UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARA
NUCLEO DE DESENVOLVIMENTO AMAZONICO EM ENGENHARIA
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM COMPUTACAO APLICADA

ANTONIO SERGIO CRUZ GAIA

FERRAMENTA BASEADA EM CUCKOO FILTER PARA REMOCAO DE
REDUNDANCIA EM DADOS DE SEQUENCIADORES DE SEGUNDA GERACAO
(NGS - NEXT GENERATION SEQUENCING)

Tucurui-PA
2019



ANTONIO SERGIO CRUZ GAIA

FERRAMENTA BASEADA EM CUCKOO FILTER PARA REMOCAO DE
REDUNDANCIA EM DADOS DE SEQUENCIADORES DE SEGUNDA GERACAO
(NGS - NEXT GENERATION SEQUENCING)

Dissertacao apresentada ao Programa de Poés-
Graduacédo em Computacao Aplicada do Nucleo
de Desenvolvimento Amaz6nico em Engenharia,
da Universidade Federal do Par4, como requisito
para a obtencdo do titulo de Mestre em
Computacgédo Aplicada.

Orientador: Prof® Adonney Allan de O. Veras

Tucurui-PA
2019



Dados Internacionais de Catalogacéo na Publicacéo (CIP) de acordo com ISBD
Sistema de Bibliotecas da Universidade Federal do Para
Gerada automaticamente pelo médulo Ficat, mediante os dados fornecidos pelo(a)
autor(a)

G137f  Gaia, Antonio Sérgio Cruz
Ferramenta Baseada em Cuckoo Filter para Remocéao de
Redundancia em Dados de Sequenciadores de Segunda
Geracado (NGS - Next Generation Sequencing) / Antonio
Sérgio Cruz Gaia. — 2019.
114 1. : il. color.

Orientador(a): Prof. Dr. Adonney Allan de Oliveira Veras

Dissertacao (Mestrado) - Programa de Pds-Graduagéo em
Computacao Aplicada, Nucleo de Desenvolvimento
Amazdnico em Engenharia, Universidade Federal do Para,
Tucurui, 2019.

1. NGS. 2. Redundancia. 3. Bioinformatica. 4.
Software. I. Titulo.

CDD 005



http://www.tcpdf.org

ANTONIO SERGIO CRUZ GAIA

FERRAMENTA BASEADA EM CUCKOO FILTER PARA REMOCAO DE
REDUNDANCIA EM DADOS DE SEQUENCIADORES DE SEGUNDA GERACAO
(NGS - NEXT GENERATION SEQUENCING)

Dissertacao apresentada ao Programa de Pés-Graduacao em Computacéo Aplicada do Nucleo de
Desenvolvimento Amazdnico em Engenharia, da Universidade Federal do Para, como requisito para

a obtencao do titulo de Mestre em Computacéo Aplicada.

Orientador: Prof® Adonney Allan de O. Veras

Aprovada em 02 de dezembro de 20109.

BANCA EXAMINADORA:

," ; "'\'.’.1/4 “l/l . ‘)‘ 4

-Eay .
| v

Prof. Dr. Adonney Allan de Oliveira Veras (Presidente)

-

Prof. Dr. Bruno Merlin - UFPA (Membro Interno)

] o~ )
A A )N 7/ A s "Bl L <

P |
4 7

/
v Profa. Dra. Jorianne Thyeska Castro Alves (Membro Externa)

/

/(:/'Zv" ;}//j’:.'lfy// /(./Vc( 'f/ 2’ { f/ ﬂ r

Prof. Dr. Pablo Henriqué Caracciolo Gomes de S& Membro Externo)




Dedico este trabalho as minhas filhas

Laura e Matria Lia.



AGRADECIMENTOS

Agradeco primeiramente a Deus por ter me dado saude e forga para superar
as dificuldades.

Agradeco a minha esposa Karla Serréo e as nossas filhas Laura e Maria Lia
por todo amor, carinho e apoio nos momentos mais dificeis. Vocés sédo a Luz da
minha vida.

Agradeco aos meus pais Luzinan e Maria Isabel pelo exemplo de dignidade e
perseveranga, pelo amor e apoio a mim concedidos e por me ensinarem a nunca
desistir, meus eternos agradecimentos.

Agradeco aos meus irmaos pela amizade, carinho e por sempre torcerem por
mim.

Agradeco ao meu orientador Prof. Allan Veras por compartilhar seu
conhecimento e por estar sempre disponivel a esclarecer minhas duvidas. Muito
obrigado por sua contribuicdo, paciéncia e oportunidade de realizacdo deste
trabalho.

Agradeco a todos os professores e colaboradores do Programa de Pos-
graduacéo em Computacéo Aplicada pela colaboragéo e paciéncia.

Agradeco aos colegas da turma PPCA 2017, com os quais dividi umas das
etapas mais importante da minha vida.

Agradeco aos alunos de Engenharia da Computacédo Eurialdo e Vivian e a
aluna de mestrado Monica Oliveira pela contribuicdo e ajuda no desenvolvimento
deste trabalho, meu muito obrigado.

Finalmente, agradeco a todos que aqui ndo foram citados, mas que de alguma

forma contribuiram na realizacao deste trabalho.



RESUMO

As plataformas de sequenciamento de segunda geracédo também conhecidas como
NGS — Next Generation Sequencing produzem grande volume de dados, o que
demanda alta complexidade e custo computacional no processamento destes
dados. Essas plataformas geram leituras duplicadas que surgem na preparacéao da
biblioteca genbmica e sado introduzidas na etapa de amplificacdo por PCR
(Polymerase Chain Reaction). Essa redundancia de leituras pode aumentar os
requisitos computacionais e tempo de processamento de andlises subsequentes
(por exemplo, a montagem de novo). Para reduzir o custo computacional dessas
analises é necessario realizar a remocao dessas leituras do conjunto de dados do
organismo sequenciado. Neste trabalho apresentamos o NGSReadsTreatment uma
ferramenta computacional para a remocéao de leituras duplicadas em conjuntos de
dados pareados ou fragmentos. A entrada de dados para o NGSReadsTreatment
consiste em leituras oriundas de qualquer plataforma de sequenciamento com o
mesmo ou diferentes comprimentos. A sua engine utiliza a estrutura probabilistica
Cuckoo Filter para identificar e remover as leituras redundantes, a identificacédo é
feita comparando as leituras entre si, assim, nenhum pré-requisito é necessario
além do conjunto de leituras. A validacdo da ferramenta foi realizada utilizando-se
conjuntos de dados reais e simulados. Para aferir a eficiéncia da ferramenta, a
mesma foi comparada com outras ferramentas de remocao de redundancia. Os
resultados indicam a eficiéncia do NGSReadsTreatment, pois obteve-se melhor
resultado, tanto na quantidade de redundancias removidas quanto no uso de
memoéria em todos o0s testes realizados. Desenvolvido em JAVA, o
NGSReadsTreatment € compativel com os sistemas operacionais UNIX/Linux e

Windows e dispoé de uma versao com interface gréafica para facilitar seu uso.

O NGSReadsTreatment e o guia do usuério estdo disponiveis para download em

https://sourceforge.net/projects/ngsreadstreatment/.

Palavras-chave: NGS. Redundancia. Bioinformatica. Software.
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ABSTRACT

The second-generation sequencing platforms, also known as NGS — Next
Generation Sequencing, produce a great amount of data, which demands high
complexity and computational cost in the processing of these data. These platforms
generate duplicated reads that come from the preparation of the genomic library and
are included in the amplification stage by PCR (Polymerase Chain Reaction). This
redundancy can increase the computational requirements and processing time of
subsequent analyses (for instance, de novo assembly). To reduce the computational
cost of theses analyses, it is necessary to remove these reads from the data set of
the sequenced organism. In this work, we present the NGSReadsTreatment, a
computational tool to remove duplicated reads in paired-end or single-end data sets.
The input for NGSReadsTreatment consists of reads from any sequencing platform
with same or different read lengths. Its engine uses a Cuckoo Filter probabilistic
structure to identify and remove redundant readings. The identification is done by
comparing the reads among themselves, this way, not any pre-requisite is necessary
besides the reads set. The validation of the tool was carried out by using a set of
real and simulated data. To assess the efficiency of the tool, it was compared to
other tools of redundancy removal. The results indicate the efficiency of the
NGSReadsTreatment, for it produced the best outcome, both in the number of
redundancies removed and the use of memory, in all tests done. Developed in JAVA,
the NGSReadsTreatment is compatible with UNIX/Linux and Windows operating
systems and has a version with a graphic interface to facilitate its use.

The NGSReadsTreatment and user guide are available for download at

https://sourceforge.net/projects/ngsreadstreatment/.

Keywords: NGS. Redundancy. Bioinformatics. Software.


https://sourceforge.net/projects/ngsreadstreatment/

LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Representacéo da estrutura molecular do DNA..........ccccovveiiiiieeeeeeeenns 15
Figura 2 — Representacdo de um gene em uma molécula de DNA ...................... 16
Figura 3 - Figura ilustrando a montagem de NOVO..............uuuuuriiiiieiiiiiiiiiiniiiiiiiinens 19
Figura 4 — Avango doS eStUdOS gENOMICOS. ... ..uuuuuuurrrriiniiiiiriieiiiiieininieeennenenneenaeees 24
Figura 5 — Workflow basico dos sequenciadores NGS ............ccccevvvvviiiiieeeeeveeenns 25
Figura 6 — Sequenciador Roche 454 GS JUNIOK .........covvuuuiiiiieieeeeeeeeiee e e e e, 26
Figura 7 — Sequenciador lllumina MiSeq Seri€S............uuuuuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnens 27
Figura 8 — Sequenciador SOLID 5500X| ..........uuuuuuiuimmimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineniineeenenns 27
Figura 9 - llustrac&o de leituras Single-ENd .............coooviiiiiiiiii i, 28
Figura 10 - llustracéo de leituras Paired-ENd .............cooouviiiiiiiieiiiiiiiiiicie e, 29
Figura 11 — llustragdo de leituras Mate-Pair.................uuuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiienns 30
Figura 12 — Exemplo de uma leitura no formato FASTQ........ccccccveeiiiiiiiiiiiienneen. 31
Figura 13 - Arquitetura da abordagem da ferramenta...............ccccccevvvieiiee e, 33
Figura 14 — Representacdo de uma insercdo usando Cuckoo Filter..................... 36

Figura 15 - Representacao do pipeline da ferramenta verséo com interface gréfica

Figura 16 — Caso de uso para remocéo de leituras duplicadas utilizando a versao
grafica da ferramenta .............uiiii i 46

Figura 17 — Caso de uso para remocéo de leituras duplicadas utilizando a versao

sem interface gréfica da ferramenta...............eeeiiiiiiiiiiii e 46
Figura 18 — Diagrama Entidade Relacionamento da ferramenta................ccc.uuee. 47
Figura 19 — Tela de cadastro de ProjetoS.........cceeieeeeieieeiiiiiie e e eeeanns 55
Figura 20 — Tela de entrada de leituras............cccoeeeeeeiiieiiiiiiie e 55
Figura 21 — Tela de status dO ProCeSSAMENTO ............uuuuurummmmmiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnieanenns 56

Figura 22 — Quantidade de uso de memoria por cada ferramenta computacional
para processamento de OrganiSMOS MEAIS. ........ccuuuieeiiiiiiieeeiiiiie e e e e e eeaaans 59
Figura 23 — Quantidade de uso de memaria por cada ferramenta computacional
para processamento de organismos Simulados. .............cceeiiiiieiiiiiiiiiii e 63
Figura 24 — Quantidade de uso de memaria por cada ferramenta computacional

para processamento de organismos simulados com variagéo de cobertura......... 67



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Lista de organismos reais juntamente com nimero SRA usado para
validar @ ferrameENTa ..........uviiiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 48
Tabela 2 — Lista de dados simulados usados para validar a ferramenta............... 50
Tabela 3 — Lista de dados simulados com diferentes valores de cobertura usados
para validar a ferramenta .............eoiiiii i 50
Tabela 4 — Percentual de remocé&o de redundancia por ferramenta para cada
organismo real. NP — nenhuma reducéo de redundancia. .............cccceeeeeeeeeeeeeenn. 57
Tabela 5 — Quantidade de memoria utilizada por ferramenta em MB para cada
conjunto de dados reias. NP - Ndo Processado devido a erros. ..........cccceeevvvvnnnnn. 60
Tabela 6 — Percentual de remocéo de redundancia por ferramenta para cada
organismo simulado. NP — nenhuma reducéo de redundancia. ..................eeeee.... 61
Tabela 7 — Quantidade de memoria utilizada por ferramenta em MB para cada
conjunto de dados simulados. NP - Nao Processado devido a erros.................... 61
Tabela 8 — Resultado de remocédo de redundancia por ferramenta para cada
organismo simulado com variagéo de cobertura. NP — N&o Processado devido a

LT (01 PP 65
Tabela 9 — Quantidade de memoria utilizada por ferramenta em MB para cada
conjunto de dados simulados com variacao de cobertura. NP - Ndo Processado

AEVIAO 8 BITOS. ... e e e e e 66



LISTA DE ABREVIATURAS

ASCII Caodigo Padrdao Americano para o Intercambio de Informacéo.
CPU Central processing unit. Unidade Central de Processamento.
DER Diagrama Entidade Relacionamento.

DNA Deoxyribonucleic acid. Acido Desoxirribonucleico.

Gb Gigabases.

GB Gigabyte.

GPU Graphic Processing Unit. Unidade de Processamento Gréfico.
HD Hard Disk. Disco Rigido.

HDFS Hadoop Distributed File System.

JAR Java Archive.

JDK Java Development Kit.

JRE Java Runtime Enviroment.

MB Megabyte.

MPI Message Passing Interface.

NCBI National Center for Biotechnology Information.

NGS Next Generation Sequencing. Sequenciadores de nova geragao.
Pb Pares de base.

PCR Polymerase Chain Reaction. Reacdo em Cadeia da Polimerase.
SBL Sequenciamento por Ligacéao.

SBS Sequenciamento por Sintese.

SGBD Sistema Gerenciador de Banco de Dados.

SNP Single nucleotide polymorphism. Polimorfismo de Nucleotideo Unico.

SRA Sequence Read Archive.



SUMARIO

1N 1200510 07.Y @ I 14
1.1 Sequenciadores de Primeira GEeragao .........ccccccuvriiieeeeeeeeeeiiiiiiiieeeeeeeeennnns 17
1.2 Sequenciadores de Segunda GeraCan..........cceuvvuuriiieeeeeeeeeeiiiiiiieeeeeeeeenanns 17
1.3 Sequenciadores de Terceira GEeraGan ...........evvurvuuriiieeeeeeereeiiiiiiieeeeeeeeeeanns 18
1.4 JUSHTICALIVA ..ot 18
T O | o =] 4 Yo 1 SRR 21
1.5.1 ODJELIVO GEIAL.....uuuiiiiiiiiii e 21
1.5.20DbjetivOS ESPECITICOS. ...ccciiiiiiiiiiiiiie e 21
1.6 Organizagao do trabalno...........cccoiiiiiiiiiiiiii 21
2 FUNDAMENTAGAO TEORICA ....coovivieeeeeeeeeeeeeeeeee e 23
2.1 Sequenciadores de Segunda Geragan...........ccceeeeeeeiieieeeeeeeeeeeeeeeee e 23
2.1 1R0OCNE 454 ... 25
2.1.211lumina Genome ANAIYZET ..........oouuiuiiiie et 26
2. 1. 3SOLID oo 27
2.2 Tipos de Leituras dos Sequenciadores NGS............ccevvviiiiiieeeeeeeevviinnn, 28
2.2.1Fragmentos (SiNgle-ENd) ... 28
2.2.2Pareadas (Paired-ENd) ........cooooiiiiiiiieeeeeeee 29
2.2.3Pareadas (Mate-Pair)..........cooooiiiiiiieeeeeeeeeeee 29
2.3 ArqUIVO FASTQ ..ttt e e e e e e 30
2.4 Strings e redundancia de StrinNgsS ..o 31
2.5 Remocao de redundanciaem dados NGS..........oooeevviiiiiiiiiiiie e, 32
3 TRABALHOS RELACIONADOS ...t 37
TNt R O I | PSP 37
3.2 FASTUNIQ oo 38
3.3 CIUMPITY oo 38

B P A D RO e 39



B MAI D R . s 39

4 PROPOSTA DA FERRAMENTA L. e 41
4.1 Arquiteturadaferramenta........ccccoooiiiiiiiiii 43
4.1.1Camada de APreSENTAGAD ........cceviiiiiiiiiiiiiiiiiieeeieeeeeee ettt 43
4.1.2Camada de NEGOCIO .......uuuuiiiiiieeaiiiiiiie et e e e e bbb e e e e e e e nes 43
4.1.3Camada de PersSiSIENCIA . ........cccuuiiiiiiiiiiiiee et 43
4.2 Funcionalidades da ferramenta.........ccccccceeeiiiiiiiiiiiiiiee e 44
4.2.1 ReqUISItOS FUNCION@IS ... ..ciieeeiieeeeiiie e e et e e e e e e e aaaas 44
4.2.2 Requisitos NAO FUNCIONAIS ..........uuuiiiiiieeeiiieeie e 44
4.3 Casos de uso da ferramenta........cccuuiiiiiiieeiiiiiie e 45
4.4 Diagrama Entidade Relacionamento da ferramenta ..............cccceeevvvvnnnnnn. 47
5 MATERIAIS E METODOS.......coiiiiieeieeteeteete et ee ettt sttt sae s 48
5.1 FONTE AE AUOS ..o 48
5.2 Metodologia de desenvolvimento da ferramenta...........ccccoeeveeevveeeiiinnnnnn. 51
5.3 Linguagem de programacao e banco de dados........cccccceeiiiiieiieeiiiinnnnnn. 51
5.4 RemoGa0 de redunNdaNnCIa ......ccooeieeiiiiiieeeeeeeeee 52
5.5 Download dos dados Drutos.........ooooeeeiiii 52
5.6 Avaliagcdo de custo computacional ..., 53
5.7 WOIKSTATION e 53
6 RESULTADOS E DISCUSSAOD .....coooviiiiceeceecee e 54
7  CONSIDERACGOES FINAIS ....oviiiieeceee et 68
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..ottt 69
ANEXO A — MATERIAL SUPLEMENTAR ..ot 72

ANEXO B = PRODUGCAO CIENTIFICA .....oooveieeeeececeee e 108



14

1 INTRODUCAO

A genetica é a especialidade da biologia que estuda o material genético (DNA
e RNA), incluindo genes, questdes de hereditariedade e a forma como
caracteristicas séo transmitidas de geracdo a geracdo. Esta ciéncia se divide em
genética classica, molecular e de popula¢gdes. A genética classica abrange os
principios basicos da hereditariedade e como as caracteristicas sdo transmitidas de
uma geracao para outra. A genética molecular estuda a estrutra e funcao dos genes
a nivel molecular: como as informagdes genéticas sdo codificadas, replicadas e
expressas. Na genética de populagdes os genes sdo estudados por avaliagdo da
variabilidade entre individuos de uma populacdo (PIERCE, 2016; SNUSTAD &
SIMMONS, 2017). Este trabalho tem o foco em genética molecular por tratar
especificamente de leituras produzidas apds o processo de sequenciamento de
amostras de DNA de um organismo.

O DNA contém toda a informacéo genética dos seres vivos e tem a funcéo de
armazenar e transmitir estas informacgfes a todos os organismos (SNUSTAD &
SIMMONS, 2017). As pesquisas realizadas por esta ciéncia proporcionam grande
impacto sobre os seres humanos, como por exemplo, aplicacbes da genética na
medicina permitem a deteccdo de doencas, diagnoésticos clinicos e, mais

recentemente, o desenvolvimento da medicina personalizada (DIJK et al., 2014).

Na agricultura é aplicada nas principais culturas e animais através de
alteracdes genéticas que aumentam o rendimento, resisténcia a doencas e pragas,
além do aumento das qualidades nutricionais dos alimentos produzidos (PIERCE,
2016). Também através da genética € possivel conhecermos a evolucdo dos
organismos por meio do estudo da transmissdo das caracteristicas hereditarias ao
longo de suas geracdes, além de auxiliar no entendimento dos mais diversos
organismos presentes no planeta. (SNUSTAD & SIMMONS, 2017).

Em 1953, o estudo de James Watson e Francis Crick descobriu que o DNA
possui uma estrutura molecular em forma de dupla-hélice composta por dois
filamentos de DNA enrolados lado a lado de modo espiral (Figura 1). Esses
filamentos com 4 diferentes bases quimicas no DNA armazenam a informacao

genética de modo muito parecido ao modo como as séries de zeros (0) e uns (1)
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codificam informac&do na computacdo (GRIFFITHS et al., 2016). Essas 4 bases:
adenina (A), timina (T), guanina (G) e citosina (C) sdo ligadas a sua base
complementar (par de bases) através de ligacdes de hidrogénios e, em um filamento
a adenina sempre estara pareada com a timina e a guanina sempre estara pareada
com a citosina. A sequéncia dessas bases (A, T, G, C) representa a informacao

genética codificada pela molécula de DNA.

Figura 1 — Representacado da estrutura molecular do DNA

Par de bases

Ligacdes de
hidrogénio

Adenina (A)
mmx Timina (T)
mmx Citosina (C)
Do, Guanina (G)

Fonte original Genome Research Limited. Adaptado e traduzido de The Human Origin Project?

O processo utilizado para identificar a sequéncia de bases A, T, G, C em uma
molécula de DNA é denominado de sequenciamento de DNA (GRIFFITHS et al.,
2016). Uma sequéncia especifica de bases (A, T, G, C) ao longo de uma molécula
de DNA compGe um gene (Figura 2). Logo, os genes sdo segmentos de DNA com
uma sequéncia de bases prépria que codificam uma determinada informacao
genética, sendo que cada molécula pode conter milhares de diferentes genes. O

conjunto de todos os diferentes genes de um organismo € denominado genoma.

1 https://humanoriginproject.com/dna-structure-function/



https://humanoriginproject.com/dna-structure-function/

16

Sequenciar um genoma significa sequenciar toda a sequencia de nucleotideos do
organismo (SNUSTAD & SIMMONS, 2017).

Figura 2 — Representagédo de um gene em uma molécula de DNA

h ; (~

F-“J > Gene 1
a— A

A = Gene 2

DNA .

Fonte: Adaptado de NetNature?

Inicialmente, a genética concentrava-se no estudo de genes isolados, porém,
atualmente com o uso dos sequenciadores de DNA é possivel realizar o estudo do
conteudo génico completo do organismo alvo. O avanco no processo de
sequenciamento aliado ao desenvolvimento de ferramentas de biotecnologia e
bioinformética tem permitido o estudo de genomas de organismo cada vez mais
complexos (REUTER et al., 2015).

Sequenciadores sdo equipamentos que promovem a identificacdo de bases
nitrogenadas que compdem o DNA (bases nitrogenadas A, T, G e C). Através do

sequenciamento é possivel fazer diversas analises como: Gendmicad,

Transcriptdmica®, Metagenémica® e etc. Alguns exemplos destes equipamentos

2 https://netnature.wordpress.com/2015/05/08/a-origem-de-novos-genes-e-pseudogenes/

3 E um ramo da genética que estuda o genoma completo ou parcial de um organismo.

4 Refere-se ao estudo das moléculas de RNA formadas no processo de transcricdo (DNA > RNA
mensageiro).

5 E 0 estudo de genomas completos ou fragmentos de DNA de microrganismos presente em um
determinado ambiente.
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sao: Applied Biosystems 3730xl, Roche 454, lllumina MiSeq, SOLID, lon Proton,
Oxford Nanopore, etc. Eles séo categorizados em trés geracdes: primeira, segunda

e terceira geracao.

1.1 Sequenciadores de Primeira Geragéo

Os sequenciadores de primeira geracdo sao caracterizados por utilizar o
método de sequenciamento proposto por Frederick Sanger em meados de 1970.
Estes equipamentos possuiam uma alta eficiéncia e ja ndo utilizavam isétopos
radioativos. Este método era considerado manual e nas décadas seguintes sofreu
evolucdes tornando-se um processo automatizado na década de 90 (HEATHER et
al., 2016). Alguns exemplos destes sequenciadores sao: Applied Biosystems 3730xI

e Applied Biosystems SeqStudio.

Apesar da evolugéo, estas plataformas de sequenciamento tem um elevado
custo por base sequenciada e um baixo rendimento. Isso dificultava o uso desses
sequenciadores em larga escala. Para tentar sanar esses problemas, em meados
de 2005 foram lancados no mercado os sequenciadores de segunda geracao
(GUzVIC, 2013).

1.2 Sequenciadores de Segunda Geracao

Em 2005, a ROCHE disponibilizou para o mercado a primeira plataforma de
sequenciamento de segunda geracgao, tornando-se popularmente conhecida como
sequenciadores da proxima geracao (NGS - Next Generation Sequencing). Estes
sequenciadores reduziram drasticamente o custo por base sequenciada, quando
comparado com os de primeira geracdo. Além do custo, o tempo de
sequenciamento também foi reduzido e isso possibilitou o0 uso dessas plataformas
em larga escala, o que impulsionou os projetos de estudos genémicos (HEATHER
et al., 2016).

Devido a impossibilidade de sequenciamento da molécula de DNA de uma s6

Vez por este processo, € necessaria a quebra desta molécula em varios fragmentos,
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0 que pode ser feito por meio enzimético ou por sonicagcdo. Contudo, durante a
preparacao da biblioteca gendmica utilizada por estes sequenciadores, a amostra
do fragmento de DNA sofre um processo de clonagem e isso resulta em uma super-
representacdo deste fragmento fazendo com que o organismo a ser sequenciado
apresente seu tamanho multiplicado por diversas vezes (esta super-representacao
€ denominada de cobertura). Essa amplificacdo clonal faz com que o volume de
dados produzido por estes sequenciadores seja elevado, aumentando a
complexidade computacional necessaria para processar estes dados (REUTER et
al., 2015). Podemos citar como exemplo destes sequenciadores: Roche 454,

lllumina MiSeq Series, SOLID, lon Proton, etc.

1.3 Sequenciadores de Terceira Geragéo

Estes sequenciadores ao contrario dos de segunda geracédo nao fazem uso da
amplificacéo clonal, isto faz com que o volume de dados gerado seja menor.
Também possuem um baixo custo e sdo bastante rapidos para realizar o
sequenciamento. Porém, estas plataformas ainda ndo sao utilizadas em larga
escala por possuirem uma alta taxa de erros associados a base sequenciada,
guando comparadas com a dos sequenciadores de segunda geracao, fato que faz
com que o0s sequenciadores de segunda geracdo sejam ainda amplamente
utilizados em pesquisas genéticas (GUZVIC, 2013). Alguns exemplos destas

plataformas sdo: Pachio e Oxford Nanopore.

1.4 Justificativa

Devido a elevada taxa de erros das plataformas de terceira geracdo o escopo
deste trabalho abrange somente sequenciadores de segunda geracdo. Estas
plataformas sdo as mais utilizadas atualmente por possuirem um baixo custo e
menor tempo de sequenciamento além de uma baixa taxa de erros associado a
base sequenciada (HENSON et al., 2012).
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7

Antes de realizar o sequenciamento € necessario preparar a biblioteca
gendmica e umas das etapas de preparacao é a amplificacdo do fragmento de DNA
efetuada pela reacdo em cadeia da polimerase (PCR) (REUTER et al., 2015). A
PCR super-representa o fragmento da amostra de DNA, com isso 0 organismo
sequenciado apresenta seu tamanho multiplicado por véarias vezes. Esta super-
representacdo é importante para anélises que necessitam de grande quantidade de
uma sequéncia de DNA especifica como: curadoria de frameshifté, andlise de
polimorfismos de nucleotideo Gnico (SNP)’, dentre outras (REUTER et al., 2015).

No entanto, algumas analises sao afetadas por esta super-representacao das
leituras como, por exemplo, a montagem de novo (Figura 3), que consiste na
reconstrucao da sequencia original do genoma sem a utilizacdo de uma sequéncia
conhecida como referéncia. E realizada através da identificacdo da sopreposicéo
de duas ou mais leituras, seguida da construcdo de sequéncias consenso. Essas
sequéncias consenso sdo também chamadas de contigs® (HENSON et al., 2012).

Figura 3 - Figura ilustrando a montagem de novo

CGTGGTAA CGTATACAC TAG
Leituras GTAA CG CACCCTTAG
CGTATA

Contigs CGTGGTAA CGTATACACCCTTAG

Fonte: Elaborada pelo autor

Buscando reduzir o impacto da super-representacdo das leituras em andlises

como a montagem de novo, varios autores indicam um tratamento prévio do

6 Processo de corregéo de insergdes, delecbes e substituiges inseridas na etapa de montagem da
sequencia de DNA (AGUIAR, 2015).

7 E uma variacdo na sequencia de DNA que ocorre quando um Gnico nucleotideo (A, T, G, C) no
genoma difere entre individuos de uma espécie ou entre pares de cromossomos de um individuo.

8 Sequéncias continuas geradas com a sobreposi¢do de duas ou mais leituras.
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conjunto dos dados NGS para reduzir seu tamanho ou melhorar a qualidade dos
dados (EL-METWALLY et al., 2013). Umas das etapas de pré-processamento € a
remocao de leituras duplicadas (ZHOU e ROKAS, 2014). Essas leituras duplicadas
elevam o0s custos computacionais necessarios para processamento dos dados,
além de implicar no surgimento de falso-positivos com a sobreposi¢cao de contigs
(EBBERT et al., 2016).

Diante disso, surgiram inumeras ferramentas que utilizam diversas técnicas
computacionais para remocdo de leituras duplicadas produzidas por
sequenciadores NGS. Dentre estas ferramentas podemos citar: O GPU-
DupRemoval que utiliza processamento de unidades gréficas (GPU) para remover
a redundancia de leituras geradas pelas plataformas lllumina (MANCONI et al.,
2016). H4 também o MarDRe, que é uma ferramenta baseada no modelo de
programacao MapReduce para remocao de redundancia de leituras fragmentos e
pareadas em dados NGS (EXPOSITO et al., 2017). Outros exemplos de
ferramentas incluem ParDRe (GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2016), Fulcrum
(BURRIESCI et al., 2012), FastUniq (XU et al., 2012), CD-HIT (LI et al., 2006), Fastx-
Toolkit Collapser (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit).

Contudo, observa-se que essas ferramentas foram desenvolvidas para
atender uma plataforma especifica, sdo executadas em linhas de comandos
extensas e complexas e estdo disponiveis somente para sistemas operacionais
Linux, sendo que a maioria requer um alto poder computacional para
processamento dos dados sequenciados. Isso dificulta o uso destas ferramentas
por pesquisadores e grupos de pesquisa que dispdem de pouco recurso
computacional, o que impacta diretamente na producdo cientifica destes
pesquisadores (GOECKS et al., 2010).

Diante disso, este trabalho busca desenvolver uma ferramenta computacional
para remocao de leituras duplicadas, com suporte para conjunto de dados em

fragmentos ou pareados e independente de plataforma de sequenciamento.


http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit
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1.5 Objetivos

1.5.1 Obijetivo Geral

O objetivo geral desta pesquisa € desenvolver uma ferramenta computacional
para remocdo de leituras duplicadas, com suporte a dados em fragmentos ou

pareados e independente de plataforma de sequenciamento.

1.5.2 Objetivos Especificos

Os objetivos especificos visam:

e Realizar testes com estruturas de dados otimizados para definicdo da
melhor solucgao;

e Implementar algoritmo para remover redundancia no arquivo de entrada;

e Desenvolver modulo de interface grafica que permita: gerenciar projetos
dos usuérios, acompanhar o processamento e retomar o processo em caso
de falhas;

e Modelar a base de dados de projetos;

e Realizar a validacéo da ferramenta.

1.6 Organizacéo do trabalho

Os proximos capitulos estao organizados da seguinte forma:

No capitulo 2 sdo descritos os conceitos basicos dos (i) Sequenciadores de
Segunda Geracéo; (ii) Tipos de Leituras dos Sequenciadores NGS; (iii) Arquivo
FASTQ; (iv) Strings e redundancia de strings e (v) Remocéo de redundancia em
dados NGS.

No capitulo 3 sdo apresentados os trabalhos relacionados e considerados

como mais relevantes a esta pesquisa.
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No capitulo 4 é descrita a ferramenta proposta, apresentando: (i) a arquitetura
utilizada, (ii) funcionalidades, (iii) diagrama de casos de usos e (iv) diagrama

entidade relacionamento.
No capitulo 5 sé@o descritos os materiais e métodos utilizados na pesquisa.

No capitulo 6 sdo apresentados os resultados e a discussdo em relagcdo aos

resultados obtidos.

E por fim, no capitulo 7 sdo expostas as consideracdes finais desta pesquisa.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

Neste capitulo serdo abordados os sequenciadores de segunda geracao que
fazem parte do escopo deste trabalho, serdo descritas as principais plataformas de
sequenciamento NGS, os tipos de leituras produzidas por esses sequenciadores, 0
formato de arquivo padrao gerado por estes sequenciadores com as bases
sequenciadas, o que séo strings e redundancia de strings e como é feita a remocao
de redundancia em dados NGS, abordando em detalhes a estrutura probabilistica
Cuckoo Filter (Fan et al., 2014) que sera utilizada para remocao de redundancia das

leituras produzidas por estas plataformas.

2.1 Sequenciadores de Segunda Geracao

As tecnologias de sequenciamento de segunda geracdo revolucionaram as
pesquisas biolégicas em areas como a genbmica, genética, medicina e
biotecnologia a partir de seu surgimento em meados de 2005. Dentre as suas
principais caracteristicas pode-se citar: a reducdo do custo e tempo de
sequenciamento de genomas e a geracdo de um grande volume de dados, quando

comparadas com o método de Sanger (HENSON et al., 2012).

A reducéo do custo e tempo de sequenciamento permitiu a utilizacdo dessas
plataformas em larga escala, impulsionando os estudos gendmicos. Abaixo na
Figura 4 podemos observar o crescimento desses estudos proporcionado pela
utilizacdo destas plataformas, tornando estas metodologias uma importante
ferramenta para estudos em diversas areas com aplicacbes que vao desde a

deteccdo e tratamento de doencas até o aumento da producédo de alimentos.



Figura 4 — Avanco dos estudos gendmicos
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Fonte: Genome Online Database®

Essas plataformas se enquadram em duas categorias de abordagem de
sequenciamento: Sequenciamento por Ligacdo (SBL) e Sequenciamento por
Sintese (SBS). Nessas abordagens as reacdes de sequenciamento ocorrem por
ligacdo de DNA (SBL) ou por ciclos de adi¢céo de bases nitrogenadas (SBS), sendo
em seguida visualizados por processos de fluorescéncia, quimioluminescéncia
(pirosequenciamento), ou alteracdes na corrente elétrica no chip de silicio
(GOODWIN et al, 2016). A Figura 5 ilustra o workflow basico desses

sequenciadores NGS.

9 https://gold.jgi.doe.gov/statistics
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Figura 5 — Workflow béasico dos sequenciadores NGS

DNA SEQUENCIADOR NGS DADOS
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PR E d.a . Sequenciamento Andlise de dados
biblioteca genémica

Fonte: Adaptado e traduzido de ILVO1°

2.1.1 Roche 454

A ROCHE 454 foi a primeira plataforma de sequenciamento NGS
disponibilizada para o mercado em meados de 2005, e se baseava na tecnologia
de pirosequenciamento. A primeira versdo denominada 454 GS20 produzia leituras
relativamente curtas (~150pb) quando comparadas com as produzidas nas
plataformas de primeira geragdo (HENSON et al.,, 2012). A tecnologia de
sequenciamento passou por evolucao e o comprimento médio de leitura aumentou
para ~700pb, porém essa evolucdo ndo foi acompanhada por uma melhoria na
qualidade das leituras. (GILLES et al., 2011).

As principais vantagens dessas plataformas sdo: o tamanho de leituras
produzidas (~700pb a ~1000pb), o alto rendimento — throughput e a disponibilidade
de trabalhar com bibliotecas de fragmentos e pareadas. As principais desvantagens
sao a elevada taxa de erros em regides homopoliméricas (qQue s&o sequéncias com

repeticdes de bases nitrogenadas de Unico nucleotideo, ex: AAAAAA, TTTTTT) e o

10 https://www.ilvo.vlaanderen.be
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alto custo de reagentes utilizados no sequenciamento (GUZVIC, 2013). A Figura 6

abaixo ilustra um modelo dessa plataforma.

Figura 6 — Sequenciador Roche 454 GS Junior

Fonte: Rochell

2.1.2 lllumina Genome Analyzer

Lancada em 2007 esta plataforma revolucionou o sequenciamento de
genomas, sendo capaz de produzir um maior volume de dados quando comparado
com a 454 da ROCHE (GUZzVIC, 2013). Utiliza o método de sequenciamento por
sintese (SBS) proposto por Sanger (SANGER et al., 1977). Ao longo do surgimento
de novas versdes, o comprimento de leituras e o throughput (rendimento) sofreram
mudancas, passando de 35pb e 1Gb para 100pb e 600Gb na versao HiSeq 2000
(HENSON et al., 2012).

Estas plataformas tém alta precisdo (taxa de erros <1%) e custos
relativamente baixos, por isso sdo amplamente utilizadas em aplicacbes de
montagem de novo de genomas e outros estudos (HENSON et al., 2012). Esses
sequenciadores possuem como 0 erro mais comum a substituicdo de bases (DOHM

et al., 2008). A Figura 7 exibe um modelo desse sequenciador.

11 https://www.roche.com/media/releases/med-cor-2012-01-17t.htm
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Figura 7 — Sequenciador lllumina MiSeq Series

Fonte: llluminal2

2.1.3 SOLID

A plataforma SOLID se baseia no método de sequenciamento por ligacéao
(SBL). Trabalha com leituras extremamente curtas, com tamanho que varia de
~30pb a ~50pb, 0 que acaba gerando um grande volume de dados. (HENSON et
al., 2012).

As principais vantagens desses sequenciadores sdo a alta cobertura e
acuracia das leituras. As leituras produzidas por esses sequenciadores sao
problematicas para montagem de novo devido ao tamanho curto e também o grande
volume de dados gerado, o que exige maior capacidade e poder computacional para
realizar esse tipo de analise (GUZVIC, 2013). A Figura 8 demonstra um modelo

dessa plataforma.

Figura 8 — Sequenciador SOLID 5500xI

Fonte: ThermoFisher 13

12 hitps://www.illumina.com/systems/sequencing-platforms/mised.html
13 https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4460730#/4460730
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2.2 Tipos de Leituras dos Sequenciadores NGS

No processo de sequenciamento, as plataformas NGS utilizam bibliotecas
gendmicas que sao compostas por fragmentos de DNA de um Unico organismo.
Existem diversos protocolos para preparacdo da biblioteca genémica, porém todos
tém em comum o fato de que fragmentos da molécula de DNA sao ligados com
adaptadores especificos de cada sequenciador. Em seguida, geralmente é
executada a etapa de selecéo de tamanho e eliminacdo de adaptadores livres. Por
fim, é realizada a PCR para selecionar fragmentos que contém adaptadores nas
duas extremidades e gerar quantidades suficientes (amplificacdo de fragmentos)
para o sequenciamento (DIJK et al., 2014).

Nos sequenciadores NGS as leituras sdo produzidas de acordo com o tipo de
biblioteca gendmica e estas séo classificadas como: fragmentos (single-end) e

pareadas (paired-end e mate-pair):
2.2.1 Fragmentos (Single-End)

Nesse tipo de biblioteca os sequenciadores executam a leitura em uma Unica
extremidade do fragmento. Como saida deste tipo de execucao, tem-se um Unico

arquivo com as bases sequenciadas (METZKER, 2010). A Figura 9 ilustra esse tipo

de leitura.

Figura 9 - llustracéo de leituras Single-End

Leituras Single-End

Fonte: Adaptado e traduzido de lllumina4

14 https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/plan-
experiments/paired-end-vs-single-read.html
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2.2.2 Pareadas (Paired-End)

O sequenciamento deste tipo de biblioteca € executado nas duas
extremidades do fragmento do DNA, para isso é preciso ligar adaptadores dos dois
lados da sequéncia para sequenci-los. Como resultado, sédo gerados dois arquivos
pareados que contém o sequenciamento do fragmento (inserto) de DNA
(METZKER, 2010). Abaixo a Figura 10 ilustra o tipo de leitura paired-end.

Figura 10 - llustragdo de leituras Paired-End

Leituras Paired-End
Inserto-curto

Fonte: Adaptado e traduzido de lllumina®®

2.2.3 Pareadas (Mate-Pair)

O sequenciamento da biblioteca mate-pair (Figura 11) é similar ao paired-end
(Figura 10) e se diferencia apenas por possuir um espacamento maior entre as
leituras, ou seja, apresenta uma distancia maior entre as leituras. E utilizado quando
se deseja obter bibliotecas com fragmentos (insertos) mais longos. A saida desse
tipo de leitura sé&o dois arquivos pareados (METZKER, 2010).

15 https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/plan-
experiments/paired-end-vs-single-read.html
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Figura 11 — llustracéo de leituras Mate-Pair

Leituras Mate-Pair
Inserto-longo

Read 2

Fonte: Adaptado e traduzido de lllumina'®

2.3 Arquivo FASTQ

Atualmente, os arquivos gerados por esses sequenciadores ap0s 0 processo
de sequenciamento possuem um formato padrdo FASTQ. Nesses arquivos, cada
leitura € composta por quatro linhas que além das bases sequenciadas possuem
um valor de qualidade atrelado a cada base sequenciada.

O valor de qualidade é representado através da escala Phred!’, contudo com
intuito de reduzir o tamanho do arquivo (tendo em vista que o padrdo anterior
produzia dois arquivos: um arquivo contendo as sequéncias no padrdao FASTA e
outro contendo apenas a qualidade em valores decimais com a extensao QUAL),
os valores de qualidade s&o codificados no mesmo arquivo utilizando a tabela
ASCIIl. Com isso, utiliza-se apenas um caractere para representar a qualidade
atrelada a cada base sequenciada e ndo dois caracteres como no formato anterior,
que utilizava valores decimais. A Figura 12 abaixo mostra um exemplo de leitura no
formato padréo FASTQ.

16 https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/plan-
experiments/paired-end-vs-single-read.html

17 E uma medida para identificar a qualidade das sequencias (A, T, G, C) identificadas pelos
sequenciadores de DNA (Ewing et al., 1998).



https://www.illumina.com/science/technology/next-generation-sequencing/plan-experiments/paired-end-vs-single-read.html
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Figura 12 — Exemplo de uma leitura no formato FASTQ

@MO00707:80 # Cabecalho '@"
GGATTGTAGAACTTTGGAATCAAAATCGGA # Sequencia de DNA
+ # Separador '+, indica o inicio da qualidade

CCC%#%GGGG%S#@GGGEG%E@! GGGGGGC # Score de Qualidade - Phred-Scaled

Fonte: Elaborada pelo autor

2.4 Strings e redundéancia de strings

Em ciéncia da computacdo, uma sequéncia de caracteres é chamada de
string. Por exemplo, “esta frase € uma string”. Uma linguagem é um conjunto finito
ou infinito de strings. Em bioinforméatica uma sequéncia de DNA é identificada como
uma “string”. Este € um exemplo de uma terminologia compartilhada por estas duas
areas (TISDALL, 2009).

Nos laboratérios de biologia molecular uma das tarefas mais comum é a
concatenacdo de fragmentos de DNA por similaridade (TISDALL, 2009). Assim, a
maioria dos algoritmos desenvolvidos para analises 6micas sdo capazes de lidar
com esta operacdo. Concatenar duas strings significa unir o conteddo das mesmas
(TISDALL, 2009). Por exemplo, considerando os fragmentos de DNA
‘AGACGTCCG’ e ‘CCGGTTTGCA’ a concatenagdo dessas duas strings gera
‘AGACGTCCGGTTTGCA'.

Além da concatenacao precisamos entender quando ocorre a redundancia de
strings. Redundancia € quando uma mesma informacdo é armazenada
repetidamente de forma desnecessaria dentro de um conjunto de dados (HEUSER,
2009). Redundéancia de strings em dados NGS ocorre quando a mesma sequéncia
de DNA (string) & repetida uma ou mais vezes dentro do conjunto de dados
(TISDALL, 2009). Por exemplo:

Segt:: GCTTTGGGGGCCAAAATTTT

Seg? GCTTTGGGGGCCAAAATTTT



32

Essa redundancia de leituras aumenta o volume de dados gerado pelos
sequenciadores NGS, o que eleva o custo computacional para processamento
destes dados, principalmente quando se trata de consumo de memaria necessario
para 0 manuseio em analises futuras como, por exemplo, na montagem do genoma
destes organismos (EBBERT et al., 2016).

Existem diversos algoritmos que auxiliam na busca e remoc¢ao de redundancia
de strings em grandes volumes de dados. Um algoritmo bastante utilizado € a
funcdo hash. Funcdo hash é um algoritmo que mapeia dados de comprimento
variavel para dados de comprimento fixo (KONHEIM, 2010). Uma aplicacdo deste
algoritmo é a tabela hash, uma estrutura de dados especial, que associa chaves de
pesquisa (hash) a valores (GOODRICH & TAMASSIA, 2013). A grande vantagem
da utilizacdo dessa estrutura esta no desempenho, pois € possivel efetuar consultas
rapidas em grande volume de dados aplicando a fun¢cdo hash no momento de
armazenar e no momento de buscar a chave. Um exemplo de aplicacdo destas

funcbes em bioinformética é na busca de trechos similares em sequéncias de DNA.

2.5 Remocéao de redundancia em dados NGS

Como mencionado no item 1.4, durante a fase de amplificacdo do DNA ocorre
a super-representacdo dos dados, esta fase resulta na redundancia de leituras no

conjunto de dados gerado pelos sequenciadores NGS.

Para realizar a remocé&o dessas leituras duplicadas foi utilizada neste trabalho
a estrutura de dados probabilistica Cuckoo Filter (FAN et al., 2014) usada para
consultas de associacdo de conjunto aproximados de forma rapida e eficaz.
Desenvolvido por Fan et al. (2014), o Cuckoo Filter surgiu como um
aperfeicoamento ao Bloom Filter (BLOOM, 1970), introduzindo o suporte a adi¢ao
e exclusdo dindmica de itens, melhora no desempenho de pesquisas e melhor

eficiéncia de espaco para aplica¢cdes com baixa taxa de falsos-positivos.

O Cuckoo Filter utiliza o cuckoo hashing (PAGH & RODLER, 2004) para
resolver colisbes e consiste basicamente em uma tabela compacta de cuckoo hash

gue armazena as fingerprints dos itens inseridos. Cada fingerprint € uma cadeia de
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bits derivada do hash do item a ser inserido. Uma tabela de cuckoo hash consiste
em uma matriz bi-dimensional onde as linhas correspondem as unidades
associativas chamadas de buckets (depdésitos) e suas células sdo chamadas de
slots (entradas). Um bucket pode conter véarios slots e cada slot é utilizado para
armazenar uma unica fingerprint de tamanho pré-definido (FAN et al., 2014). Por
exemplo, um Cuckoo Filter (2,4) possui slots que armazenam fingerprints de 2 bits

e cada bucket da tabela pode armazenar até 4 fingerprints.

No processo de remocédo de redundancia (Figura 13) é gerada, para cada
leitura, uma fingerprint e verificado se a mesma esta contida na engine (Cuckoo
Filter) da ferramenta. Caso a resposta seja falso, a fingerprint € inserida no filtro e a
leitura € armazenada em um arquivo de texto, caso contrario a leitura € descartada.
Vale destacar que estas estruturas probabilisticas (Cuckoo Filter e Bloom Filter) ndo
fornecem falsos negativos o que permite maior eficiéncia na remogao das leituras
duplicadas do arquivo bruto. A seguir é descrito como séo realizadas as operacdes

de inserc¢éo e consultas que sao utilizadas no processo de remocéo de redundancia.

Figura 13 - Arquitetura da abordagem da ferramenta

Update engine

insert

Y
Cuckoo filter

query response
Y
. . . Check Grava leitura no
Fingerprint (leitura) > . > - .
engine arquivo de saida

Avanca para
préoxima leitura

Fonte: Adaptado de Al-hisnawi & Ahmadi. 2017.
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Para inserir um novo item na tabela o Cuckoo Filter utiliza a técnica partial-key
cuckoo hashing (PAGH & RODLER, 2004). Esta técnica armazena apenas a
fingerprint de cada leitura inserida, o que permite economizar espaco. Neste
processo sao utilizadas duas fun¢des hash para calcular o indice de dois buckets
candidatos. Caso algum slot desses buckets esteja vazio, a fingerprint da leitura é
armazenada e a operacao é finalizada, caso contrario o cuckoo hashing (PAGH &
RODLER, 2004) remove uma fingerprint de um dos buckets candidatos e armazena
a nova fingerprint nesse novo slot. Para a fingerprint removida é necessério
encontrar um novo bucket, para isso o indice é calculado passando como entrada
o bucket atual e sua fingerprint. Caso encontre um slot vazio, o item € armazenado
e 0 processo é finalizado, caso contrario o processo de remover e encontrar um
novo bucket para a fingerprint removida € novamente executado. Esta técnica além
de economizar espacgo permite a insercdo e exclusdo de itens de forma dinamica.
O Algoritmo 1 mostra como o Cuckoo Filter adiciona dinamicamente novos

elementos usando o partial-key cuckoo hashing.

Algoritmo 1: Inserir(x)

Begin

f = fingerprint(x);

h1 = hash(x);

h2 = h1 @ hash(f);

if bucket[h1] ou bucket[hz] possui uma entrada vazia then
adiciona f para bucket[h1] ou bucket[h;],
return Concluido;

end IF

/I Deve realocar itens existentes se ndo houver entradas vazias

© N R Wb 2

—
e ©

: h = escolher aleatoriamente hs or hy;

—
—

: for n = 0; n < MaxNumKicks; n++ do

—
N

seleciona aleatoriamente uma entrada e do bucket[h];

—
w

trocar f e a fingerprint armazenada na entrada e;
h =h @ hash(f);

if bucket[h] possui uma entrada vazia then

16: adiciona f em bucket[h];

17: return Concluido;

—
a =
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18: endIF

19: end for

20: /] Tabela de cuckoo hash é considerada cheia
21: return Falha;

22: End

Para consultar se a fingerprint de uma leitura ja foi inserida na tabela de cuckoo
hash, primeiro calcula-se a fingerprint desta leitura e seus dois buckets candidatos.
ApOs esta etapa, os dois buckets sédo lidos e caso encontre na tabela uma fingerprint
igual ao da leitura pesquisada o Cuckoo Filter retornara True, caso contrario
retornara False. Esta forma de pesquisa proporciona uma melhor performance pois
a busca é realizada apenas em dois buckets da tabela de cuckoo hash. O Algoritmo

2 mostra o processo de busca do Cuckoo Filter.

Algoritmo 2: Pesquisar(x)

Begin

f = fingerprint(x);

h1= hash(x);

h2 = hy @ hash(f);

if bucket[h] or bucket[hy] tem f then
return True;

end if

return False;

End

© @ N~ ebh-2

Abaixo a Figura 14 mostra a inser¢do de um item x no Cuckoo Filter onde &
armazenado apenas a fingerprint do item x inserido. A funcdo hash() é usada para
calcular o indice do bucket candidato e f() € usada para gerar a fingerprint. O bucket
alternativo é calculado com base no indice do bucket atual e no valor da fingerprint

armazenada.



Figura 14 — Representagéo de uma inserg&o usando Cuckoo Filter
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Entradas

hy(x) = hash(x)

@ =N o N B W N e

h,(x) = hy(x) B hash(f(x);

sojusodag

Fonte: Adaptado e traduzido de Grashofer et al. 2018.
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3 TRABALHOS RELACIONADOS

Neste capitulo serdo apresentados os trabalhos relacionados a ferramenta
proposta, os quais foram previamente selecionados por meio de uma revisao
sistematica da literatura. Procuramos destacar as principais caracteristicas,
funcionalidades e principalmente como essas ferramentas realizam a remocéo de

leituras duplicadas em dados gerados por sequenciadores de segunda geracao.

3.1 CD-HIT

Lancado em 2006 (LI & GODZIK, 2006), o programa CD-HIT € um pacote de
software gratuito escrito em C++ e executado através de linha de comando para
agrupar e comparar sequéncias de DNA. E utilizado na bioinformatica para reduzir
os esforcos computacionais em muitas tarefas de analises posteriores do organismo
sequenciado como, por exemplo, a montagem de novo. O CD-HIT utiliza estratégia
livre de alinhamento'® para identificar e remover duplicados em leituras curtas

produzidas por sequenciadores NGS.

O CD-HIT é uma abordagem de algoritmos de agrupamento incremental.
Primeiro o algoritmo classifica as leituras em ordem decrescente de comprimento e
as processa do maior para o menor. A primeira leitura € automaticamente
classificada como a sequéncia representante do primeiro cluster. Em seguida, cada
leitura restante € comparada com as sequéncias representantes encontradas antes
dela e é classificada como redundante ou representante com base em sua

semelhanca com as sequéncias encontradas.

A ferramenta CD-HIT-DUP identifica e remove redundancia de leituras
fragmentos e pareadas geradas com a plataforma Illumina. Enquanto que o script
CD-HIT-454 ¢ utilizado para identificar e remover duplicacdes de leituras geradas

pela plataforma 454.

18 Nao necessita mapear as leituras com uma sequéncia de referéncia para identificar e remover as
leituras duplicadas.
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3.2 FastUniq

A ferramenta FastUniq foi projetada para remocéao de leituras duplicadas de
final pareado (XU et al., 2012). O FastUniq utiliza a estratégia de novo e ndo requer,
como pré-requisito, sequéncias gendmicas de referéncia para identificar leituras
duplicadas. A remocao é realizada em um processo de trés etapas: inicialmente,
todas as leituras pareadas sédo carregadas na memoria; entdo, os pares lidos sao
classificados e, finalmente, as sequéncias duplicatas séo identificadas comparando

os pares de leitura adjacentes na lista classificada.

Na etapa de importagdo de leituras € criada uma arquitetura com trés
camadas. O objeto da camada mais baixa fastq’ armazena os dados de cada
leitura. O objeto da camada intermediaria fastq_pair’ armazena os dados de cada
par de leitura e € composto por dois objetos fastq’. E 0 objeto da camada mais alta
€ composto por um grande numero de objetos fastq_pair’. Depois da importacéo, a

lista de fastq_pair’ € indexada para acesso rapido a qualquer objeto da lista.

Na etapa de classificacdo, o FastUniq utiliza o algoritmo merge sort para
classificar todos os objetos fastq_pair’ da lista. Primeiro ele compara as sequéncias
da primeira leitura e so realiza a comparacéo das sequéncias da segunda leitura se
as da primeira forem iguais. Na Ultima etapa, a remocao é realizada através da
identificacdo de duplicados na lista classificada de fastq_pair’, comparando os

pares de leitura adjacentes da lista.

O FastUniq foi escrito utilizando a linguagem C e pode ser executado através
de linha de comando na maioria dos sistemas operacionais compativeis com
UNIX/Linux.

3.3 Clumpify

Clumpify (BUSHNELL, 2016) € uma ferramenta escrita em Java que néo utiliza
alinhamento ou mapeamento para remocao de redundancia de leituras fragmentos
ou pareadas. O Clumpify primeiro reordena o conjunto de dados para que leituras

semelhantes figuem préximas. Apoés a reordenacéo, sao criados grupos de leituras
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gue se sobrepdem resultando em uma lista de grupos de leituras classificadas. Ao
final, o processo de remocéo é feito compactando os grupos de leituras gerando um

anico arquivo sem leituras duplicadas.

O Clumpify foi projetado para dados de sequenciadores lllumina, lon Torrent
ou Pachio. O Clumpify ndo funciona bem com leituras que tenham cobertura muito

baixa (Ex. 1x) ou com dados que possuem elevada taxa de erro.

3.4 ParDRe

O ParDRe (GONZALEZ-DOMINGUEZ et al., 2016) é uma ferramenta que
utiliza técnicas de processamento paralelo para remover leituras duplicadas
produzidas por sequenciadores NGS, com suporte para conjunto de dados
fragmentos ou pareados. Baseado na estratégia de novo, so precisa dos dados de

entrada do NGS para remover as leituras duplicadas.

O ParDRe utiliza uma abordagem bit a bit para comparar as sequéncias de
DNA e emprega multithreading e Message Passing Interface (MPI) para explorar o
poder computacional dos sistemas multicore atuais. O procedimento comeca
agrupando todas as leituras com o mesmo prefixo que sdo armazenadas em
clusters. Cada processo MPI fica responsavel por varios clusters. Apds o término
do agrupamento, o ParDRe compara os sufixos das leituras que estdo no mesmo
cluster e remove as leituras que possuem sufixos iguais. Depois que todos o0s
clusters forem analisados, esta analise é feita em modo paralelo, as leituras
restantes de cada cluster sdo gravadas em arquivos temporarios. Ao final do
processo o ParDRe concatena todas as leituras em um Unico arquivo e exclui os

arquivos temporarios.

3.5 MarDRe

Desenvolvida utilizando a linguagem de programacdo Java, o MarDRe
(EXPOSITO et al., 2017) é uma ferramenta baseada no MapReduce para remover

redundancia de leituras fragmentos ou pareadas.
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Assim como na ferramenta ParDRe, as leituras com o mesmo prefixo sao
agrupadas em clusters para em seguida seus sufixos serem comparados. Os
clusters sao gerados em paralelo durante a fase de mapeamento e as leituras do
mesmo cluster comparadas durante a fase de reducéo. As leituras nao duplicadas
sdo gravadas em arquivos temporarios utilizando o sistema de armazenamento do
Hadoop Distributed File System (HDFS). Apés o término da tarefa do MapReduce,
€ executada uma operacdo no nivel do HDFS para mesclar todos os arquivos

temporarios em um unico arquivo com as leituras.

As etapas para remocao de leituras duplicadas do MarDRe e ParDRe séo
iguais, porém, devido as técnicas computacionais distintas aplicadas a cada uma
das ferramentas, o MarDRe possui melhor desempenho em sistemas distribuidos,
enquanto que o ParDRe tem desempenho melhor em sistemas multicore
(EXPOSITO et al., 2017).
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4 PROPOSTA DA FERRAMENTA

A ferramenta proposta foi projetada e otimizada para remover leituras
duplicadas de grandes conjuntos de dados oriundos de sequenciadores NGS.
Possui independéncia de plataforma, ou seja, processa leituras de qualquer
plataforma NGS, e aceita como entrada arquivos de sequéncia no formato FASTQ

(padréo das plataformas NGS) de leituras fragmentos ou pareadas.

Desenvolvida em JAVA, a ferramenta pode ser executada em sistemas
operacionais UNIX/Linux e Windows e a mesma possui duas versdées: uma que
pode ser executada em linha de comando e outra com interface gréafica. Sendo que,
a versdo com interface gréafica dispbe de um banco de dados (SQLite) para
armazenar informacdes dos projetos dos usuarios. Este armazenamento permite
gue ao executar o programa, 0 usuario possa escolher entre criar um novo projeto
ou carregar um projeto criado anteriormente. Isto torna o uso da ferramenta bem
simples e intuitivo, além de n&o necessitar a instalacdo de nenhuma dependéncia

para sua execucao.

O pipeline da ferramenta é mostrado na Figura 15 e nele sao descritos todos
0S passos hecessarios no processo de remocao. A seguir é detalhada a arquitetura
da ferramenta, suas funcionalidades, diagrama de casos de uso e diagrama de

entidade relacionamento utilizados na sua construgao.



Figura 15 - Representacéo do pipeline da ferramenta verséo com interface grafica
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Inicio

Instanciar

Cria Adiciona Remove Gera Arquivo
novo— Projeto > Leitura(s) - Redundancia Fastq
Carrega
carregar > Projeto

Fonte: Elaborada pelo Autor
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4.1 Arquitetura da ferramenta

A ferramenta proposta utiliza uma arquitetura em trés camadas, essas
camadas sdo compostas por moédulos que implementam as funcionalidades do

sistema. A seguir detalharemos cada camada que comp®e a ferramenta.

4.1.1 Camada de Apresentacao

Na camada de apresenta¢do ou interface do usudrio estao todas as interacdes
do usuario com a ferramenta. Esta camada também permite ao usuario acompanhar
visualmente o status do processamento de seu projeto pela tela Log ou por uma
barra circular que exibe o progresso de processamento.

4.1.2 Camada de Negécio

Também chamada de camada de légica de negdcio, é a camada onde estédo
todos os médulos responséaveis por processar e gerar os resultados dos dados do
usuario. Nesta camada encontra-se o modulo para remocdo de redundéancia
responsavel por identificar e remover as leituras duplicadas do conjunto de dados
bruto. Também nesta camada estd o modulo responsavel pela geracdo do arquivo

com as leituras Unicas do dataset.

4.1.3 Camada de Persisténcia

A camada de persisténcia é composta por um banco de dados (SQLite)
responsavel por armazenar os projetos criados pelos usuarios e as informacdes que
sdo geradas de forma automética pelo sistema. Esta camada permite que, ao
inicializar a ferramenta, o usuario possa criar um novo projeto ou carregar um
projeto criado anteriormente, permite também o acompanhamento do status de
processamento de cada projeto e, caso ocorra algum tipo de erro ou se 0 usuario

optar por interromper o processamento, ele podera ser retomado posteriormente.
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4.2 Funcionalidades da ferramenta

Nesta secdo serdo apresentadas as funcionalidades da ferramenta

descrevendo seus requisitos funcionais e nao funcionais.

4.2.1 Requisitos Funcionais

Gerenciar Projetos:

A ferramenta proposta conta com um banco de dados embutido (SQLite) para
gerenciar os projetos dos usuarios. Assim, ao inicializar, o usuario tem a opcao de
cadastrar um novo projeto ou carregar um projeto cadastrado anteriormente. O
banco de dados também possibilita o controle do status de processamento do
projeto em execucao, portanto, se ocorrer algum tipo de erro ou se o0 usuario optar

por interromper o0 processamento ele podera ser retomado posteriormente.
Remover Redundancia de Leituras:

A remocéo de leituras duplicadas busca reduzir os requisitos de memoria e o
tempo computacional de analises como a montagem de novo em conjunto de dados
NGS. Para tanto, nesta proposta se utiliza uma estrutura probabilistica (Cuckoo
Filter) eficiente em identificacéo e remocao de strings duplicadas em grande volume

de dados.
Gerar Arquivo sem Redundancia:

Para atender a este requisito ao término do processamento dos dados €&
gerado um arquivo (fragmentos) ou dois arquivos (pareados) no formato FASTQ

com as leituras Unicas do dataset.

4.2.2 Requisitos Nao Funcionais

Usabilidade:

As ferramentas disponiveis sdo executadas em linha de comando e exigem
conhecimento avangado em computagao para sua instalacdo e em alguns casos na

instalacdo de suas dependéncias. Isto acaba impactando na producdo de
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pesquisadores, grupos de pesquisa e laboratérios que ndo contam com
bioinformata residente para operar estes programas. A ferramenta proposta possui
uma versado com interface grafica onde toda a interacdo no processo de remocao
de redundancia é realizada através de interface grafica e esta devera se comportar
da mesma maneira, independente do sistema operacional em que esteja sendo

executada.
Desempenho:

As plataformas NGS geram um grande volume de dados e isso aumenta o
custo computacional para processar analises futuras destes dados. Por isso, a
ferramenta proposta implementa otimizacBes e técnicas computacionais que

buscam reduzir o consumo computacional destas analises.
Compatibilidade:

Buscando atender tanto usuarios de sistemas operacionais UNIX/Linux quanto
de Windows, a ferramenta devera ser compativel com esses sistemas operacionais
e 0 comportamento deve ser 0 mesmo, tanto no que se refere as funcionalidades

quanto a sua execucao.

4.3 Casos de uso da ferramenta

A seguir serdo apresentados os diagramas de caso de uso da ferramenta. Este
diagrama mostra as funcionalidades do sistema e como s&o utilizadas pelos

usuarios.

Nas Figuras 16 e 17 sdo demonstradas as a¢des do usuario para remocao de
leituras duplicadas utilizando as versdes com e sem interface grafica da ferramenta.
Na versdo com interface (Figura 16) o usuario deve primeiramente cadastrar um
projeto, em seguida adicionar a(s) leitura(s) fragmentos ou pareadas no formato
FASTQ e por fim aplicar a remocao de leituras duplicadas existentes no dataset. Na
versao sem interface (Figura 17) o usuario executa a ferramenta passando a(s)

leitura(s) para aplicar a remoc¢ao de redundancia. Em ambas as versées ao final do
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processamento é gerado um ou dois arquivos no formato FASTQ com as leituras

Unicas do dataset.

Figura 16 — Caso de uso para remogao de leituras duplicadas utilizando a verséo grafica da

ferramenta

/

i
—

Usuario

Cadastra projeto
Adiciona leitura(s)

\_@_emogéo de redu"D
@uivo .fastq sem reduD

Figura 17 — Caso de uso para remocéo de leituras duplicadas utilizando a versdo sem interface

Fonte: Elaborada pelo autor

gréafica da ferramenta

/

Usuario

Executa a ferramenta
passando a(s) leitura(s)

Gera arquivo .fastq sem
redundanica

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.4 Diagrama Entidade Relacionamento da ferramenta

Neste topico sera apresentado o diagrama entidade relacionamento (DER) da
ferramenta. Este diagrama apresenta as tabelas e seus relacionamentos do banco

de dados utilizado pelo sistema. Abaixo a Figura 18 exibe o DER da ferramenta.

Figura 18 — Diagrama Entidade Relacionamento da ferramenta

g g ngsreadstreatment organism u @ ngsreadsleaimen: project
gidorganism : int(11) P
gidproject : int(11) ﬂ @ ngsreadstreatment status

@ipath_files : varchar(200) @description : varchar(100)

/7 gid 1 ink(11)

gsingle : varchar{200)
gnome : varchar(60)

mcreated_at : timestamp

@paired] : varchar(200) Eupdated_at : varchar(80) .
gpaired2 : varchar(200) astatus : int(11) >

#idproject : int{11)

Fonte: Elaborada pelo autor

As fungbes de cada tabela do diagrama de entidade relacionamento sao

apresentadas a seguir.

Tabela project: Esta tabela € responsavel por armazenar os projetos dos

usuarios e o status do projeto.

Tabela status: Tabela que representa os diversos status que um projeto pode

assumir.

Tabela organism: Tabela que armazena os dados do organismo relacionado

a um projeto.
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5 MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo serdo apresentadas as fontes de dados que foram utilizadas
para a validacdo da ferramenta, bem como a metodologia utilizada para seu
desenvolvimento. Também seréo descritos as ferramentas e plataformas utilizadas

na construcdo da aplicacéo.

5.1 Fonte de dados

Para validacdo da ferramenta, foram utilizados conjuntos de dados reais e
simulados. A fonte de dados de organismos reais foi o banco de dados do NCBI

(National Center for Biotechnology Information - https://www.ncbi.nlm.nih.gov), onde

estdo armazenados organismos modelos para diversos experimentos bioldgicos e

disponiveis para download de toda a comunidade cientifica.

Nesta etapa foram utilizados dezesseis organismos que estdo listados na
Tabela 1 com seus respectivos numeros de Sequence Read Archive (SRA),

tamanho do dataset, tipo de leitura e plataforma de sequenciamento.

Tabela 1 — Lista de organismos reais juntamente com numero SRA usado para
validar a ferramenta

Organismo Numero do Tamanho Total de Tipo de Plataforma
9 SRA do Dataset | Leituras Leitura NGS
. . lllumina
Escherichia coli RR1 | SRR2014554 8192MB 24248885 | Pareada .
HiSeq 2000
lllumina
Escherichia coli 042 ERR0O07646 2406MB 14110696 | Pareada Genome
Analyzer
Escherichia coll SRR2000272 | 1350MB 2990758 | Pareada lllumina
P12b MiSeq
. . lllumina
Escherichia coli KLY | SRR1424625 1682MB 6886668 Pareada .
HiSeq 2000
Escherichia coli lllumina
025b-H4-ST131 SRR933487 1070MB 3214312 Pareada Genome
Analyzer lIx
Kineococcus llumina
rhizosphaerae DSM SRR6479489 2048MB 5641334 Pareada )
19711 HiSeq 2500



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/

Kineococcus llumina
xinjiangensis DSM SRR6479482 2168MB 5971022 Pareada ;

HiSeq 2500
22857
Mycobacterium lllumina
tuberculosis F11 SRR974839 1936MB 7279254 Pareada HiSeq 2000
Mycobacterium llumina
tuberculosis XDR SRR1144800 1884MB 7033428 Pareada HiSeq 2000
KZN 4207 q
Arcobacter SRR7587111 | 588MB 670813 | Fragmentos | 224
Halophilus Titanium
Eglgggp“e"“'a SRR7819959 | 1984MB 3207713 | Fragmentos | lon Torrent
Escherichia coli ERR2375157 | 1201MB 2106268 | Fragmentos | lon Torrent
0157:H7 in Romania 9
Rathayibacter Tritici SRR6799098 157MB 160403 Fragmentos | 454 Junior
Salmonella entérica SRR7905974 2990MB 163468 Fragmentos | PacBio

Oxford
Staphylococcus SRR7739756 1336MB 86389 Fragmentos nanopore
aureus :

Minlon
Pseudomonas ERR2162181 | 246MB 1146696 | Fragmentos | SoliD 5500
Aeruginosa
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Os dados simulados foram utilizados com o objetivo de efetuar a validacao
da ferramenta de maneira controlada, ou seja, na geracdo dos dados simulados
foram controladas as taxas de duplicacdo de PCR e com isso foi possivel quantificar

a taxa de remocdao de leituras duplicadas da ferramenta proposta.

A ferramenta ART versédo 2.5.89 (HUANG et al., 2012) foi usada para gerar
os conjuntos de dados simulados. Esta ferramenta gera leituras simuladas de
diversas plataformas NGS, por exemplo: 454, lllumina e etc., baseadas em um
arquivo de referéncia no formato FASTA. O ART suporta a simulacdo de leituras
fragmentos ou pareadas simulando erros e qualidade reais de leitura do
sequenciamento. Os dados simulados sdo essenciais para testar ou avaliar o
desempenho das ferramentas desenvolvidas para analise de dados de

sequenciamento NGS.

Para esta etapa da validacao da ferramenta, foram simuladas leituras do

sequenciamento nas plataformas lllumina HiSeq 2500 e Roche 454 GS FLX
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Titanium. Primeiro foram utilizados os organismos listados na Tabela 2 e

posteriormente os organismos com diferentes valores de cobertura listados na

Tabela 3. Nos testes com organismos simulados com variacdo de cobertura as

leituras foram contadas para determinar a quantidade de leituras, o nimero de

leituras Unicas e a quantidade de leituras redundantes nos dados brutos de cada

conjunto de dados. O objetivo desta etapa era verificar a eficiéncia de remocao das

ferramentas avaliadas.

Tabela 2 — Lista de dados simulados usados para validar a ferramenta

Organismo Tamanho Total de | Tipo de Plataforma
9 do Dataset | Leituras Leitura NGS
Mycobacterium tuberculosis variant lllumina HiSeq
bovis BCG str. Korea 1168P 910MB 2917800 | Pareada | 554,
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 | 914MB 2929900 | Pareada glg(%ma HiSeq
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 | 1132MB 3632800 | Pareada g'gg(‘)'”a HiSeq
Arcobacter halophilus strain CCUG lllumina HiSeq
53805 588MB 1875000 | Pareada 2500
Mycobacterium tuberculosis variant

bovis BCG str. Korea 1168P 104MB 251688 Pareada | 454 GLS FLX
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 | 104MB 252954 Pareada | 454 GLS FLX
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 130MB 313944 | Pareada | 454 GLS FLX
é;‘é%%acrer halophilus strain CCUG 70MB 161900 | Pareada | 454 GLS FLX

Tabela 3 — Lista de dados simulados com diferentes valores de cobertura usados

para validar a ferramenta

Organismo Cobertura dTamanho To_tal de Tip_o de Plataforma
o Dataset | Leituras Leitura NGS
'\B"é‘ng‘rdsg:"erg E%EP 300x 2722MB 8753400 | Pareada :l:i“SrEZ‘Z‘SOO
'\B"é‘ng‘rdsg:"erg E%EP 200x 1814MB 5835600 | Pareada m%@g‘;‘soo
e 4z07 | 300X 2742MB | 8789700 | Pareada ﬂfs"éig%oo
m%‘éfg’l‘j‘lgt;g“}("%hl 4207 200x 1828MB 5859800 | Pareada H:J'S“QZ‘?;SOO
mﬁi?fﬁﬁflg uKr;N 4207 100x 914MB 2929900 | Pareada m:gn;z]g5oo
Eschenotia coll O103:H2 - 500 3400MB | 10898400 | Pareada ﬂi”s"éié'%oo
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Escherichia coli 0103:H2 llumina
Str. 12009 200x 2266MB 7265600 Pareada HiSeq 2500
Escherichia coli 0103:H2 lllumina
str. 12009 100x 1132MB 3632800 Pareada HiSeq 2500

5.2 Metodologia de desenvolvimento da ferramenta

Para a metodologia de desenvolvimento foi adotado o modelo iterativo e
incremental. A ferramenta foi dividida em modulos, e a evolugéo ocorreu através da
construcdo incremental e iterativa de cada novo moédulo, agregando novas

funcionalidades a ferramenta.

5.3 Linguagem de programacdao e banco de dados

A ferramenta foi desenvolvida utilizando a linguagem de programagao JAVA

(http://www.oracle.com/) e usada a biblioteca Swing para criar a interface grafica.

Swing € uma biblioteca oficial do JAVA que esta inclusa em qualquer Java Runtime
Environment (JRE) ou Java Development Kit (JDK) e uma de suas caracteristicas é
sua portabilidade, ou seja, independente do sistema operacional em que a
ferramenta seja executada ela sempre terd a mesma interface (tamanhos, cores,

etc).

O projeto foi criado e gerenciado utilizando a ferramenta Apache Maven

(https://maven.apache.org). Dentre o0s principais recursos desta ferramenta

podemos destacar: simplificacdo na configuracdo de projetos, gerenciamento de
dependéncias de forma automatizada e a geracdo do Java ARchive (JAR) com
todas as dependéncias utilizadas no projeto. Neste projeto, o Maven foi utilizado

para gerenciamento de dependéncias e automacao de build.

Para gerenciar os projetos do usuario foi utilizado o banco de dados SQLite

7

version 3 (https://www.sqlite.org/). Escrito em linguagem C, o SQLite € uma

biblioteca que implementa um banco de dados SQL embutido, ou seja, aplicacdes
que utilizam o SQLite ndo necessitam instalar e executar um sistema gerenciador
de banco de dados (SGBD) para ter acesso a um banco de dados SQL. O SQLite


http://www.oracle.com/
https://maven.apache.org/
https://www.sqlite.org/
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€ um banco de dados em que todas as alteracbes e consultas sdo Atémicas,
Consistentes, Isoladas e Duraveis (ACID) (HEUSER, 2009). No projeto, o SQLite foi
utilizado para permitir atender os requisitos de gerenciar projetos dos usuarios,
permitindo ao usuario acompanhar o processamento e retomar o processo em caso

de falhas.

5.4 Remocéao de redundéancia

Nesta etapa foi utilizado a estrutura probabilistica Cuckoo Filter (FAN et al.,
2014) responsavel por identificar e remover as leituras duplicadas presentes no
arquivo bruto. Esta estrutura probabilistica tem um 6timo desempenho em buscas
e insercbes em grandes volumes de dados, além de possuir baixo consumo de
memoria proporcionada pela técnica utilizada no armazenamento dos dados e

descritos detalhadamente no capitulo 2.4 deste trabalho.

5.5 Download dos dados brutos

O NCBI armazena dados brutos de sequenciamento e informacdes de
alinhamento de sequenciamento NGS. O NCBI recebe, processa e armazena
milhares de arquivos de sequenciamento do mundo todo. Os dados de
sequenciamento sao disponibilizados para a comunidade cientifica para aperfeicoar
a reprodutibilidade e permitir novas descobertas comparando 0s conjuntos de
dados.

Para efetuar o download dos arquivos brutos no formato FASTQ foi utilizado

o Fastg-dump versédo 2.9.2 (https://edwards.sdsu.edu/research/fastg-dump/). Esta

ferramenta efetua o download e converte automaticamente arquivos brutos

compactados para arquivos no formato FASTQ.


https://edwards.sdsu.edu/research/fastq-dump/
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5.6 Avaliagcéo de custo computacional

Para avaliar o desempenho computacional da ferramenta proposta foram
definidas as seguintes métricas: tempo de processamento; numero total (segundos)
de CPU no modo kernel; nimero total (segundos) de CPU no modo usudrio;
percentual de uso de CPU; total de memoria consumido e percentual de leituras
duplicadas removidas. Essas métricas foram medidas pelo software time
(http://man7.org/linux/man-pages/manl/time.1l.html) do sistema operacional Linux
que é utilizado para gerar estatisticas de um comando, shell script ou qualquer

programa executado.

No time, o arquivo de saida € formatado usando a opc¢éo -f ou a variavel de
ambiente TIME. O formato do tipo string € interpretado de maneira igual ao printf:
caracteres comuns sao copiados diretamente e caracteres especiais usando \t (tab)
e \n (nova linha), o sinal de porcentagem é representado por %%, caso contrario o
% indica uma conversao. Os arquivos de saida das ferramentas avaliadas foram

tabulados e o resultado é apresentado e discutido no capitulo 6.

5.7 Workstation

As analises foram realizadas localmente utilizando um equipamento com a
seguinte configuracao: processador Intel Core i7-2620M CPU 2.70GHz com quatro
nucleos de processamento, HD de 324 GB e memdria de 6GB. A distribuicdo do
Linux selecionada para avaliacdo de desempenho foi o Ubuntu 18.04 LTS com o
kernel 4.15.0.
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Este trabalho apresenta uma ferramenta computacional para remocao de
leituras duplicadas em conjunto de dados pareados ou fragmentos. Esta ferramenta
pode manipular leituras de qualquer plataforma NGS com os mesmos ou diferentes
comprimentos de sequéncia. Usando a estrutura probabilistica Cuckoo Filter, as
leituras redundantes séo identificadas e removidas comparando-se as leituras entre
si. Portanto, ndo requer nenhum pré-requisito além do conjunto de leituras bruto

geradas pelos sequenciadores NGS.

Nomeado como NGSReadsTreatment, a ferramenta possui duas versoes:
uma com interface grafica e outra executada através da linha de comando. A versao
com interface gréfica é orientada a projetos. Nela, o usuario deve primeiramente
cadastrar o projeto e depois informar o conjunto de dados em que deseja remover
a redundancia de leituras, sendo possivel também carregar um projeto que foi
cadastrado e processado anteriormente. Esta versédo ainda conta com um banco de
dados embutido que possibilita o controle do status de processamento do projeto
em execucao, e caso ocorra algum tipo de erro ou se 0 usuario optar por interromper
0 processamento, ele podera ser retomado posteriormente. A versdo sem interface
grafica é disponibilizada para usuarios que queiram executar a ferramenta em
servidores ou que desejam integrar a mesma com outras ferramentas de

bioinformatica.

Em ambas as versbes do NGSReadsTreatment € gerado ao final do
processamento um arquivo (leitura fragmentos) ou dois arquivos (leituras pareadas)
no formato FASTQ com as leituras Unicas do dataset processado. As Figuras de 19

a 21 apresentam as telas da versao com interface gréafica da ferramenta.



Figura 19 — Tela de cadastro de projetos

NGSReadsTreatment Tool £

Project name: New

ID | Project Name | Creation Date Load
21 Teste@ 15.11.2019

Remove

i

Fonte: Elaborada pelo autor

Figura 20 — Tela de entrada de leituras

Reads
Tagl: Find

List of Reads

Reads Remove

/homefsergiogaia/ngsdatasets/SRR6799098.fastq

 Next

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 21 — Tela de status do processamento

NGSReadsTreatment Tool 1~ ]

Log Processing status

|
Processing reads: /home/sergiogaia/ngsdatasets/rd

D 0%

v

< b o "

Fonte: Elaborada pelo autor

Para validar a ferramenta foram processados dois tipos de conjunto de leituras:
o primeiro que utiliza dados reais de dezesseis organismos disponiveis e obtidos do
banco de dados do NCBI; e um segundo que utiliza conjunto de dados simulados
de oito organismos gerados pela ferramenta ART (HUANG et al. 2012). Os dados
simulados foram utilizados para validar a ferramenta de maneira controlada e destes
conjuntos de dados, trés organismos (Escherichia coli O103: H2 str. 12009,
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 e Mycobacterium bovis BCG str. Korea
1168P) foram simulados com diferentes coberturas (100x, 200x e 300x) de

sequenciamento.

Nesta fase, foram comparados os percentuais de remocéo da redundancia em
cada organismo (real e simulado) processado, assim como a avaliacdo da
guantidade do total de memoéria utilizada por cada ferramenta avaliada. As
ferramentas e suas respectivas versées avaliadas foram: FastUniq 1.1, ParDRe
2.2.5, MarDre 1.3, CD-HIT-DUP 4.6.8, Clumpify (bbmap) (https://jgi.doe.gov) e o
NGSReadsTreatment.

Primeiramente foi avaliado o comportamento das ferramentas utilizando o
conjunto de dados reais. O percentual de remogdo da redundancia em cada
organismo, assim como a avaliagdo da quantidade do total de memodria utilizada por

cada ferramenta € demonstrado nas Tabelas 4 e 5, respectivamente.
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Na Tabela 4 pode-se observar que o NGSReadsTreatment obteve em treze

dos dezesseis organismos analisados maior percentual de leituras redundantes

removidas, sendo que em um deles o percentual foi igual, ou seja, conseguiu

identificar e remover a maior quantidade de redundéancias. Constatou-se também
que nos organismos SRR2000272, SRR1424625 e SRR2014554 ocorreram

problemas no processamento pelas outras ferramentas, dentre eles podemos citar:

travamento do equipamento durante o processamento e falhas no processamento

devido a existéncia de leituras orfas no arquivo de leituras.

Tabela 4 — Percentual de remocdo de redundancia por ferramenta para cada
organismo real. NP — nenhuma reducéo de redundéncia.

organismo | TGRS | TN | T22se | VT2° | oupacs | (bmap) | Treatment
SRR2014554 | Pareada NP NP NP NP NP 0.29%
ERRO007646 Pareada 50.55% | 50.55% | 5.55% | 50.55% | 50.65% 50.50%
SRR2000272 | Pareada 0.82% 0.81% NP 0.81% 0.95% 1.91%
SRR1424625 | Pareada 0% 0% 0% 0% 0.20% 0.94%
SRR933487 Pareada 0.72% 0.72% 0.72% 0.72% 1.11% 1.90%
SRR6479489 | Pareada 0.14% 0.14% 0.13% 0.14% 0.19% 1.21%
SRR6479482 | Pareada 0.14% 0.14% 0.14% 0.14% 0.18% 1.17%
SRR974839 Pareada 48.74% | 48.74% | 48.74% | 48,74% | 49.07% | 49.08%
SRR1144800 | Pareada 0.06% 0.06% 0.06% 0.06% 0.10% 0.94%
SRR7587111 | Fragmentos NP 0.37% 0.37% 0.37% 0.43% 0.87%
SRR7819959 Fragmentos NP 0.74% 0.74% NP 0.80% 1.36%
ERR2375157 | Fragmentos NP 0.07% 0.07% NP 0.08% 1.55%
SRR6799098 | Fragmentos NP 2.11% 2.11% 2.11% 2.22% 2.22%
SRR7905974 | Fragmentos NP 0% NP NP 0% 0.13%
SRR7739756 | Fragmentos NP 0% NP NP 0% 0.08%
ERR2162181 | Fragmentos NP 0% 0% 0% NP 0.33%

O NGSReadsTreatment foi a Unica ferramenta que obteve éxito no

processamento do organismo SRR2014554 que possui tamanho de 4GB. Como

observado na Tabela 4, todas as demais ferramentas testadas apresentaram erro

no processamento das leituras deste organismo. O resultado comprova a eficiéncia
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da ferramenta no processamento de remocéo de leituras duplicadas em grande

volume de dados.

A Tabela 5 mostra a quantidade de memoria total utilizada por cada ferramenta
no processamento das leituras brutas. Observa-se que assim como na Tabela 4
existem organismos que apresentaram problemas na execugcdo pelas outras
ferramentas, sdo eles: SRR2000272 pela existéncia de leituras 6rfas no arquivo
bruto e 0 SRR2014554 por se tratar de um arquivo de 4GB.

A ferramenta FastUniq nao utiliza leituras fragmentos em suas andlises, assim,
nao foi possivel realizar o processamento do conjunto de dados de leituras deste
tipo com a ferramenta. Porém, em todos os casos foi possivel a utilizacdo do
NGSReadsTreatment, demonstrando sua eficiéncia no uso da memoria, pois foi 0
que menos utilizou memdéria dentre todas as ferramentas na maioria das analises,

conforme demonstrado na Figura 22 a seguir.
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Figura 22 — Quantidade de uso de memoria por cada ferramenta computacional para processamento de organismos reais.

FastUniqg 1.1

B SRR2014554
B SRR1144800

ParDRe 2.2.5 MarDre 1.3 CD-HIT-DUP 4.6.8

B ERRO07646
B SRR7587111

B SRR2000272 W SRR1424625 M SRR933487
B SRR7819959 m ERR2375157 ® SRR6799098

Fonte: Elaborada pelo autor

B SRR6479489
B SRR7905974

Clumpify (bbmap)

B SRR6479482
SRR7739756

NGSReadsTreatment

B SRR974839
ERR2162181
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Tabela 5 — Quantidade de memoria utilizada por ferramenta em MB para cada
conjunto de dados reias. NP - Nao Processado devido a erros.

Organismo FastUniq ParDRe MarDre CD-HIT- Clumpify | NGSReads

1.1 2.25 1.3 DUP 4.6.8 (bbmap) Treatment
SRR2014554 NP NP NP NP NP 549
ERRO007646 3987 5387 1653 5393 870 543
SRR2000272 1722 2278 NP 3076 423 537
SRR1424625 2571 3586 1676 4097 455 539
SRR933487 1449 1950 1411 2063 2215 538
SRR6479489 2629 3629 1652 4313 3454 538
SRR6479482 2783 3850 1647 4501 3616 538
SRR974839 2725 3825 1634 4499 2625 540
SRR1144800 2633 3730 1653 4351 3250 540
SRR7587111 NP 888 1118 1561 769 533
SRR7819959 NP 3197 1665 NP 659 537
ERR2375157 NP 1989 1394 NP 744 537
SRR6799098 NP 247 913 481 373 531
SRR7905974 NP 3796 NP NP 961 526
SRR7739756 NP 1704 NP NP 700 532
ERR2162181 NP 625 947 779 NP 535

Buscando melhorar a validacdo do NGSReadsTreatment, as mesmas

analises realizadas com 0s conjuntos de dados reais (dezesseis organismos) foram

realizadas com conjuntos de dados simulados (oito organismos) gerados pela
ferramenta ART (HUANG et al., 2012). O objetivo desta etapa era efetuar a

validacdo do NGSReadsTreatment de maneira controlada.

Observou-se que assim como nos testes com organismos reais o

NGSReadsTreatment foi eficiente também com organismos simulados, conforme

mostrado nas Tabelas 6 e 7.
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Tabela 6 — Percentual de remocdo de redundancia por ferramenta para cada
organismo simulado. NP — nenhuma reducéo de redundancia.

Organismo

FastUniq
11

ParDRe
2.2.5

MarDre
1.3

CD-HIT-
DUP 4.6.8

Clumpify
(bbmap)

NGSReads
Treatment

Mycobacterium
tuberculosis variant
bovis BCG str.
Korea 1168P

0.08%

NP

0.08%

0.08%

0.20%

0.77%

Mycobacterium
tuberculosis KZN
4207

0.08%

NP

0.08%

0.08%

0.20%

0.05%

Escherichia coli
0103:H2 str. 12009

0.09%

NP

0.09%

0.09%

0.23%

1.15%

Arcobacter
halophilus strain
CCUG 53805

0.08%

NP

0.08%

0.08%

0.22%

0.10%

Mycobacterium
tuberculosis variant
bovis BCG str.
Korea 1168P

0%

NP

NP

0%

0%

1.16%

Mycobacterium
tuberculosis KZN
4207

0%

NP

NP

0%

0%

0.08%

Escherichia coli
0103:H2 str. 12009

0%

NP

NP

0%

0%

1.43%

Arcobacter
halophilus strain
CCUG 53805

0%

NP

NP

0%

0%

1.13%

Tabela 7 — Quantidade de memdria utilizada por ferramenta em MB para cada
conjunto de dados simulados. NP - Nao Processado devido a erros.

Organismo FastUniq | ParDRe | MarDre CD-HIT- Clumpify | NGSReads
9 1.1 225 1.3 DUP 4.6.8 | (bbmap) | Treatment
Mycobacterium
tuberculosis variant
bovis BCG str. 1272 NP 1474 2173 771 537
Korea 1168P
Mycobacterium
tuberculosis KZN 1278 NP 1533 2153 538 538
4207
Escherichia coli 1583 NP 1632 | 2660 558 537

0103:H2 str. 12009




Arcobacter
halophilus strain
CCUG 53805

832

NP

1632

2660

558

537

Mycobacterium
tuberculosis variant
bovis BCG str.
Korea 1168P

143

NP

NP

477

337

534

Mycobacterium
tuberculosis KZN
4207

143

NP

NP

476

262

534

Escherichia coli
0103:H2 str. 12009

177

NP

NP

598

400

533

Arcobacter
halophilus strain
CCUG 53805

96

NP

NP

321

264

536
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Nesses testes, a ferramenta ParDRe foi a Unica que nao processou nenhum

dataset e a ferramenta MarDRe n&o processou os dados simulados da plataforma

454. O Clumpify (bbmap) apresentou erro de “Out of memory” no processamento

de dois organismos e o CH-HIT-DUP travou o computador nos organismos que

tiveram cobertura igual a 300x. Todos os detalhes sobre estes erros e os resultados

de processamento por organismo estdo disponiveis no Anexo A deste trabalho. A

Figura 23 mostra o consumo de memoria das ferramentas avaliadas para processar

esses dados simulados.
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Figura 23 — Quantidade de uso de memoaria por cada ferramenta computacional para processamento de organismos simulados.
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M Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 - Platform 454 W Arcobacter halophilus strain CCUG 53805 - Platform 454

Fonte: Elaborada pelo autor
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Na segunda etapa de validagdo com dados simulados, foram gerados nove
datasets dos organismos Escherichia coli O103:H2 str. 12009, Mycobacterium
tuberculosis KZN 4207 e Mycobacterium bovis BCG str. Korea 1168P com
coberturas de 100x, 200x e 300x para cada organismo. Todos estes nove conjuntos
de dados foram processados por todas as ferramentas para remocao de
redundancia, exceto a ferramenta ParDRe que ndo processou nenhum dataset,
onde o uso de memoria de cada ferramenta foi avaliado. Apds esse processamento,
as leituras Unicas de cada um dos conjuntos de dados foram contadas. Essa
contagem procura identificar se o numero de leituras Unicas em um conjunto de
dados processado € igual ao numero de leituras Unicas do conjunto de dados brutos,

garantindo assim que apenas leituras redundantes foram removidas na analise.

Como pode ser visto na Tabela 8, o NGSReadsTreatment e as demais
ferramentas avaliadas, com excecdo da ferramenta Clumpify (bbmap),
apresentaram o mesmo numero de leituras Unicas apos o processamento dos dados
brutos, o que garante que estas ferramentas removeram apenas as leituras

duplicadas destes conjuntos de dados.

A ferramenta Clumpify (bbmap) foi a Unica que apresentou um namero
diferente de leituras Unicas em relacdo aos dados brutos, indicando que essa

ferramenta pode estar removendo mais dados do que apenas leituras redundantes.
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Tabela 8 — Resultado de remocéo de redundancia por ferramenta para cada organismo simulado com variagcéo de cobertura. NP —
N&o Processado devido a erros.

FastUniq ParDRe MarDre CD-HIT- Clumpify NGSReads
1.1 225 1.3 DUP 4.6.8 (bbmap) Treatment
Organismo Cobertura | Dataset Leituras Leituras Leituras | Leituras Leituras Leituras Leituras
Bruto Unicas Unicas Unicas Unicas Unicas Unicas Unicas
Mycobacterium bovis BCG | 554, 8753400 | 8733052 | 8733052 | NP 8733052 | NP 8699550 8733052
str. Korea 1168P
Myeobacterium bovis BCG | 5, 5835600 | 5826662 | 5826662 | NP 5826662 | 5826662 | NP 5826662
str. Korea 1168P
Mycobacterium bovis BCG | 5, 2017800 | 2915548 | 2915548 | NP 2015548 | 2915548 | 2911790 2915548
str. Korea 1168P
Mycobacterium
wberculosis KZN 4207 300x 8789700 | 8769474 | 8769474 | NP 8769474 | NP 8735712 8769474
Mycobacterium
Uberculosis KZN 4207 200x 5859800 | 5850850 | 5850850 | NP 5850850 | 5850850 | NP 5850850
Mycobacterium 100x 2929900 | 2927610 | 2927610 | NP 2927610 | 2927610 | 2923848 2927610
tuberculosis KZN 4207
Eecfieonia coll 01032 | 300x 10898400 | 10871060 | 10871060 | NP 10871060 | NP 10824528 | 10871060
Et?cgggggla coll O103H2 1 500 7265600 | 7253374 | 7253374 | NP 7253374 | 7253374 | 7232320 7253374
Escherichia coli O103:H2 | 5, 3632800 | 3629674 | 3629674 | NP 3620674 | 3629674 | 3624414 3620674

str. 12009
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Como nao houve diferenca na quantidade de leituras redundantes removidas

entre 0 NGSReadsTreatment e as outras ferramentas dessa analise, com excecéo

da ferramenta Clumpify (bbmap), podemos validar que todos estdo removendo

apenas dados redundantes dos conjuntos de dados. No entanto, é possivel

observar na Tabela 9 a disparidade na quantidade de memdéria necessaria para o

processamento de dados entre o NGSReadsTreatment e as outras ferramentas,

onde o NGSReadsTreatment utilizou uma quantidade inferior de memdria para

processar a mesma quantidade de dados. A Figura 24 ilustra o consumo de

mem©éria desse processamento.

Tabela 9 — Quantidade de memdria utilizada por ferramenta em MB para cada
conjunto de dados simulados com variacdo de cobertura. NP - Nao Processado

devido a erros.

Organismo

Cobertura

FastUniq
1.1

ParDRe
225

MarDre
13

CD-HIT-
DUP
4.6.8

Clumpify
(bbmap)

NGSReads
Treatment

Mycobacterium
bovis BCG str.
Korea 1168P

300x

3810

NP

1636

NP

416

647

Mycobacterium
bovis BCG str.
Korea 1168P

200x

2541

NP

1674

4333

NP

609

Mycobacterium
bovis BCG str.
Korea 1168P

100x

1273

NP

1636

2148

435

571

Mycobacterium
tuberculosis
KZN 4207

300x

3826

NP

1658

NP

533

647

Mycobacterium
tuberculosis
KZN 4207

200x

2552

NP

1607

4353

NP

610

Mycobacterium
tuberculosis
KZN 4207

100x

1278

NP

1465

2155

451

573

Escherichia coli
0103:H2 str.
12009

300x

4743

NP

1658

NP

469

671

Escherichia coli
0103:H2 str.
12009

200x

3163

NP

1660

5260

405

625

Escherichia coli
0103:H2 str.
12009

100x

1583

NP

1619

2695

462

583




Figura 24 — Quantidade de uso de memoria por cada ferramenta computacional para
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7 CONSIDERACOES FINAIS

As andlises dos resultados obtidos permitiram verificar a eficiéncia da estrutura
de dados probabilistica do Cuckoo Filter adotada, pois se mostrou eficaz na
remocao de redundéancias de leituras dos arquivos brutos, além de mostrar o uso

ideal de memoria para o processamento de tarefas com grande volume de dados.

O NGSReadsTreatment remove leituras duplicadas de conjunto de dados
fragmentos ou pareados gerados por qualquer plataforma de sequenciamento.
Possui uma versdo com interface grafica desenvovlida para facilitar o uso da
ferramenta e outra sem interface grafica que pode ser integrada com outros
programas de bioinformatica. O NGSReadsTreatment pode ser utilizado tanto em

sistemas operacionais UNIX/Linux quanto em sistemas Windows.

Em sua validacdo o NGSReadsTreatment apresentou 0 mesmo
comportamento na andlise de dados reais e simulados. Os resultados simulados do
conjunto de dados mostram a eficiéncia do NGSReadsTreatment na remocéo das
redundancias de leituras, conforme listado na Tabela 8 e o baixo consumo de

memoria conforme listado na Tabela 9.

Os resultados demonstram que o NGSReadsTreatment é uma ferramenta
eficiente na remocao de redundéancia das leituras de sequenciadores NGS e que
demanda pouco recurso computacional para processar grande volume de dados.
Portanto, € uma alternativa na execucdo desta tarefa, mesmo que o usuario nao

possua recursos computacionais elevados.
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli RR1 SRR2014554 8192 24.248.885
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Computador travou apds 40 min de processamento.
ParDRe 2.2.5 Computador travou apds 17 min de processamento.
MarDre 1.3 Error: Input files must be the same size in paired-end mode.
Apos 01:03:53, Command exited with non-zero status 1.
CD-HIT-DUP 4.6.8 Error: the pair end files contain different number of reads!
. Apo6s 00:07:25, Command exited with non-zero status 1.
Clumpify (bbmap) There appear to be different numbers of reads in the paired input files.
NGSReadsTreatment 00:20:13 526.63 746.84 104 549 24.179.406
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

[llumina HiSeq 2000
Pareada
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli 042 ERRO007646 2406 28.221.392
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:24 3.66 30.12 40 3987 13.956.288
ParDRe 2.2.5 00:33:49 19.37 70.63 4 5387 13.956.364
MarDre 1.3 00:03:36 9.72 117.67 58 1653 13.956.288
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:25:24 40.35 91.32 8 5393 13.956.288
Clumpify (bbmap) 00:03:25 11.22 103.08 55 870 13.927.100
NGSReadsTreatment 00:11:22 302.21 413.13 107 543 13.970.954
Biblioteca

Sequenciador [llumina Genome Analyzer

Tipo de Leitura Pareada
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli P12b SRR2000272 1351 2.991.478
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:25 1.53 8.29 38 1722 2.967.034
ParDRe 2.2.5 00:01:07 2.29 34.65 54 2278 2.967.266
MarDre 1.3 ERROR: Input files must be the same size in Pareada-end mode.
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:01:12 3.37 24.72 38 3076 2.967.266
Clumpify (bbmap) 00:01:02 4.55 53.58 92 423 2.963.080
NGSReadsTreatment 00:02:24 58.57 91.27 103 537 2.934.404
Biblioteca
Sequenciador lllumina MiSeq
Tipo de Leitura Pareada



Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli KLY SRR1424625 1682 6.866.668
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:34 2.03 15.22 50 2571 6.866.668
ParDRe 2.2.5 00:01:14 3.22 41.39 59 3586 6.866.668
MarDre 1.3 00:02:34 8.29 80.50 57 1676 6.866.668
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:01:21 412 33.49 56 4097 6.866.668
Clumpify (bbmap) 00:01:57 7.63 79.14 73 455 6.852.786
NGSReadsTreatment 00:05:26 138.91 206.63 105 539 6.802.266
Biblioteca
Sequenciador lllumina HiSeq 2000

Tipo de Leitura Pareada




Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli
025b H4-ST131 SRR933487 1070 3.214.312
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:14 1.23 7.11 58 1449 3.191.014
ParDRe 2.2.5 00:00:24 1.77 21.87 95 1950 3.191.016
MarDre 1.3 00:00:55 4.86 44.13 87 1411 3.191.014
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:22 1.97 14.99 76 2063 3.191.014
Clumpify (bbmap) 00:00:24 3.34 29.15 135 2215 3.178.716
NGSReadsTreatment 00:02:30 65.33 94.00 105 538 3.153.156
Biblioteca
Sequenciador [llumina Genome Analyzer lIx

Tipo de Leitura Pareada




Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Kineococcus
rhizosphaerae DSM SRR6479489 2048 5.641.334
19711
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
-~ CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:50 2.39 14.47 33 2629 5.633.496
ParDRe 2.2.5 00:01:44 4.77 54.83 56 3629 5.633.504
MarDre 1.3 00:03:06 10.64 81.50 49 1652 5.633.496
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:01:38 4.65 31.95 37 4313 5.633.496
Clumpify (bbmap) 00:02:36 9.84 74.34 53 3454 5.630.770
NGSReadsTreatment 00:04:37 110.41 173.28 102 538 5.572.908
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

[llumina HiSeq 2500
Pareada
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Kineococcus
xinjiangensis DSM SRR6479482 2168 5.971.022
22857
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
-~ CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:43 4.45 19.19 22 2783 5.962.418
ParDRe 2.2.5 00:05:23 6.00 61.11 20 3850 5.962.424
MarDre 1.3 00:03:13 10.82 88.12 51 1647 5.962.418
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:01.36 5.18 32.34 38 4501 5.962.418
Clumpify (bbmap) 00:02:52 10.45 79.49 52 3616 5.960.172
NGSReadsTreatment 00:05:01 122.05 191.75 104 538 5.900.978
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

[llumina HiSeq 2500
Pareada
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arguivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium SRR974839 1936 14.110.696
tuberculosis F11
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual A .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:21 3.62 18.26 26 2725 7.233.122
ParDRe 2.2.5 00:09:39 4.87 534.85 93 3825 7.233.132
MarDre 1.3 00:10:47 11.39 462.76 73 1634 7.233.122
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:01:44 5.43 36.38 40 4499 7.233.122
Clumpify (bbmap) 00:02:39 10.80 73.15 52 2625 7.186.020
NGSReadsTreatment 00:05:48 148.79 224.59 106 540 7.185.138
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

[llumina HiSeq 2000
Pareada



Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium
tuberculosis XDR SRR1144800 1884 7.033.428
KZN 4207
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
-~ CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:20 2.98 16.53 24 2633 7.028.960
ParDRe 2.2.5 00:01:32 3.23 46.44 53 3730 7.028.960
MarDre 1.3 00:03:45 10.62 85.10 42 1653 7.028.960
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:02:59 5.16 35.54 22 4351 7.028.960
Clumpify (bbmap) 00:03:26 10.19 68.26 38 3250 7.026.512
NGSReadsTreatment 00:05:30 140.15 209.60 105 540 6.967.590
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

[llumina HiSeq 2000
Pareada
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Arcobacter halophilus
strain CCUG 53805 SRR7587111 588 670.813
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Error in open left fastq file @SRR7587111.1 FZNUX9MO02GJ4ET length=327 for read!
ParDRe 2.2.5 00:00:23 0.91 15.77 72 888 668.356
MarDre 1.3 00:00:34 3.23 28.22 92 1118 668.356
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:14 1.14 12.22 95 1561 668.356
Clumpify (bbmap) 00:00:13 1.93 24.38 192 769 667.959
NGSReadsTreatment 00:38:00 14.65 25.12 102 533 664.953
Biblioteca
Sequenciador 454 GS FLX+
Tipo de Leitura Pareada
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Rhodopirellula baltica
strain'BR-MGV SRR7819959 1984 3.207.713
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Error in open left fastq file @SRR7819959.1 1 length=209 for read!
ParDRe 2.2.5 00:01:30 3.39 62.44 72 3197 3.183.983
MarDre 1.3 00:02:42 10.02 87.13 59 1665 3.183.983
CD-HIT-DUP 4.6.8 cd-hit-dup: cdhit-dup.cxx:193: int HashingDepth(int, int): Assertion “len >= min' failed.
Clumpify (bbmap) 00:02:17 6.31 90.72 70 659 3.181.912
NGSReadsTreatment 00:03:12 64.13 107.75 89 537 3.164.133
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

lon Torrent PGM
Fragmentos
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Surveillance of
Escherichia coli ERR2375157 1201 2.106.268
0157:H7 in Romania
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de S .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Error in open left fastq file @ERR2375157.1 1 length=294 for read!
ParDRe 2.2.5 00:00:48 2.03 32.19 70 1989 2.104.786
MarDre 1.3 00:01:32 6.23 53.73 64 1394 2.104.786
CD-HIT-DUP 4.6.8 cd-hit-dup: cdhit-dup.cxx:193: int HashingDepth(int, int): Assertion “len >= min' failed.
Clumpify (bbmap) 00:00:51 4.13 48.17 101 744 2.104.540
NGSReadsTreatment 00:02:05 42.26 70.90 89 537 2.073.554
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

lon Torrent PGM
Fragmentos
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Rathayibacter tritici
strain:FH211, CT102, SRR6799098 157 160.403
ATCC 11403
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
-~ CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Error in open left fastq file @SRR6799098.1 HTUX4QUO1ANJ8O length=78 for read!
ParDRe 2.2.5 00:00:06 0.25 4.16 70 247 157.022
MarDre 1.3 00:00:16 1.50 15.15 102 913 157.022
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:03 0.27 3.33 99 481 157.022
Clumpify (bbmap) 00:00:02 0.30 5.31 208 373 156.842
NGSReadsTreatment 00:00:08 3.45 6.63 117 531 156.835
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

454 GS Junior
Fragmentos
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Salmonella enterica
subsp. enterica
serovar Eresno SRR7905974 2990 163.468
strain:USMARC69835
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual . .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de - .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
- CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Error in read from FASTQ file list!
ParDRe 2.2.5 00:02:08 4.60 83.50 68 3796 163.464
MarDre 1.3 java.lang.Exception: java.lang.StringiIndexOutOfBoundsException: String index out of range: 19

CD-HIT-DUP 4.6.8

Computador travou ap6s16 min de processamento.

Clumpify (bbmap) 00:03:50 7.16 120.72 55 961 163.464
NGSReadsTreatment 00:02:08 8.20 33.51 32 526 163.249
Biblioteca

Sequenciador PacBio RS I

Tipo de Leitura Fragmentos
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Staphylococcus
aureus Cystic SRR7739756 1336 86.389
Fibrosis Isolates
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Error in read from FASTQ file list!
ParDRe 2.2.5 00:00:57 2.34 35.76 66 1704 86.386
MarDre 1.3 INFO mapreduce.Job: Job job_local1848694102_ 0001 failed with state FAILED due to: NA.

CD-HIT-DUP 4.6.8

cd-hit-dup: cdhit-dup.cxx:193: int HashingDepth(int, int): Assertion “len >= min' failed.

Clumpify (bbmap) 00:01:08 3.44 52.06 80 700 86.386
NGSReadsTreatment 00:00:17 3.35 13.64 95 532 86.324
Biblioteca

Sequenciador MinlON

Tipo de Leitura Fragmentos
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Organismo Biblioteca Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Pseudomonas
aeruginosa
microevolution ERR2162181 246 1.146.696
during chronic infection
of the CF lung
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em | (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ; de Uso de S .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 Error in open left fastq file @ERR2162181.1 1 length=75 for read.
ParDRe 2.2.5 00:00:09 0.43 6.78 73 625 1.146.694
MarDre 1.3 00:00:29 1.93 22.90 83 947 1.146.694
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:04 0.58 4.34 99 779 1.146.694
Clumpify (bbmap) Exception in thread "main" java.lang.AssertionError: ASCII encoding for quality (currently ASCII-33) appears
Pty P to be wrong for input quality 15 for base T at lines 1 and 3, position 67.
NGSReadsTreatment 00:00:53 22.87 35.42 108 535 1.142.899
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

AB 5500xI Genetic Analyzer
Fragmentos
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RESULTADO DADOS SIMULADOS
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Organismo

Mycobacterium
tuberculosis variant

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

90

bovis BCG str. Korea 910MB 2.917.800
1168P
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de S .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
-~ CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:13 1.14 6.52 56 1272 2.915.606
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:00:57 5.35 45.13 88 1474 2.915.606
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:43 2.28 14.08 37 2173 2.915.606
Clumpify (bbmap) 00:00:34 2.88 36.74 113 771 2.911.848
NGSReadsTreatment 00:02:19 58.79 90.63 107 537 2.884.114
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

lllumina HiSeq 2500
Pareada



Organismo

Mycobacterium

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

91

tuberculosis KZN 914MB 2.929.900
4207
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
-~ CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:12 1.15 6.57 60 1278 2.927.650
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:01:28 5.76 45.26 57 1533 2.927.650
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:35 2.09 13.99 45 2153 2.927.650
Clumpify (bbmap) 00:00:28 2.74 39.03 148 538 2.923.922
NGSReadsTreatment 00:02:19 58.38 90.80 107 538 2.895.866
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

[llumina HiSeq 2500
Pareada



Organismo

Escherichia coli

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

92

0103:H2 str. 12009 1132MB 3.632.800
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o i de Uso de . .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
- CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:17 1.42 8.08 53 1583 3.629.678
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:02:22 7.66 54.62 43 1632 3.629.678
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:56 2.76 18.64 38 2660 3.629.678
Clumpify (bbmap) 00:00:46 3.82 46.82 108 558 3.624.308
NGSReadsTreatment 00:02:54 72.73 111.84 105 537 3.580.676
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

lllumina HiSeq 2500
Pareada



Organismo

Arcobacter halophilus

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

93

strain CCUG 53805 S88MB 1.875.000
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o i de Uso de . .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
- CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:05 0.74 4.29 89 832 1.873.432
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:00:51 4.15 32.80 72 1250 1.873.432
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:12 1.12 8.19 76 1363 1.873.432
Clumpify (bbmap) 00:00:13 2.23 24.07 201 569 1.870.872
NGSReadsTreatment 00:01:27 35.45 59.45 108 536 1.860.626
Biblioteca

Sequenciador
Tipo de Leitura

lllumina HiSeq 2500
Pareada



Organismo

Mycobacterium
tuberculosis variant

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

94

bovis BCG str. Korea 104MB 251.688
1168P
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de S .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:00.63 0.16 0.46 99 143 251.682
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 Error: Input files must be the same size in Pareada-end mode.
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:02 0.26 2.15 98 477 251.688
Clumpify (bbmap) 00:00:03 0.30 3.91 137 337 251.688
NGSReadsTreatment 00:00:17 8.13 11.29 109 534 251.436
Biblioteca
Sequenciador 454
Tipo de Leitura Pareada



Organismo

Mycobacterium

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

95

tuberculosis KZN 104MB 252.954
4207
Tempo de NuUmero total NuUmero total Percentual Quantidade Total de
Ferramenta Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de Uso de de memoria leituras
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
- CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:00.62 0.14 0.48 100 143 252.954
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 Error: Input files must be the same size in Pareada-end mode.
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:03 0.32 2.23 68 476 252.954
Clumpify (bbmap) 00:00:01 0.25 3.75 300 262 252.954
NGSReadsTreatment 00:00:12 5.23 8.84 115 534 252.748
Biblioteca
Sequenciador 454
Tipo de Leitura Pareada



Organismo

Escherichia coli

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

96

0103:H2 str. 12009 130MB 313.944
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:00.78 0.14 0.63 100 177 313.938
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 Error: Input files must be the same size in Pareada-end mode.
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:04 0.46 2.66 65 598 313.944
Clumpify (bbmap) 00:00:01 0.37 4.18 265 400 313.944
NGSReadsTreatment 00:00:14 6.25 10.53 115 533 313.542
Biblioteca
Sequenciador 454
Tipo de Leitura Pareada



Organismo

Arcobacter halophilus

Dado Simulado

Tamanho do Arquivo em MB

Total de leituras por Dataset

97

strain CCUG 53805 7oMB 161.900
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:00.42 0.07 0.32 93 96 161.900
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 Error: Input files must be the same size in Pareada-end mode.
CD-HIT-DUP 4.6.8 0:00:02 0.17 1.47 65 321 161.900
Clumpify (bbmap) 00:00:01 0.21 3.03 166 264 161.900
NGSReadsTreatment 0:00:08 3.30 6.20 118 536 161.812
Biblioteca
Sequenciador 454
Tipo de Leitura Pareada



RESULTADOS DADOS SIMULADOS COM DIFERENTES VALORES DE COBERTURA
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99

Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli
0103-H2 str. 12009 100x 1132MB 3.632.800
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:20 1.47 8.51 47 1583 3.629.674
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:01:19 6.69 53.29 75 1619 3.629.674
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:49 2.78 18.46 43 2695 3.629.674
Clumpify (bbmap) 00:01:06 4.76 54.45 88 462 3.624.414
NGSReadsTreatment 00:02:54 71.49 114.19 106 583 3.629.674
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada



100

Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium bovis
BCG str. Korea 1168P 100x 908MB 2.917.800
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:14 1.08 6.60 52 1273 2.915.548
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:01:30 5.60 44.85 55 1636 2.915.548
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:39 2.16 14.17 41 2148 2.915.548
Clumpify (bbmap) 00:00:54 3.15 38.83 76 435 2.911.790
NGSReadsTreatment 00:02:30 58.81 93.24 101 571 2.915.548
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada
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Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium
tuberculosis KZN 100x 914MB 2.929.900
4207
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:00:24 1.42 6.88 33 1278 2.927.610
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:01:20 5.68 45.61 63 1465 2.927.610
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:00:35 2.07 14.04 45 2155 2.927.610
Clumpify (bbmap) 00:00:30 2.65 39.96 139 451 2.923.848
NGSReadsTreatment 00:02:17 56.57 90.82 106 573 2.927.610
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada



102

Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli
0103-H2 str. 12009 200x 2266MB 7.265.600
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Ferramenta Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de Uso de de memoaria leituras
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
- CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:33 3.79 18.55 23 3163 7.253.374
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:06:58 16.93 98.24 27 1660 7.253.374
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:04:59 6.35 39.81 15 5260 7.253.374
Clumpify (bbmap) 00:03:28 9.95 118.71 61 405 7.232.320
NGSReadsTreatment 00:06:11 147.42 224.89 100 625 7.253.374
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada



Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium bovis
BCG str. Korea 1168P 200x 1814MB 5.835.600
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:11 2.72 14.89 24 2541 5.826.662
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:04:09 11.59 82.91 37 1674 5.826.662
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:01:25 4.36 29.67 40 4333 5.826.662
Clumpify (bbmap) Erro de falta de meméria.
NGSReadsTreatment 00:05:05 121.96 188.88 101 609 5.826.662
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada
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Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium
tuberculosis KZN 200x 1828MB 5.859.800
4207
Tempo de Numero total Numero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de > .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU

segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:11 3.10 15.38 25 2552 5.850.850
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:04:44 11.32 80.51 32 1607 5.850.850
CD-HIT-DUP 4.6.8 00:01:27 4.80 30.16 40 4353 5.850.850
Clumpify (bbmap) Erro de falta de meméria.
NGSReadsTreatment 00:05:02 119.56 188.09 101 610 5.850.850
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada
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Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Escherichia coli
0103-H2 str. 12009 300x 3400MB 10.898.400
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o i de Uso de . .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
- CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:02:34 6.21 31.04 24 4743 10.871.060
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:09:22 26.03 144.80 30 1658 10.871.060
CD-HIT-DUP 4.6.8 Computador travou apés 58 min de processamento.
Clumpify (bbmap) 00:06:10 15.65 180.36 52 469 10.824.528
NGSReadsTreatment 00:09:38 232.77 357.18 101 671 10.871.060
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada
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Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium bovis
BCG str. Korea 1168P 300x 2722MB 8.753.400
Tempo de NuUmero total NuUmero total Quantidade Total de
Percentual o .
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoaria leituras
Ferramenta o ) de Uso de o .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
L CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:01:19 3.70 22.74 33 3810 8.733.052
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:06:26 17.77 114.96 34 1636 8.733.052
CD-HIT-DUP 4.6.8 Computador travou ap6s 15 min de processamento.
Clumpify (bbmap) 00:03:39 10.95 134.95 66 416 8.699.550
NGSReadsTreatment 00:07:31 178.79 271.85 99 647 8.733.052
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada



Organismo Cobertura Tamanho do Arquivo em MB Total de leituras por Dataset
Mycobacterium
tuberculosis KZN 300x 2742MB 8.789.700
4207
Tempo de NuUmero total NuUmero total Percentual Quantidade Total de
Processamento (em (segundos) de | (segundos) de de memoria leituras
Ferramenta o i de Uso de . .
horas: minutos: CPU no modo CPU no modo utilizada em apos
- CPU
segundos) kernel usuario MB tratamento
FastUniq 1.1 00:03:24 6.53 30.32 18 3826 8.769.474
ParDRe 2.2.5 O processamento foi interrompido pela ferramenta.
MarDre 1.3 00:06:08 17.83 112.64 35 1658 8.769.474
CD-HIT-DUP 4.6.8 Computador travou ap6s 17 min de processamento.
Clumpify (bbmap) 00:03:55 12.74 137.06 63 533 8.735.712
NGSReadsTreatment 00:07:45 185.19 278.90 99 647 8.769.474
Biblioteca
Sequenciador HiSeq2500
Tipo de Leitura Pareada
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NGSReadsTreatment — A Cuckoo
Filter-based Tool for Removing
Duplicate Reads in NGS Data

Antonio Sérgio Cruz Gaia®, Pablo Henrique Caracciolo Gomes de Sa(®?,

Ménica Silva de Oliveira® & Adonney Allan de Oliveira Veras(®?

The Next-Generation Sequencing (NGS) platforms provide a major approach to obtaining millions

of short reads from samples. NGS has been used in a wide range of analyses, such as for determining
genome sequences, analyzing evolutionary processes, identifying gene expression and resolving
metagenomic analyses. Usually, the quality of NGS data impacts the final study conclusions. Moreover,
quality assessment is generally considered the first step in data analyses to ensure the use of only
reliable reads for further studies. In NGS platforms, the presence of duplicated reads (redundancy) that
are usually introduced during library sequencing is a major issue. These might have a serious impact

on research application, as redundancies in reads can lead to difficulties in subsequent analysis (e.g.,

de novo genome assembly). Herein, we present NGSReadsTreatment, a computational tool for the
removal of duplicated reads in paired-end or single-end datasets. NGSReadsTreatment can handle
reads from any platform with the same or different sequence lengths. Using the probabilistic structure
Cuckoo Filter, the redundant reads are identified and removed by comparing the reads with themselves.
Thus, no prerequisite is required beyond the set of reads. NGSReadsTreatment was compared with
other redundancy removal tools in analyzing different sets of reads. The results demonstrated that
NGSReadsTreatment was better than the other tools in both the amount of redundancies removed

and the use of computational memory for all analyses performed. Available in https://sourceforge.net/
projects/ngsreadstreatment/.

The advent of Next-Generation Sequencing (NGS) technologies in mid-2005 provided significant breakthroughs
in the omics fields. These platforms can generate millions of reads in a short time; for instance, Illumina NextSeq
is capable of generating 400 million reads per round. The genomic library must be prepared prior to the actual
sequencing and one task included in this stage is polymerase chain reaction (PCR) amplification’.

PCR generates a super-representation of a sample fragment, giving rise to the concept of coverage, where the
genetic material of an organism to be sequenced presents a several-fold multiplication of its expected size. This
super-representation is important for several analyses, including frameshift curation and single nucleotide poly-
morphism analyses, among others'.

However, some analyses are impacted by this super-representation, such as de novo assembly and the final
scaffolding process. Moreover, the tasks demand a high computational cost, and duplication gives rise to false
positives with overlapping contigs, as well as their subsequent extension due to the high number of connections.
Consequently, false negatives arise as a result of the overlapping conflicts generated by the duplications®. Thus,
the development of computational methods that can remove sequencing read redundancies is important. Several
software solutions have been developed over the years to address this situation. GPU-DupRemoval (by Removing
GPU Duplicates) aims to remove duplicate reads using graphical processing units (GPUs) generated with the
Mumina platform. The task is divided into two phases: the clustering of possible duplicate sequences according to
their prefix, followed by comparison of the sequence suffixes in each cluster to detect and remove redundancies.

The FASTX-Toolkit Collapser (http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit), FastUniq®*, Fulcrum®, and CD-HIT®
tools employ an alignment-free strategy. FASTX-Toolkit Collapser is able to identify and remove identical
sequences from single-end reads. FastUniq, on the other hand, is designed to remove identical duplicates in three

!Postgraduate Program in Applied Computing, Federal University of Para (UFPA), Para, Brazil. 2Federal Rural
University of Amazonia Campus Tomé-Agu (UFRA), Pard, Brazil. Antonio Sérgio Cruz Gaia and Pablo Henrique
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FastUniq | ParDRe | MarDre | CD-HIT-DUP | Clumpify

Organism 1.1 2.2.5 1.3 4.6.8 (bbmap) NGSReadsTreatment
SRR2014554 NP NP NP NP NP 0.29%
ERR007646 50.55% 50.55% 50.55% 50.55% 50.65% 50.50%
SRR2000272 0.82% 0.81% NP 0.81% 0.95% 1.91%
SRR1424625 0% 0% 0% 0% 0.20% 0.94%
SRR933487 0.72% 0.72% 0.72% 0.72% 1.11% 1.90%
SRR6479489 0.14% 0.14% 0.13% 0.14% 0.19% 1.21%
SRR6479482 0.14% 0.14% 0.14% 0.14% 0.18% 1.17%
SRR974839 48.74% 48.74% 48.74% 48.74% 49.07% 49.08%
SRR1144800 0.06% 0.06% 0.06% 0.06% 0.10% 0.94%
SRR7587111 NP 0.37% 0.37% 0.37% 0.43% 0.87%
SRR7819959 NP 0.74% 0.74% NP 0.80% 1.36%
ERR2375157 NP 0.07% 0.07% NP 0.08% 1.55%
SRR6799098 NP 2.11% 2.11% 2.1% 2.22% 2.22%
SRR7905974 NP 0% NP NP 0% 0.13%
SRR7739756 NP 0% NP NP 0% 0.08%
ERR2162181 NP 0% 0% 0% NP 0.33%

Table 1. Percentage of read redundancy removal per tool for each organism. NP - not processed owing to errors.

FastUniq | ParDRe | MarDre | CD-HIT-DUP | Clumpify
Organism 1.1 2.2.5 1.3 4.6.8 (bbmap) NGSReadsTreatment
SRR2014554 NP NP NP NP NP 549
ERR007646 3987 5387 1653 5393 870 543
SRR2000272 1722 2278 NP 3076 423 537
SRR1424625 2571 3586 1676 4097 455 539
SRR933487 1449 1950 1411 2063 2215 538
SRR6479489 2629 3629 1652 4313 3454 538
SRR6479482 2783 3850 1647 4501 3616 538
SRR974839 2725 3825 1634 4499 2625 540
SRR1144800 2633 3730 1653 4351 3250 540
SRR7587111 NP 888 1118 1561 769 533
SRR7819959 NP 3197 1665 NP 659 537
ERR2375157 NP 1989 1394 NP 744 537
SRR6799098 NP 247 913 481 373 531
SRR7905974 NP 3796 NP NP 961 526
SRR7739756 NP 1704 NP NP 700 532
ERR2162181 NP 625 947 779 NP 535

Table 2. Memory amount used by each tool in megabyte. NP - not processed owing to errors.

steps: initially, all paired reads are loaded into the memory; subsequently, the read pairs are sorted, and finally the
duplicate sequences are identified by comparing the adjacent read pairs in the sorted list.

Fulcrum is able to identify duplicates that are fully or partially identical. Reads identified as possible duplicates
are kept in different files, whose maximum size is defined by the user. The read sequences within each file are
compared to identify duplicates®.

CD-HIT has two different tools for removing duplicates of single-end and paired-end reads generated with
the Illumina platform. CD-HIT-454 parses libraries generated with 454 to identify exactly identical duplicates®.

The majority of the existing tools are designed to serve a particular sequencing platform. Thus, we present the
NGSReadsTreatment tool for the removal of read redundancies for any NGS platform, based on the probabilistic
structure of Cuckoo Filter.

Results and Discussion
The reads sets of the sixteen organisms (real datasets) were processed using the FastUniq 1.1%, ParDRe 2.2.57,
MarDre 1.3%, CD-HIT-DUP 4.6.86°, Clumpify (https://sourceforge.net/projects/bbmap), and NGSReadsTreatment
computational tools. The percentage of redundancy removal for each organism as well as an evaluation of the total
memory used per tool is shown in Tables 1 and 2, respectively.

Table 1 shows that NGSReadsTreatment obtained a greater percentage of redundant read removals for thirteen
of the sixteen organisms analyzed, being that in an organism the percentage of removal equal to that of another
tool used in the test; that is, it was able to identify and remove the largest amount of redundancies. Some datasets
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FastUniq | ParDRe | MarDre | CD-HIT-DUP | Clumpify
Organism 1.1 2.2.5 1.3 4.6.8 (bbmap) | NGSReadsTreatment
ggffaobrﬁtﬁfg:; tzléboeorculasis variant bovis BCG str. Korea 1168P - 0.08% NP 0.08% 0.08% 0.20% 0.77%
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 - Platform HiSeq 2500 0.08% NP 0.08% 0.08% 0.20% 0.05%
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 - Platform HiSeq 2500 0.09% NP 0.09% 0.09% 0.23% 1.15%
Arcobacter halophilus strain CCUG 53805 - Platform HiSeq 2500 | 0.08% NP 0.08% 0.08% 0.22% 0.10%
g/{ymbacterium tuberculosis variant bovis BCG str. Korea 1168P - 0% NP NP 0% 0% 1.16%
atform 454
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 - Platform 454 0% NP NP 0% 0% 0.08%
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 - Platform 454 0% NP NP 0% 0% 1.43%
Arcobacter halophilus strain CCUG 53805 - Platform 454 0% NP NP 0% 0% 0.13%

Table 3. Percentage of read redundancy removal per tool for each simulated dataset. NP - not processed owing
to errors.

of organisms, for example SRR2000272, SRR7905974 and SRR2014554, experienced processing problems with
the other computational tools: computer crashes during execution and processing failure due to the existence of
orphan sequences in the read files. The tools that presented 0% were not able to remove any redundancy in the
dataset, despite processing the data normally.

For the SRR2014554 organism, only the NGSReadsTreatment was successful in processing the 4-GB dataset.
All the other tested tools presented errors during read processing.

Table 2 lists the total memory used by each tool in the processing of the raw reads. Similar to the results
described in Table 1, the dataset of some organisms presented problems during the execution by the other tools.
However, it was possible to use the NGSReadsTreatment software in all cases, thereby also demonstrating its effi-
ciency in the use of memory, since it was the only tool that used the least computational memory among all the
tested tools in most analyses.

The FastUniq software does not support single-end reads in its analyzes, so it was not possible to perform the
processing of reads of this type with the tool. However, in all cases it was possible to use the NGSReadsTreatment,
also demonstrating its efficiency in processing paired-end and single-end reads, with a reduced computational
memory usage.

To improve the validation of NGSReadsTreatment the same analyzes performed with the real datasets (sixteen
organisms) were performed with simulated datasets from ART tool’. It can be observed that NGSReadsTreatment
has proved to be efficient for both redundancy removal and memory usage as shown in the Tables 3 and 4.

Most errors were observed during the processing of the single-end reads, all details on the errors and all pro-
cessing results per organism are available in the supplementary material.

In the third validation step, after the generation of the nine datasets with different coverage, the reads were counted
to determine the amount of reads, number of unique reads and the amount of redundant reads in the raw data of each
dataset (last table of the section simulated data with different coverage values in the Supplementary Material).

All nine datasets were processed by all tools for redundancy removal, where the memory usage by each tool
was evaluated. After this processing, the unique reads of each of the datasets were counted. This count seeks to
identify whether the number of unique reads in a processed dataset (Supplementary Material) is equal to the
number of unique reads of the raw dataset, thus ensuring that only redundant reads were removed in the analysis.

As can be seen in Supplementary Material, the NGSReadsTreatment and all the tools used, with the exception
of the Clumpify (bbmap) tool, were able to reach the number of unique reads equal to the raw data, thus ensuring
that all these tools succeeded in removing only the redundant reads of each dataset.

The Clumpify (bbmap) tool was the only one that presented a different number of unique reads in relation to
the raw data, indicating that this tool may be removing more data than just redundant reads.

As there was no difference in the amount of redundant reads removed between NGSReadsTreatment and the
other tools of this analysis, with exception of the Clumpify (bbmap) tool, we can validate that all are removing
only redundant data from the datasets, however, it is possible to observe the disparity in the amount of memory
required for the data processing between NGSReadsTreatment and the other tools, where NGSReadsTreatment
used a much smaller amount of memory to process the same amount of data (Fig. 1). All processing results per
organism are available in the supplementary material.

The analysis of the results obtained herein allowed verification of the efficiency of the adopted Cuckoo Filter
probabilistic data structure, as it proved effective in removing read redundancies from the raw files, besides show-
ing optimal memory usage for task processing. The NGSReadsTreatment tool is capable of handling single-end
and paired-end files, and is available in two versions: one with a graphical interface and control of processing
status through a database. Thus, in case of some kind of error or if the user wishes to interrupt processing, it can
be resumed. A version without a graphical interface is also available.

The NGSReadsTreatment presented the same behavior in the analysis of both real data and simulated data.
The simulated dataset results show the efficiency of the NGSReadsTreatment in the removal of the reads redun-
dancies as listed in Table 3.

Thus, it is concluded that NGSReadsTreatment has proven to be an efficient tool in removing redundancy
from NGS reads, thus being an alternative in the execution of this task even if the user does not have high com-
putational resources.
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FastUniq | ParDRe | MarDre | CD-HIT-DUP | Clumpify
Organism 1.1 2.2.5 1.3 4.6.8 (bbmap) NGSReadsTreatment
%zfg)ﬁ?;tziigglztgggrculosis variant bovis BCG str. Korea 1168P - 1272 NP 1474 2173 771 537
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 - Platform HiSeq2500 1278 NP 1533 2153 538 538
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 - Platform HiSeq2500 1583 NP 1632 2660 558 537
Arcobacter halophilus strain CCUG 53805 - Platform HiSeq2500 | 832 NP 1250 1363 569 536
Ig/gfg)hrc;cltigitm tuberculosis variant bovis BCG str. Korea 1168P - 143 NP NP 477 337 534
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 - Library 454 143 NP NP 476 262 534
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 - Platform 454 177 NP NP 598 400 533
Arcobacter halophilus strain CCUG 53805 - Platform 454 96 NP NP 321 264 536

Table 4. Memory amount used by each tool in megabyte for each simulated dataset. NP - not processed owing
to errors.

Amount of memory usage by computational tool

W FastUniq 1.1
HS25MicoKorea1168P_300 W MarDre1.3
CD-HIT-DUP 4.6.8
B Clumpify (bbmap)
B NGSReadsTreatment

HS25MicoKorea1168P_200

HS25MicoKorea1168P_100

HS25MicoKZN_4207_300

HS25MicoKZN_4207_200

Dataset Name

WWW

HS25MicoKZN_4207_100

HS25Ecoli0103_H2_300

HS25Ecoli0103_H2_200

HS25Ec0li0103_H2_100

o

2000 4000 6000
Memory usage

Figure 1. Evaluation of memory usage for each computational tool in the processing of simulated datasets.

Methodology

Programming language and database. NGSReadsTreatment was developed in JAVA language (http://
www.oracle.com/) and the Swing library was used to create the graphical interface (http://www.oracle.com/).
Maven (https://maven.apache.org/) was used for dependency management and build automation. Its main fea-
tures include the following (among others): simplified project configuration following best practices, automated
dependency management, and JAR generation with all the dependencies used in the project. The project manage-
ment was performed with SQLite version 3 (https://www.sqlite.org/).

Redundancy removal. Cuckoo Filter'® was used to remove redundancies from the reads in the raw files. It
is a quick and effective probabilistic data structure for cluster association queries. Developed by Fan, Andersen,
Kaminsky, and Mitzenmacher, Cuckoo Filter emerged as an enhancement to Bloom Filter!!, introducing support
for dynamic item deletion, improved search performance, and improved space efficiency for low false-positive
applications.

The Cuckoo Filter uses cuckoo hashing'? to resolve collisions and basically consists of a compact cuckoo hash
table that stores the fingerprints of inserted items. Each fingerprint is a string of bits derived from the hash of the
item to be inserted.

A cuckoo hash table consists of a two-dimensional array where the rows correspond to the associative units
called buckets and their cells are called slots. A bucket can contain multiple slots and each slot is used to store a
single fingerprint of predefined size'. For example a cuckoo filter (2,4) has slots that store 2-bit fingerprints and
each table bucket can hold up to 4 fingerprints.

In the process of removing redundancy is generated for each read a fingerprint and checked if it is contained
in the cuckoo hash table, if the answer is false the fingerprint is inserted into the table and the read is stored in a
text file, otherwise the read is discarded.

It is worth mentioning that these probabilistic structures'® do not provide false negatives, which allows greater
efficiency in the removal of duplicate reads from the raw file.

Evaluation of computational cost. Linux’s time software (http://man7.org/linux/man-pages/man1/
time.1.html) was used to generate statistics for a command, shell script, or any executed program. The statistics
included the time spent by the program in the user mode, the time spent by the program in the kernel mode,
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SRA Access File size by | Total of Reads | Type
Organism number Dataset by Dataset Library | Platform
Escherichia coli RR1 SRR2014554 8192MB 24248885 Paired Ilumina HiSeq 2000
Escherichia coli 042 ERR007646 2406MB 14110696 Paired (Illumina Genome Analyzer
Escherichia coli P12b SRR2000272 1350MB 2990758 Paired Ilumina MiSeq
Escherichia coli KLY SRR1424625 1682MB 6886668 Paired Ilumina HiSeq 2000
Escherichia coli O25b:H4-ST131 SRR933487 1070MB 3214312 Paired Ilumina Genome Analyzer IIx
Kineococcus rhizosphaerae DSM 19711 SRR6479489 2048MB 5641334 Paired Tllumina HiSeq 2500
Kineococcus xinjiangensis DSM 22857 SRR6479482 2168MB 5971022 Paired Ilumina HiSeq 2500
Mycobacterium tuberculosis F11 SRR974839 1936 MB 7279254 Paired Tllumina HiSeq 2000
Mycobacterium tuberculosis XDR KZN 4207 | SRR1144800 1884MB 7033428 Paired (Illumina HiSeq 2000
Arcobacter halophilus SRR7587111 588MB 670813 Paired 454 Titanium
Rhodopirellula baltica SRR7819959 1984MB 3207713 Single Ton Torrent
Escherichia coli O157:H7 in Romania ERR2375157 | 1201MB 2106268 Single Ton Torrent
Rathayibacter tritici SRR6799098 157MB 160403 Single 454 Junior
Salmonella enterica SRR7905974 2990MB 163468 Single PacBio
Staphylococcus aureus SRR7739756 1336MB 86389 Single Oxford nanopore Minlon
Pseudomonas aeruginosa ERR2162181 246MB 1146696 Single SoliD 5500

Table 5. Organisms and SRA number used to validate NGSReadsTreatment.

Organism Coverage | Dataset Name
Mycobacterium bovis BCG str. Korea 1168P | 300x HS25MicoKoreal168P_300
Mycobacterium bovis BCG str. Korea 1168P | 200x HS25MicoKoreal168P_200
Mycobacterium bovis BCG str. Korea 1168P | 100x HS25MicoKoreal168P_100
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 300x HS25MicoKZN_4207_300
Mycobucterium tuberculosis KZN 4207 200x HS25MicoKZN_4207_200
Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 100x HS25MicoKZN_4207_100
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 300x HS25EcoliO103_H2_300
Escherichia coli 0103:H2 str. 12009 200x HS25EcoliO103_H2_200
Escherichia coli O103:H2 str. 12009 100x HS25EcoliO103_H2_100

Table 6. Generation of simulated data with different coverage.

and the average memory usage by the program. The output was formatted using the -f option or the TIME envi-
ronment variable. The string type format was interpreted in the same way as printf, where common characters
were copied directly whereas special characters were copied using \t (tab) and \n (new line). The percent sign is
represented by %% (otherwise, % indicates a conversion'?).

Raw data download. Fastq-dump version 2.9.2 (https://edwards.sdsu.edu/research/fastq-dump/) was used
to download the NCBI-SRA database files in fastq format.

Tool validation with real datasets. To validate NGSReadsTreatment were used data from sixteen organ-
isms. Two strains of Mycobacterium tuberculosis, two Kineococcus, six strains of Escherichia coli, and one strain of
Rhodopirellula bdltica, Arcobacter halophilus, Rathayibacter tritici, Salmonella entérica, Staphylococcus aureus and
Pseudomonas aeruginosa. Each organism with its SRA number is listed in Table 5. For paired reads the File size by
Dataset and Total of Reads by Dataset represent the sum of tagl and tag2 (Table 5).

Tool validation with simulated datasets. Aiming to further validate the tool NGSReadsTreatment
another approach was employed, the use of simulated NGS datasets. The idea is that the tool NGSReadsTreatment
should exhibit the same behavior in both real and simulated data.

To generate the simulated datasets, the ART tool version 2.5.8° was used, which is able to generate simulated
next-generation reads from different platforms, based on a reference in the fasta format. The ART tool can sim-
ulate real sequencing read errors and quality, and it is used to test or benchmark a variety of method or tools for
next-generation sequencing data analysis.

For this validation of the NGSReadsTreatment were simulated reads from sequencing on the Illumina HiSeq
2500 and Roche 454 GS FLX Titanium platforms.

The organisms used as reference to generate the simulated reads were: Mycobacterium bovis BCG str. Korea
1168P (GenBank: CP003900.2), Mycobacterium tuberculosis KZN 4207 (GenBank: CP001662.1), Arcobacter
halophilus strain CCUG 53805 (GenBank: CP031218) and Escherichia coli O103:H2 str. 12009 (GenBank:
AP010958.1). For each of the organisms two sets of reads were generated, one of the Illumina platform and
another of the 454 platform.
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Tool validation with simulated datasets of different coverage. A third validation step was per-
formed, this time using simulated data with different sequencing coverage. The goal was to simulate different
amounts of redundant reads by mimicking the PCR process. We selected as reference the genomes Mycobacterium
bovis BCG str. Korea 1168P (dataset prefix name HS25MicoKoreal 168P) Mycobacterium tuberculosis KZN
4207 (dataset prefix name HS25MicoKZN_4207) and Escherichia coli O103:H2 str. 12009 (dataset prefix name
HS25Ec0liO103_H2).

Each of the reference genomes was used in ART tool version 2.5.8 to generate simulated datasets with 100x,
200x and 300x coverage, respectively. Thus, nine simulated datasets were generated as shown in Table 6.

After this step we use an ad-hoc script (available in https://sourceforge.net/projects/ngsreadstreatment/files/
AnalyzeDuplicatesInFastq.pl) designed to count the number of unique reads in a dataset, this is, reads that appear
only once. The purpose of using this script was to determine if after processing the data, redundant reads were
completely removed, thus ensuring that only unique reads would stay in each dataset. In this way, after each of the
nine datasets were processed by each of the tools, the number of unique reads of each one was counted.

Workstation. The Workstation used to carry out the analyzes has the following configuration: Intel Core
i7-2620M CPU 2.70 GHz with four processing cores, 324 GB HD and 6GB memory.
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