFDB (CHEN et al., 2005). Vale reforcar que esses
bancos de dados sao uma escolha confidvel, visto que sao constantemente curados e
atualizados, além de estarem prontamente disponiveis (de forma nativa) no software

considerado.

2.3 DESCRIGAO DO CONJUNTO DE DADOS

De acordo com Ordine et al. (2023), as amostras de solo foram obtidas de 8 diferentes
pontos/sitios de coleta localizados na regiao nordeste do Estado de Sao Paulo, nas pro-
ximidades das cidades de Ribeirdo Preto, Sertaozinho e Sdo Carlos (conforme ilustrado
na Figura 1). Cada um dos pontos/sitios de coleta apresenta caracteristicas significativa-
mente distintas quanto a classificacdo geologica, atividade antropica e localiza¢ao (como
sintetizado na Tabela 1). Especificamente, em cada um dos 8 pontos/sitios de coleta, 3
subamostras de solo foram obtidas, consistindo da retirada de aproximadamente 50 g de
solo dos primeiros 10 cm a partir da superficie apds a remocao de 5 cm de serrapilheira
(folhas, galhos e outros detritos vegetais). FEssas subamostras foram misturadas para
obter uma melhor representagao das comunidades microbianas do local. Parte dessa mis-
tura foi armazenada em tubos Falcon estéreis para posterior extracao do DNA. O DNA
de cada amostra foi extraido usando o kit DNeasy PowerSoil da QIAGEN, seguindo as
recomendacoes do fabricante. A quantificacao e a verificacao de qualidade do material
foram realizadas com o Nanodrop One da Thermo Fisher Scientific, em conjunto com um
gel de agarose (1%) exposto a eletroforese. O material foi, entao, submetido ao sequenci-
amento metagenomico (do tipo shotgun) utilizando a plataforma Illumina NovaSeq 6000,
considerando uma profundidade de 12 Gb por amostra. Os dados brutos (i.e., raw se-

quence reads em formato .fastq), obtidos do sequenciamento, se fazem disponiveis no
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Figura 1 — Localizagao geografica, no estado de Sao Paulo, dos pontos/sitios de co-
leta das amostras de solo consideradas [conforme (ORDINE et al., 2023,
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repositorio Sequence Read Archive (SRA), mantido pelo National Center for Biotechno-
logy Information (NCBI), sob o nimero do BioProject PRJNA900430 (ORDINE et al.,

2023). Vale mencionar que os metadados disponiveis nas amostras sao a data da coleta

da amostra, bem como a latitude e a longitude dos pontos/sitios de coleta.

Diante do exposto até aqui, pode-se agora proceder para a construcao e implementagao

das pipelines necessarias para conduzir a analise dos dados de metagenomica pertinentes

ao presente trabalho.
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Tabela 1 — Principais informagoes relacionadas as amostras de solo consideradas.

deg((:glligr?aeéo Classificagao Sintese da atividade Sitio e data
da amos tia geolégica antrépica de coleta
) . -21.1662,
SRR22278225 Latossolo Area de protecao permanente 47 86036
(Floresta) vermelho com acesso restrito a pesquisas. (01,/03/2020)
Grande propriedade agricola com -21,16643,
S(iRiiiffig 5::218510}112 cultivo de cana-de-agtcar e uso -47,99004
& de agroquimicos. (25/11/2019)
SRR22278227 Neossolo Pequena propriedade de __4271 89720607; ’
(Pomar) quartzarénico  agricultura familiar com pomar. (01 /09 /2020)
. . 21.921,
SRR22278228 Neossolo Pequena propriedade familiar de 4790373
Pastagem quartzarénico  agropecuéria (criacao de gado). .
(01/09,/2020)
‘ . . -21.1134,
SRR22278229 Latossolo Area urbana com alta circulacao 47 08762
(Praga) vermelho de pessoas e pequenos animais. (01 /09 /2020)
SRR22278230 Latossolo Area urbana com alta circulacio __4271 81565) 41 41 ’
(Gramado) vermelho de pessoas e pequenos animais. (01 /03 /2020)
SRR22278231 Arenito Grande propriedade 2148066,
(Criagao de Gado) Bauru agropecuéaria com alta circulacao -48.54118
¢ de pessoas e animais. (01,/04,/2020)
SRR22278232 Neossolo Pequena propriedade de -21.95133,
(Aviario) dartZarenico agricultura familiar com criagao -47.89079
q de aves. (01/09,/2020)

Fonte: Adaptado de (ORDINE et al., 2023, Table 1).
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3 PIPELINES PARA PROCESSAMENTO E ANALISE DE DADOS

Nesta secao, as pipelines desenvolvidas para conduzir a analise de dados de metageno-
mica [disponibilizados por Ordine et al. (2023)] sdo apresentadas (conforme ilustrado na
Figura 2). Especificamente, uma das pipelines visa a classificagdo taxonémica das comu-
nidades microbianas presentes nas diferentes amostras [Figura 2(a)]|, a qual é baseada no
protocolo descrito em (LU et al., 2022) compreendendo as seguintes etapas: 1) o controle
de qualidade e limpeza dos dados brutos, usando o software Fastp (CHEN, 2023); 2) a
classificacao taxonomica propriamente dita a partir de sequéncias filtradas, realizada pelo
software Kraken2 (WOOD; LU; LANGMEAD, 2019); e 3) o refinamento dos resultados
obtidos, através do software Bracken (LU et al., 2017). Ja a outra pipeline, baseada na
descrigao apresentada em Ordine et al. (2023), objetiva a caracteriza¢ao do resistoma e
do viruloma através da identificacdo de ARGs e VFs [Figura 2(b)]|, sendo composta pelas
seguintes etapas: 1) o controle de qualidade e limpeza dos dados brutos, usando o software
Fastp (CHEN, 2023); 2) montagem de contigs a partir das sequéncias filtradas, usando
o software MEGAHIT (LI et al., 2015); 3) predigao de genes, utilizando o software Prokka
(SEEMANN, 2014); e, por fim, 4) a identificagdo de genes a partir do software ABRicate
(SEEMANN, 2020), associado aos bancos de dados CARD (MCARTHUR et al., 2013) e
VFDB (CHEN et al., 2005). Diante disso, sao apresentados a seguir os scripts' desenvol-
vidos para a obtencao e processamento dos dados de metagenomica, em linguagem GNU
Bash (GNU, 2007), bem como os codigos implementados para realizar as analises dos
resultados, em linguagem Python (ROSSUM; DRAKE, 2009).

3.1 OBTENCAO DOS DADOS DE METAGENOMICA (AMOSTRAS)

O Script 1 implementa a etapa de obtengao dos dados brutos de metagenémica (em
formato .fastq) armazenados no SRA, empregando para isso o software SRA toolkit

(NCBI, 2024b). Esse script pode ser dividido em trés fragmentos, a saber:

e Linhas 1-12: definigao de algumas varidveis e hiperparametros importantes, in-

cluindo o caminho do diretério de armazenamento dos dados;

e Linhas 14—-21: funcao responsével por efetivamente obter os dados do SRA, fa-
zendo uso do SRA toolkit;

e Linhas 23-27: laco de repeticao que opera sobre cada valor de amostra definida

em accessions, evocando a funcao run_sra_toolkit().

Ao final da execugao desse script, sao gerados 16 arquivos com extensao .fastq (i.e., 2

arquivos por amostras) no diretorio definido em fastq_dir.
1

Para detalhes, veja https://github.com/lablapse/metagenomics.
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Figura 2 — Diagrama de blocos ilustrando as pipelines desenvolvidas. (a) Etapas
exclusivas a pipeline de classificagao taxonémica. (b) Etapas exclusivas
a pipeline de caracterizagao do resistoma e do viruloma.
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Fonte: Autoria proépria.

3.2 CONTROLE DE QUALIDADE E LIMPEZA

O Script 2 implementa a operacao de controle de qualidade e limpeza sobre os dados
brutos obtidos do SRA, utilizando o software Fastp (discutido na Segao 2.2.1). Nesse
script, destacam-se os seguintes pontos:

e Linhas 1-9: definicdo de algumas varidveis importantes, tais como o local de

armazenamento dos arquivos brutos e o diretério de destino dos resultados;

e Linhas 11-39: funcao que encapsula as operagoes de controle de qualidade e lim-

peza, definindo variaveis locais usadas pelo Fastp;

e Linhas 41-46: evoca a funcao run_fastp() para cada amostra definida em

accessions.

Ao final da execucao desse script, sao gerados 32 arquivos no diretorio definido em

output_dir, sendo 16 no formato .fastq.gz (dados filtrados e compactados), 8 em for-

mato .html e 8 em formato . json.
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Script 1 — Obtencao dos dados de metagenodnica (amostras) do SRA.

1 [#!/bin/bash

2 |#SRA toolkit: v3.1.1

3 |prefetch_dir=

1 NCBI_SRA_DIR=$prefetch_dir

5

6 | scratch_path=

7 |fastq_dir=

8

9 |accessions=(SRR22278225 SRR22278226 SRR22278227 SRR22278228 \
10 SRR22278229 SRR22278230 SRR22278231 SRR22278232)
11

12 | num_threads=$( )

13

14 | run_sra_toolkit () {

15 local accession=§1

16 ${accession}

17 - -t ${scratch_path} \
18 - ${num_threads} \
19 -0 ${fastq_dir} \
20 ${accession}’}
21 |}
22
23 |for accession in
24 | do
25 echo
26 run_sra_toolkit
27 | done

Fonte: Autoria proépria.

3.3 CLASSIFICACAO TAXONOMICA

O Script 3 implementa a operacao de classificacao taxondmica das sequéncias filtradas,
utilizando o software Kraken2 (discutido na Secao 2.2.2). Nesse script, cabe destacar as

seguintes partes:

e Linhas 1-11: definicao de algumas variaveis importantes, incluindo o diretério

com o banco de dados a ser utilizado;

e Linhas 13—-39: laco de repeticao que opera sobre cada valor de amostra definida em

accessions, definindo variaveis locais utilizadas durante a execugao do Kraken?2.

Ao final da execugao desse script, sdo gerados, dentro do diretério definido em output_dir,
8 arquivos de extensao .tsv detalhando a abundancia dos diferentes microorganismos
identificados na amostra, 8 arquivos de extensao .kraken contendo detalhes das sequén-
cias identificadas, 16 arquivos de extensao .fastq.gz listando as sequéncias classificadas

e, ainda, 16 arquivos de extensao .fastq.gz listando as sequéncias nao classificadas.
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Script 2 — Controle de qualidade e limpeza dos dados de metagendémica.

1 |#!/bin/bash

2 |#Fastp: v0.23.4

3 |fastq_dir="/stored/fastq/dir/"

4 loutput_dir="/saving/filtered_fastq/dir/"

5

6 |accessions=(SRR22278225 SRR22278226 SRR22278227 SRR22278228 \
7 SRR22278229 SRR22278230 SRR22278231 SRR22278232)
8

9 |num_threads=$( )

10

11 |run_fastp O{

12 local accession=§1

13 local shared_input="${fastq_dir’/}/${accession}"
14 local shared_output="${output_diry/}/${accession}"”
15

16 local forward_read="${shared_input}_1.fastq"

17 local reverse_read="${shared_input}_2.fastq"

18 local forward_filtered="${shared_output}r_1_filtered.fastq.gz"
19 local reverse_filtered="${shared_output};_ 2 filtered.fastq.gz"
20 local html_report="${shared_outputl}.html"

21 local json_report="${shared_output}. json"

22

23 echo "Executando o Fastp para ${accession}..."

24 \

25 - "${forward_readl}" \

26 -I "${reverse_readl}" \

27 -0 "${forward_filteredl}" \

28 -0 "${reverse_filteredl}" \

29 -h "${html_report}" \

30 -j "${json_report}" \

31 -- ${num_threads} \

32 -- \

33 -- \

34 -- \

35 -- 30 \

36 -- 50 \

37 -- \

38 --

39 |}

40

41 |for accession in "${accessions[@]}"

42 | do

43 echo "Processando ${accession}..."

44 run_fastp "${accession}"

45 echo "${accession}: processamento completo!"

46 | done

Fonte: Autoria proépria.
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Script 3 — Classificagao taxondmica sobre os dados filtados.

1 |#!'/bin/bash

2 |# Kraken2: v.2.1.2

3

4 |input_dir=

5 |output_dir=

6 | custom_database=

{

8 |accessions=(SRR22278225 SRR22278226 SRR22278227 SRR22278228 \
9 SRR22278229 SRR22278230 SRR22278231 SRR22278232)
10

11 |num_threads=$( )

12

13 |for accession in

14 | do

15 echo

16

17 input_ri=

18 input_r2=

19
20 report_file=
21 kraken_file=
22 classified_file=
23 unclassified_file=
24
25 echo
26
27 kraken2 -- - \
28 -- \
29 -- - \
30 -- - \
31 -- \
32 -- \
33 -- \
34 -- \
35 -- - \
36 -- -
37
38 echo
39 | done

Fonte: Autoria proépria.
3.4 MONTAGEM DE CONTIGS

O Script 4 implementa a operacao de montagem de contigs a partir dos dados pro-
venientes da etapa de controle de qualidade e limpeza, utilizando o software MEGAHIT

(discutido na Segao 2.2.3). Nesse script, os seguintes pontos podem ser destacados:

e Linhas 1-12: definicao de variaveis importantes e criacao do diretério para o

armazenamento dos diversos arquivos gerados durante a montagem:;

e Linhas 14-28: funcao que encapsula a operagao de montagem dos dados, definindo

varidveis locais utilizadas durante a execucao do MEGAHIT;
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e Linhas 30-34: evoca a funcao run_megahit() para cada amostra definida em

accessions.

Ao final da execugao desse script, sao gerados 8 diretérios em output_megahit_dir,
i.e., um para cada amostra; em cada diretério, tem-se um arquivo final.contigs.fa

contendo os contigs montados.

Script 4 — Montagem dos contigs pelo software MEGAHIT.

1 |[#'/bin/bash
2 |#MEGAHIT: v1.2.9
3
4 |filtered_dir=
5 | output_megahit_dir=
6
7 |accessions=(SRR22278225 SRR22278226 SRR22278227 SRR22278228 \
8 SRR22278229 SRR22278230 SRR22278231 SRR22278232)
9
10 |num_threads=$( )
11
12 |mkdir -p
13
14 | run_megahit () {
15 local accession=$1
16 local shared_input=
17
18 local forward_filtered=
19 local reverse_filtered=
20 local output_dir=
21
22 echo
23 \
24 - \
25 - \
26 - \
27 -- - -
28 |}
29
30 | for accession in ; do
31 echo
32 run_megahit
33 echo
34 | done

Fonte: Autoria proépria.

3.5 PREDICAO DE GENES

O Script 5 implementa a operacao de predi¢ao de genes sobre os contigs montados
obtidos na saida da etapa anterior, utilizando para isso o software Prokka (discutido na

Segao 2.2.4). Nesse script, destacam-se as seguintes partes:

e Linhas 1-12: definicao de algumas variaveis e criacao do diretério para o armaze-

namento dos arquivos gerados pelo processo de anotagao génica;
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e Linhas 14—-25: funcao que encapsula a operacao de predi¢ao de genes, considerando

alguns parametros importantes utilizadas pelo Prokka dada a natureza dos dados;

e Linhas 27-31: evoca a fun¢ao run_prokka() para cada amostra definida em

accessions.

Ao final da execugao desse script, sao gerados 8 diretorios em output_prokka_dir, um
para cada amostra; em cada diretério, o Prokka adiciona varios arquivos, sendo os dados

de genes preditos armazenados em um arquivo de anotagao com extensao .gff.

Script 5 — Predigao de genes a partir dos contigs montados.

1l |#!/bin/bash

2 |#Versao do Prokka: 1.14.6

3

4 |assembled_dir=

5 | output_prokka_dir=

6

7 |accessions=(SRR22278225 SRR22278226 SRR22278227 SRR22278228 \
8 SRR22278229 SRR22278230 SRR22278231 SRR22278232)
9

10 |num_threads=$ ( )

11

12 |mkdir -p

13

14 | run_prokka () {

15 local accession=$1

16 In -fs

17 local output_dir=

18

19 echo
20 final.contigs.fa \
21 -- Bacteria \
22 -- \
23 -- \
24 --
25 |}
26
27 | for accession in ; do
28 echo
29 run_prokka
30 echo
31 |done

Fonte: Autoria proépria.

3.6 IDENTIFICACAO DE GENES DE INTERESSE

O Script 6 define a operacao de identificagao dos genes de interesse tendo como en-
trada os genes preditos pelo Prokka, onde se utiliza o software ABRicate (discutido na
Secao 2.2.5) em conjunto com os bancos de dados CARD e VFDB (ambos atualizados em

29/01/2025). Nesse script, cabe destacar os seguintes aspectos:
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e Linhas 1-13: definicao de algumas variaveis relevantes e dos bancos de dados

de referéncia, bem como criacao do diretério para o armazenamento dos arquivos

gerados pelo processo de identificagao de genes;

e Linhas 15-30: fung¢ao que encapsula a operacao de identificagao de genes de inte-

resse, definindo as variaveis de operagao utilizadas pelo ABRicate;

e Linhas 32-36: evoca a funcao run_abricate() para cada amostra definida em

accessions;

Ao final da execugao desse script, sao gerados 8 diretoérios em output_abricate_dir (um

por amostra analisada); em cada diretorio, tem-se 2 arquivos (nomeados como card.tsv
e vidb.tsv) contendo os ARGs e VFs identificados.

AENGURN NI

-J O Ot

18
19
20
21
22

Script 6 — Identificagao de genes de interesse a partir de dados anotados.

#!/bin/bash
#ABRicate: v1.0.1

predicted_dir=
output_abricate_dir=

num_threads=8

accessions=(SRR22278225 SRR22278226 SRR22278227 SRR22278228 \

SRR22278229 SRR22278230 SRR22278231 SRR22278232)

databases=( )

mkdir -p

run_abricate () {

local
local
local
mkdir

accession=8§1

prokka_file=( x.gff)
output_dir=

-p

for database in ; do

echo

echo

done

}

-- 80 \
-- 80 \

for accession in ; do

echo

run_abricate

echo
done

Fonte: Autoria proépria.
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3.7 MANIPULACAO DOS ARQUIVOS GERADOS PELO KRAKEN2

Os Scripts 7 a 9 sao empregados para organizar os arquivos .tsv gerados pelo
Krakren2 durante a pipeline de classificagao taxonomica, facilitando a posterior mani-
pulacao. Especificamente, o Script 7 é responséavel por gerar um arquivo em formato
.csv contendo todos os niveis taxonomicos presentes no arquivo inspect_file. Entao,
tal arquivo é utilizado pelo Script 8 como uma base para a criagao de um arquivo
mais completo, contendo também as abundancias referentes aos taxons classificados nas
diferentes amostras. Por fim, o Script 9, que evoca os anteriores, estrutura o arquivo que
contém todas as informacoes taxonomicas encontradas, as quais servem de base para a
construgao dos graficos. Ainda, os Scripts 10 e 11 sao responsaveis por gerar as figuras
que ilustram os principais géneros taxonémicos caracterizados (veja a frente a Figura 4).
Em particular, o Script 10 define, entre as linhas 16 e 26, o nivel taxonémico analisado,
a variavel indicando a quantidade méaxima dos principais géneros a serem observados,
formata os dados para um padrao especifico, insere uma coluna contendo os valores
médios das amostras e evoca a fungao responsavel por construir as figuras. Por sua vez, o
Script 11 implementa a fungao de geracao dos graficos de barras com a linha sombreada
referente aos valores médios. Nessa funcao, as colunas de interesse sao selecionadas e
convertidas para valores percentuais, os principais géneros sao selecionados, o graficos
de barras e a linha sombreada referente aos valores médios sao estruturados e a figura é

salva em formato .pdf.

3.8 MANIPULACAO DOS ARQUIVOS GERADOS PELO ABRICATE

Os Scripts 12 a 15 ilustram alguns fragmentos de c6digos responséveis por gerar as
figuras que mostram os ARGs e os VFs identificados (veja a frente as Figuras 5 e 6).
Especificamente, o Script 12 realiza duas operacoes, sendo uma sobre os resultados pre-
sentes no arquivo card.tsv e outra sobre os resultados do arquivo vfdb.tsv. Esse script
é responsavel por evocar as fungoes de importacao e formatacao dos dados, de adicionar
uma coluna com as cores referentes a cada gene ao dataframe completo (para manter
a consisténcia de cores entre o grafico de barras e a legenda) e de definir o local para
o armazenamento das figuras. O Secript 13 implementa a operacao de importagao dos
arquivos .tsv, agrupando os genes identificados, criando uma coluna com o niimero de
instancias em que os genes foram observados e substituindo as nomenclaturas génicas
longas por sindénimos mais curtos. Ao final, a coluna com as instancias é convertida para
valores percentuais. O Script 14 cria um dataframe contendo todas as informacgoes génicas
das amostras, provendo assim uma estrutura consistente para facilitar a construcao dos
graficos de barras. Por fim, o Seript 15 implementa a fungao para a geragao das figuras,
criando os graficos de barras e as legendas com as cores apropriadas para cada gene, for-

matando a figura para o padrao desejado e salvando as figuras no local definido em path.
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Os outros graficos de barras apresentados no decorrer do presente trabalho seguiram um
padrao de implementagao parecido, com a estrutura geral se mantendo semelhante ao

apresentado aqui.

Script 7 — Criagao do arquivo .csv contendo todos os niveis taxonémicos no banco

de dados utilizado pelo Kraken?2.

1 |def parse_kraken_inspect(inspect_file: str, parsed_inspect_file: str):

2 output_line_values = [""] * (len(_BIO_CLASSES) - 1)

3 previous_class_names = [""] * (len(_BIO_CLASSES) - 1)

4 previous_class = None

5 header = .join(_BIO_CLASSES. _member_names_[1:])

6

7 with open(inspect_file, ) as input_file, \

8 open(parsed_inspect_file, ) as output_file:

9 output_file.write(header + )

10 for line in input_file:

11 line_elements = line.split( )

12 actual_class, is_subrank = _check_bio_class(line_elements)

13

14 # Reset on encountering a subroot (e.g., plasmids R1, R2)

15 if actual_class == _BIO_CLASSES.NONE:

16 output_line_values = [""] * (len(_BIO_CLASSES) - 1)

17 previous_class_names = [""] * (len(_BIO_CLASSES) - 1)

18 previous_class = actual_class

19 continue

20

21 # Clear taxonomic levels below the current rank

22 if previous_class != None \

23 and actual_class.value < previous_class.value:

24 output_line_values[actual_class.value:] = [""] * (

25 len(output_line_values) - actual_class.value

26 )

27

28 # Update taxonomic level values

29 taxon_name = line_elements [5].strip()

30 if not is_subrank:

31 output_line_values[actual_class.value] = taxon_name

32 previous_class_names [actual_class.value] = taxon_name

33 output_file.write( .join(output_line_values) + )

34 else:

35 output_line_values[actual_class.value] =
previous_class_names [actual_class.value]

36

37 previous_class = actual_class

Fonte: Autoria proépria.
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Script 8 — Criagao do arquivo .csv contendo os niveis taxonémicos e as correspon-

dentes abundancias de cada amostra.

def fill_inspect_df(df: pd.DataFrame, report_numbers: int | list,
report_files_path: str) -> pd.DataFrame:
report_numbers = [report_numbers] \
if isinstance(report_numbers, int) \
else report_numbers

df _copy = df.copy(deep=True)
df _copyl[report_numbers] = 0

for report_number in report_numbers:
report_path = f

with open(report_path, ) as report_file:
for line in report_file:
line_elements = line.split( )
taxon_level, is_subrank = _check_bio_class(
line_elements
)
if taxon_level == _BIO_CLASSES.NONE:

continue

scientific_name = line_elements[5].strip()
slices_list = create_slices(

taxon_level,

scientific_name

)

# Insert the read count into the DataFrame
if not is_subrank:

count = int(line_elements[1])
df _copy.loc[tuple(slices_list), report_number] =
count

return df_copy

def create_slices(taxon_level, scientific_name):
slices = [slice(None)] * (len(_BIO_CLASSES) - 1)

slices[taxon_level.value] = scientific_name
slice_size = len(slices) - taxon_level.value - 1
slices[taxon_level.value + 1:] = [""] * (slice_size)

return slices

Fonte: Autoria proépria.
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Script 9 — Codigo responsavel por evocar as fungoes implementadas para gerar o

arquivo .csv com as informacgoes de taxonomia das diferentes amostras.

import pandas as pd # conda install anaconda::pandas

parse_kraken_inspect (inspect_file= s
parsed_inspect_file= )

df = pd.read_csv( s

index_col=[1 for in range(0,8)], sep= s

keep_default_na=False)

df . sort_index (inplace=True)

report_numbers = [ s
’ ’
E b

B B

, )]
df = fill_inspect_df (df, report_numbers=report_numbers,
report_files_path= )

report_numbers . pop (0)
for in report_numbers:

df = df.rename (columns={ : [3:111})
df . to_csv( )

Fonte: Autoria proépria.

Script 10 — Trecho de cédigo que evoca as fungoes responsaveis por gerar os graficos

de barras dos géneros taxonémicos caracterizados.

import polars as pl # conda install conda-forge::polars

def formatting_df (df, taxon):
new_df = df.select(
pl.col(taxon), pl.col(pl.Int64)
) .group_by (pl.col(taxon)
).agg(pl.all() .max ()
) .drop_nulls ()

new_df = new_df.with_columns(
new_df .select (pl.col(pl.Int64).exclude( )
) .mean_horizontal () .alias( )
)

return new_df

if __name__ ==

path =

df = pl.read_csv(path)

taxon =

top_value = 15
new_df = formatting_df (df, taxon)

ylim = 15
for in range (25,33):
= f
main_plot (new_df, , top_value, ylim)

Fonte: Autoria proépria.
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Script 11 — Definigao da fungao responsavel por gerar os graficos de barras dos gé-

neros taxondmicos caracterizados.

1 |def main_plot (df, , top_value, ylim):

2 columns = df.columns

3 taxon = columns [0]

4 mean_sum_values = df[ J.sum()

5 report_sum_values = df[ 1.sum()

6

7 df = df.top_k(top_value, by= )

8 df = df.select(

9 pl.col(taxon),

10 pl.col( ) / mean_sum_values * 100,
11 pl.col( ) / report_sum_values * 100,
12 )

13

14 quantity = df.height

15 colors = [(0.5,0.5,0.5) for _ in range(quantity)]
16 taxon_names = df [taxon]

17

18 x, y = making_shade_line_to_plot (df[ iD)
19 fig, ax = plt.subplots ()
20 plt.rcParams [ 1] =0.4
21 ax.set(xlim=(-1, len(df[ 1) + 0.04))
22 ax.bar (taxon_names, df[ 1,
23 color=colors, zorder=2, alpha=0.85)
24 ax.plot(
25 X, ¥V,
26 color= , linewidth=0.4, zorder=1,
27 )
28 ax.fill_between(x, y, color= , alpha=0.08)
29 ax.set_ylim (0, ylim)
30 ax.set_ylabel( )
31 ax.tick_params (axis= , labelrotation=90)
32 fig = format_figure(fig)
33 fig.savefig(
34 f ,
35 )
36 return

Fonte: Autoria proépria.
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Script 12 — Trecho de codigo responsavel por evocar as fungoes de importacao dos

dados e de geragao de figuras acerca dos genes identificados.

1 |if __name__ ==

2 databases = [ s ]

3 for database in databases:

| df_list = []

) for in range (22278225, 22278233):

6

7 df2 = load_and_format (£ \
8 f )

9 df _list.append(df2)

11 df = big_dataframe (df_list)

12 genes_guia = df.columns [0]

13 instances_ordine = df.columns[1]

14

15 df = df.sort(

16 instances_ordine, genes_guia,

17 descending=[True, False], nulls_last=True
18 )

19

20 df = df .with_columns(pl.col(pl.Float64) * 100)
21 df = adding_colors_column (df, )

22 main_plot(

23 df , £ \
24 f

25 )

Fonte: Autoria proépria.
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Script 13 — Definigao da fungao responséavel pela importacao e formatagao dos ar-

quivos .tsv gerados durante a etapa de identificacao de genes.

1 |import polars as pl # conda install conda-forge::polars
2

3 |def load_and_format (path):

1 df = pl.read_csv(path, separator= )
5 df = df.group_by( ).agg(pl.len() .alias( ))
6

7 df = df .with_columns(

8 pl.when(pl.col( ) ==

9 ). then(pl.lit( )

10 ) .otherwise (pl.col( )

11 ) .alias( )

12 )

13 df = df .with_columns(

14 pl.when (pl.col( ) ==

15 ) .then(pl.lit( )

16 ) .otherwise (pl.col( )

17 ) .alias( )

18 )

19 df = df .with_columns(
20 pl.when(pl.col( ) ==
21 ) .then(pl.1lit( )
22 ) .otherwise (pl.col( )
23 ) .alias( )
24 )
25 df = df .with_columns(
26 pl.when(pl.col( ) ==
27 ) .then(pl.1lit( )
28 ) .otherwise (pl.col( )
29 ) .alias( )
30 )
31 df = df.sort( , descending=True)
32 df = percenting_df (df)
33 return df

Fonte: Autoria proépria.

Script 14 — Definigao da fungao de criagao do dataframe contendo a informacgao

génica de todos os arquivos importados.

1 |def big_dataframe(df_list):

2 genes = pl.concat(df_list).unique ()

3 genes = genes.drop( )

1 genes = genes.unique ()

5 df _list = [genes.join(df, on= , how= )
6 for df

7 in df_list]

8 df _final = df_list [0]

9 for in range(len(df_list) - 1):
10 df _final = df_final. join(
11 df _list[i + 1], how= s
12 on= , suffix=f ,
13 )
14 df = df _final.fill_null (0)
15 return df

Fonte: Autoria proépria.
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Script 15 — Fungao responsavel por gerar as figuras ilustrando os ARGs e os VFs

identificados.
1 |def main_plot(df, path):
2 quantity = df.height
3 reports = df.width // 2
1
5 fig, ax = plt.subplots ()
6 bottom = np.zeros(reports)
l
8 labels = df[ l.to_list )
9 samples = [f for in range (25,33)]
10 colors = df[ J.to_1list ()
11 for in range (quantity):
12 y_values = df[i].select(pl.col(pl.Float64)).rows () [0]
13 ax.barh(samples, y_values, left=bottom,
14 color=colors[i],
15 )
16 bottom += y_values
17
18 ax.set_x1im (0, 100)
19 ax.set_xlabel( )
20 ax = creating_legend(ax, labels, colors)
21
22 fig = format_figure(fig)
23 fig.savefig(f )
24 return

Fonte: Autoria proépria.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Nesta secao, os principais resultados obtidos durante o desenvolvimento deste trabalho
sao apresentados. Em particular, a Secao 4.1 aborda algumas caracteristicas dos dados
antes e apos a etapa de filtragem. Ja a Secao 4.2 apresenta os resultados provenientes da
pipeline de caracterizacao taxonomica, evidenciando os principais géneros identificados e
discutindo seus papéis quando presentes no solo. Por sua vez, as Secoes 4.3 e 4.4 ilustram
alguns resultados intermediarios sobre as estatisticas relacionadas as etapas de montagem
e predicao de genes. Por fim, as Secoes 4.5 e 4.6 trazem resultados provenientes da
execucao da pipeline de caracterizagao do resistoma e do viruloma, juntamente com uma
discussao sobre os principais aspectos observados a partir dos dados. Vale destacar que

comparagoes com os resultados de Ordine et al. (2023) sao apresentadas no Apéndice.

4.1 FILTRAGEM DOS DADOS

A Tabela 2 apresenta as métricas (extraidas do arquivo JSON), geradas pelo software
Fastp, antes e depois da etapa de filtragem dos dados obtidos do sequenciamento. A
anélise da Tabela 2 revela que, inicialmente, os arquivos provenientes do sequenciamento
apresentavam de 81 a 121 milhoes de leituras paired-end, possuindo tamanho médio de
150 pares de base, com escores de qualidade Phred > 30 (i.e., menos do que 1 erro
por 1000 bases) (EWING et al., 1998), e contetido GC variando de 61.7% a 66.3%*.
Essas informagoes, quando somadas ao restante das métricas geradas pelo Fastp, atestam
que os dados disponibilizados por Ordine et al. (2023) nao apresentam caracteristicas
problematicas relacionadas ao sequenciamento. Apoés a filtragem, embora a contagem
total de leituras tenha diminuido ligeiramente, o conteido GC permanece similar aos
valores pré-filtragem, indicando que as sequéncias removidas nao concentravam um par
de bases em especifico. Além disso, o nimero de leituras filtradas é maior que o ntmero
total de sequéncias pos-filtragem, significando que a maior parte das leituras descartadas
nao reprovou pelos filtros de tamanho ou de qualidade minima estabelecidos, mas sim por
outros filtros como o de remogao de dados duplicados. Ainda, a Figura 3 ilustra o nivel
médio de qualidade Phred para cada amostra apos a filtragem. Com base nessa figura,
observa-se que esse indice se mantém acima de 35, o que implica uma confiabilidade de
99,97% em todas as posicoes das bases. Quando as leituras sao comparadas, a reverse
read apresenta um valor médio de qualidade ligeiramente menor que a forward read. Vale
mencionar que esse comportamento é esperado, ocorrendo usualmente em dispositivos
[lumina de sequenciamento paired-end (KWON et al., 2013).

1

Conforme Lightfield, Fram e Ely (2011), o contetdo GC no genoma de bactérias varia entre 16%
e 75%; entdo, segundo Ismail (2023), valores extremos desse indice podem caracterizar um viés de
sequenciamento.
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Tabela 2 — Principais métricas das amostras antes e depois da etapa de controle de
qualidade e limpeza.

Amostras (codigos SRR)

P:J;?;Ztsos 22278225 22278226 22278227 22278228 22278229 22278230 22278231 22278232

Total de
g . 831M  81L,OM  1140M 1046M 1166M  931M  121,0M  101,7 M
A leituras
£ Baces Qso !L8CGb  114Gb 160Gh 148Cb 165Gb 132Gb 171Gb 143 Gh
= (94,5%)  (941%)  (93,7%)  (941%)  (94.1%)  (942%)  (941%)  (93,8%)
< .
© Corg‘é“do 633%  64.2%  628%  660%  653%  61,7%  663%  653%
R h
< ?:;Z‘iloo 150, 150 150, 150 149, 149 149, 149 149, 149 149,149 149, 149 149, 149
g Total de ,
g . 674M  658M  1003M  912M 1020 M  820M  1059M 89,6 M
) leituras
& Bases Qg0 20CP  93CGb  140Gb 128Gb  144Gb 116CGb  149Gb 126G
= (95,0%)  (94,6%)  (93.4%)  (93,8%)  (93,9%)  (94,0%)  (93,8%)  (93,6%)
o .
© Corg%“do 63,3% 64.2%  627%  66,0%  652% 61,5%  662%  652%
g
2 Tamanho o 119 149 149 149,149 149,149 149, 149 149,149 149, 149 149, 149

médio

Leituras  81,IM  790M  1140M 1046 M 1166M 931M  121,0M 101,7 M
filtradas  (97,642%) (97,496%) (99,990%) (99,980%) (99,992%) (99,990%) (99,991%) (99,991%)

Fonte: Autoria proépria.

4.2 ANALISE TAXONOMICA

A analise de abundancia de géneros (Figura 4) revelou a presenca predominante de
Streptomyces, Bradyrhizobium, Nocardioides, Mycolicibacterium, Micromonospora, Pseu-
domonas, Sphingomonas e Mycobacterium. Esses géneros desempenham papéis cruciais
nos ecossistemas do solo, contribuindo para a satde e fertilidade do ambiente agricola.
Streptomyces e Micromonospora sao, comumente, reconhecidos por sua capacidade de pro-
duzir compostos bioativos, como antibioticos (KONWAR et al., 2024; SOKOLOWSKI et
al., 2024), e por sua atuagao na decomposicao de matéria organica e degradagao de polime-
ros (SENKO et al., 2024). Bradyrhizobium ¢ um dos géneros bacterianos mais conhecidos
na agricultura, sendo responsavel pela fixacao de nitrogénio atmosférico, formando simbi-
oses com leguminosas e promovendo a disponibilidade desse nutriente essencial as plantas
(SZPUNAR-KROK et al., 2023; SARAO et al., 2024). Nocardioides e Sphingomonas sao
associados a degradacao de compostos organicos complexos, importantes para o ciclo de
carbono (ZHANG et al., 2024). O estudo conduzido por Zhang et al. (2024) identificou
Nocardioides como um dos principais géneros bacterianos responséaveis pela modificacao
de genes de decomposi¢ao de carbono no solo. Pseudomonas e Mycolicibacterium sao am-
plamente estudados por suas fung¢oes na promocao do crescimento vegetal (YANG et al.,
2021; RAI et al., 2024), detoxificagdo de metais pesados (MADHOGARIA et al., 2024)
e na protegao contra fitopatogenos (KHATRI et al., 2024). Ainda, Mycobacterium inclui
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espécies que participam de processos de degradagao de matéria organica no solo (MON et
al., 2024). Todos os principais géneros encontrados aqui estdo amplamente distribuidos
em solos e desempenham importantes fungoes na ciclagem de nutrientes e na manutengao

da saude do ambiente.

4.3 ESTATISTICAS RELATIVAS A MONTAGEM DE CONTIGS

A Tabela 3 traz algumas das caracteristicas da montagem realizada pelo MEGAHIT. Das
8 amostras analisadas, o nimero total de contigs varia entre 107,0 mil e 190,3 mil, tendo os
maiores contigs tamanhos entre 42451 e 454752 pares de bases. Acerca de outras métricas
apresentadas, o N50 ¢ definido como o maior comprimento que contém 50% dos nucleoti-
deos presentes nos contigs (JGI, 2001), enquanto o L50 é definido como o niimero minimo
de contigs, ordenados do maior para o menor, cuja soma dos comprimentos representa
pelo menos 50% do total de bases da montagem (JAYAKUMAR; SAKAKIBARA, 2019).
A contiguidade da montagem dos dados esté relacionada com essas duas estatisticas; em
resumo, quanto maior o valor de N50 e menor o valor de LL50, tem-se que uma quantidade
reduzida de contigs abrange 50% do total de nucleotideos, sugerindo assim uma monta-
gem mais completa dos dados (JAYAKUMAR; SAKAKIBARA, 2019). Outras métricas,
como o namero de gaps ou bases desconhecidas (N), ndo foram apresentadas, uma vez

que seus valores foram zero em todas as amostras.

Tabela 3 — Caracteristicas dos contigs montados pelo software MEGAHIT.

Amostras (codigos SRR)

Parametros ., 0005 99978226 22278227 22278228 22278229 22278230 22278231 22278232
avaliados
Maior 233035 84108 454752 42451 42495 203756 105590 81105
contig
Média 581,93 556,80 554,85 600,76 538,81 652,89 616,28 548,73
N50 586 554 551 624 546 679 633 545
L50 394470 330300 433100 504130 529550 485330 474630 415410
(29,9%) (30,9%) (30,1%) (27,7%) (32,6%) (25,5%) (27,2%) (30,9%)
Total de
. 1329 K 107,0 K 144,1 K 181,9 K 162,5 K 190,3 K 1743 K 1344 K
contigs
T‘E;i:e 76,7 M 59,6 M 79,9 M 109,2 M 87,5 M 1242M 1074 M 73,8 M

Fonte: Autoria proépria.
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Figura 3 — Qualidade média das bases ap6s a etapa de controle de qualidade e
limpeza para a forward read (linha escura) e a reverse read (linha

clara). (a) SRR22278225. (b) SRR22278226. (c) SRR22278227.
(d) SRR22278228. (e) SRR22278229. (f) SRR22278230.
(g) SRR22278231. (h) SRR22278232.
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Fonte: Autoria proépria.
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4.4 RESULTADOS DECORRENTES DA PREDICAO DE GENES

A Tabela 4 apresenta os resultados obtidos a partir do arquivo .gff gerado na etapa
de predigao de genes. O ntimero total de regices de codificacao (CDS)? preditas varia
entre 521,3 mil e 1,1 milhao dentre as amostras. Dentre esses CDS, aproximadamente
de 75% a 79% correspondem a proteinas hipotéticas, i.e., proteinas que provavelmente
sao traduzidas, mas que nao possuem evidéncia experimental de tradugao (DESLER;
DURHUUS; RASMUSSEN, 2012). Também, foram preditos entre 490 e 1220 genes co-
dificantes de proteinas de resisténcia a multiplas drogas (MDRs), associadas & presenga
de ARGs nas comunidades microbianas (NIKAIDO, 2009), além de alguns ARGs especi-
ficos (e.g., sbmA e arpA). Ainda, identificou-se uma categoria de genes responsavel pela
codificacao de proteinas de viruléncia, um termo que define um conjunto de proteinas que

fazem parte dos mecanismos de VFs de alguma bactéria.

Tabela 4 — Resultados decorrentes da etapa de predigao de genes.

Amostras (c6digos SRR)

Parametros o, 0005 22278226 22278227 22278228 22278229 22278230 22278231 22278232
avaliados
CDS
. 684,4 K 5213 K 695,1 K 9824 K 761,0 K 1,1 M 960,5 K 634,3 K
preditos ’
Proteinas 5396 K 4092 K 545,6 K 739.4 K 585,6 K 882,3 K 7186 K 4824 K

Hipotéticas (78,84%) (78,51%) (78,49%) (75,26%) (76,95%) (78,02%) (74,82%) (76,05%)
MDRs e

ARGS 790 543 647 638 475 1220 794 495
Proteinas de 34 20 23 27 38 33 38 20
viruléncia

Fonte: Autoria proépria.

4.5 CARACTERIZACAO DO RESISTOMA

A Figura 5 demonstra os genes que compoem o resistoma das amostras consideradas.
Desses genes®, alguns conferem resisténcias variadas a antibioticos, como o vanRO. Os
genes vanR e vanO expressam proteinas que promovem a alteracao de alvos de glicopep-
tideos presentes na parede celular bacteriana (STOGIOS; SAVCHENKO, 2020). Esses
genes estao presentes em bactérias Gram positivas, como Staphylococcus e Enterococcus.
Todavia, essas bactérias nao foram detectadas nos 8 solos analisados aqui (veja a Fi-
gura 4), indicando que tais bactérias estao presentes em pequenas quantidades no solo.
O gene rsmA, cujo produto regula um sistema de bombas de efluxo, promove a expul-

sao de antibioticos como o fenicol, a diaminopirimidina e a fluoroquinolona para fora da

2 Conforme UniProtKB (2024), uma regido de codificagdo (CDS) determina um segmento de DNA ou

RNA responsével por conter uma sequéncia de aminoacidos de uma, proteina.

Embora algumas fungoes génicas sejam discutidas, destaca-se que nenhuma pipeline de identificagao
funcional foi implementada. As informagoes apresentadas foram coletadas diretamente dos bancos de
dados CARD e VFDB.

3
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Figura 5 — Genes de resisténcia a antibi6ticos identificados nas diferentes amostras

analisadas.
SRR22278232
SRR22278231 Genes
B vanRO
SRR22278230 rsmA
SRR22278229 W= BJP-1
HelR
SRR22278228 B 0X4-1091
SRR22278227 SR Rbpd
I Rox-sv
SRR22278226 blaF
SRR22278225 L%
| W vanSO

0 20 40 60 80
Abundancia (%)

Fonte: Autoria proépria.

célula bacteriana (BRENCIC; LORY, 2009). Esse gene pode ser encontrado em Pseu-
domonas, bactéria que foi detectada em todos os solos analisados (Figura 4). Dentre as
espécies de Pseudomonas, a espécie P. aeruginosa é a que esta associada a doengas em
humanos. Tal microrganismo apresenta ainda resisténcia intrinseca e adquirida a varios
antibioticos devido a alteracoes na permeabilidade da membrana externa e expressao de
bombas de efluxo. O RbpA é um regulador global de RNA polimerase, que indiretamente,
promove a expressao de genes que facilitam a resisténcia a rifampicina (HU et al., 2012).
Rifampicina é um antibiético muito utilizado no tratamento de infecg¢oes causadas por
Mycobacterium tuberculosis, como a tuberculose. Mycobacterium foi detectada em todos

os solos analisados aqui (Figura 4).

4.6 CARACTERIZACAO DO VIRULOMA

O VFDB (CHEN et al., 2005) apresenta, conjuntamente & nomenclatura dos genes,
informagoes relacionadas com as fungoes génicas, com a cepa da bactéria cujo material
genético foi alinhado no momento da classificacao e com os fatores de viruléncia relaci-
onados. Dessa maneira, através da Figura 6, percebe-se que os resultados apresentaram
maior variabilidade do que foi encontrado no caso dos ARGs. Ao analisar os resultados
obtidos, pode-se inferir que o gene acpXL foi o tnico identificado em todas as amostras
analisadas, sendo especialmente presente nos solos SRR22278230 e SRR22278231. Esse
gene esté relacionado a biossintese de Lipopolissacarideo (LPS), sendo uma molécula ex-
clusiva da parede de bactérias Gram negativas. A presenca de LPS em todos os solos,
com 100% de presenca no solo SRR22278231, conforme se observa na Figura 7, ¢ um fato
interessante. Por ser um solo de criagao de gado, esse LPS deve indicar contaminagao do
solo com bactérias intestinais oriundas de fezes do proprio gado bovino. Outras amostras
de solo demonstraram maior variabilidade génica, sem apresentar destaque para um gene

em especifico, conforme ocorreu em SRR22278227 e SRR22278229. Das fungoes apresen-
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Figura 6 — Genes de fatores de viruléncia identificados nas diferentes amostras ana-

lisadas.
SRR22278232
SRR22278231 W acpXL
hsiB1
SRR22278230 . iG
SRR22278229 [ pA1664
B P43348
SRR22278228 s PEIS
SRR22278227 [ e
algR
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SRR22278225 burR
- cre
0 20 40 60 80 100ME espR
Abundancia (%) N esxH
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Fonte: Autoria proépria.
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Figura 7 — Fatores de viruléncia relacionados aos genes identificados nas diferentes

amostras.
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Fonte: Autoria proépria.

Fator de viruléncia relacionado

HSI-2
Isocitrate lyase
MprAB
Mycobactin
PanC/PanD
PhoP

SigH

SodA

Tap type IV pili
WhiB3

tadas pelo banco de dados, conforme a Figura 8, modulacao imune e aderéncia compoem

uma parcela significativa do que foi observado, com outros mecanismos relacionados com

fatores nutricionais/metabolicos ou de motilidade se mostrando presentes. Sobre as cepas

das quais os genes foram identificados, apresentadas na Figura 9, a Brucella melitensis

bv. 1 str. 16M se apresentou em todas as amostras, enquanto as cepas Burkholderia

pseudomallei K96243 e Aeromonas hydrophila ML09-119 foram observadas apenas em

uma amostra cada.
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Figura 8 — Funcgoes associadas aos genes de fatores de viruléncia identificados nas
diferentes amostras analisadas.
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Fonte: Autoria proépria.

Figura 9 — Cepas bacterianas cujo material genético foi alinhado aos genes de fatores
de viruléncia identificados nas diferentes amostras analisadas.

SRR22278232
SRR22278231 Espécie ¢ cepa
BN Brucella melitensis bv. 1 str. 16M
SRR22278230 Pseudomonas aeruginosa PAO1
SRR22278229 W Aeromonas hydrophila ML09-119
[0 Burkholderia pseudomallei K96243
SRR22278228 B Mycobacterium tuberculosis H37Rv
SRR22278227
SRR22278226
SRR22278225
0 20 40 60 80
Abundancia (%)

Fonte: Autoria proépria.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Nesta secao, as conclusoes deste trabalho sao discutidas, abordando brevemente o
que foi realizado e os principais resultados obtidos. Em seguida, algumas sugestoes para
trabalhos futuros sao apresentadas, visando dar continuidade ao presente trabalho. Por

fim, uma lista com os trabalhos publicados e/ou em vias de publicagao ¢ fornecida.

5.1 CONCLUSOES

Neste trabalho, duas pipelines foram implementadas visando a anélise de dados de me-
tagenodmica provenientes do sequenciamento do tipo shotgun de amostras de solo, dispo-
nibilizados publicamente por Ordine et al. (2023) através do sequence read archive (SRA)
sob o BioProject PRINA900430 (NCBI, 2024a). Em particular, a primeira pipeline imple-
mentada, desenvolvida com base no protocolo descrito por (LU et al., 2022), visa realizar a
classificacao taxonomica das comunidades microbianas presentes nas amostras, utilizando
para isso os softwares Fastp (CHEN, 2023), Kraken2 (WOOD; LU; LANGMEAD, 2019)
e Bracken (LU et al., 2017). Com a execugao dessa pipeline, foram caracterizados géneros
bacterianos importantes (e.g., Bradyrhizobium, Nocardioides e Pseudomonas) para a sa-
ude dos organismos que compoem os ecossistemas presentes no solo. A segunda pipeline,
implementada com base em (ORDINE et al., 2023), visa caracterizar o resistoma e o vi-
ruloma através da identificagao de genes de resisténcia a antibioticos (ARGs) e de fatores
de viruléncia (VFs), respectivamente, empregando para isso os softwares Fastp, MEGAHIT
(LI et al., 2015), Prokka (SEEMANN, 2014) e ABRicate (SEEMANN, 2020) associado
aos bancos de dados CARD (MCARTHUR et al., 2013) e VFDB (CHEN et al., 2005). A
execucao dessa pipeline permitiu identificar importantes genes de resisténcia a antibioti-
cos (e.g., vanRO, rsmA e RbpA) e de fatores de viruléncia (e.g., acpXL, hsiB1 e pilG),
destacando assim a necessidade de monitoramento continuado para fins epidemiologicos.
Ainda, discussoes sobre alguns outros resultados intermediarios, tais como as estatisticas
de controle de qualidade, de montagem e de predigao de gene, foram conduzidas para ates-
tar a acuracia das analises. Vale destacar que, visando possibilitar a reprodutibilidade
dos resultados apresentados aqui, os scripts (implementados em linguagem GNU Bash)
para o processamento das amostras (dados brutos), assim como os codigos (desenvolvidos
em Python) para realizar a andlise dos resultados foram disponibilizados publicamente

(devidamente documentados).

5.2 SUGESTOES DE TRABALHOS FUTUROS

Como ideias para o desenvolvimento de trabalhos futuros na area, sugere-se:
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e Realizar uma anélise de diversidade « e [ sobre os dados taxonomicos;

e Utilizar outros bancos de dados para a caracterizacao do resistoma, introduzindo

um catalogo génico mais completo para a identificacao de genes;

e Implementar uma pipeline de anélise funcional, visando compreender de forma mais

completa o papel de alguns genes e suas participagoes em vias metabolicas; e

e Realizar andlises estatisticas pertinentes sobre os resultados obtidos, avaliando em

como os resultados se relacionam com o perfil do solo apresentado.

5.3 TRABALHOS PUBLICADOS

Durante o desenvolvimento deste trabalho de pesquisa, os seguintes materiais foram

publicados e/ou estao em vias de publicacao:

e LEANDRO, Roberto Marafon et al. CONSIDERACOES SOBRE A ANALISE DE
DADOS DE METAGENOMICA OBTIDOS DE AMOSTRAS DE SOLO. In: Anais
do XIV Seminério de Extensao e Inovacao & XXIX Seminéario de Iniciacao Cientifica
e Tecnologica da UTFPR (SEI/SICITE), Francisco Beltrao, PR, 2024. Disponivel
em: <https://doi.org/10.29327 /seisicite2024.967380>.

e LEANDRO, Roberto Marafon et al. ANALYSIS OF METAGENOMIC DATA OB-
TAINED FROM SOIL SAMPLES: TAXONOMIC, FUNCTIONAL AND GENIC
CHARACTERIZATION. In: Journal of Microbiological Methods, 2025 (em reda-

¢ao).
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APENDICE - COMPARACOES COM ORDINE ET AL. (2023)

A Figura 10 compara os genes aqui identificados com aqueles encontrados original-
mente por Ordine et al. (2023), com respeito tanto aos ARGs |Figura 10(a)| quanto aos
VFs [Figura 10(b)|. A partir da Figura 10(a), observa-se uma diferenca significativa den-
tre os genes identificados aqui em comparagao com (ORDINE et al., 2023), sendo a ampla
presenca de vanRO o principal padrao constatado. Vale destacar que alguns genes foram
encontrados apenas aqui (e.g., o rsmA), enquanto outros genes (e.g., o mirA) foram iden-
tificados apenas em Ordine et al. (2023). Por sua vez, a partir da Figura 10(b), verifica-se
que a variabilidade dos genes identificados é ainda maior que a observada através dos
ARGs, sendo a ampla presenca de acpXL o principal padrao constatado. Todavia, apesar
dos genes identificados aqui diferirem em abundancia e em diversidade daqueles encontra-
dos por Ordine et al. (2023), a pipeline implementada fez uso de ferramentas atualizadas
e seguiu padroes ja reconhecidos. Dessa maneira, pode-se argumentar que tais diferencas

podem ter ocorrido pelos seguintes motivos:

e Versoes diferentes: As versoes de alguns softwares empregados nao foram devi-
damente detalhadas por Ordine et al. (2023), assim como as versdes dos bancos de
dados CARD e VFDB utilizadas pelo ABRicate.

e Parametros distintos: A parametrizacao considerada nos diferentes softwares

utilizados por Ordine et al. (2023) nao foi devidamente apresentada.

e Erros de implementagao: Os scripts e/ou codigos nao foram disponibilizados pu-
blicamente por Ordine et al. (2023), impossibilitando assim a detecgao de quaisquer

erros cometidos.
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Figura 10 — Comparagao entre os genes encontrados aqui e aqueles de Ordine et
al. (2023) (identificados pelo simbolo ‘*’). (a) Genes de resisténcia a
antibioticos (ARGs). (b) Genes de fatores de viruléncia (VFs).
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