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RESUMO

DA ROZA, Adriano Terra. Comparacao de pipelines computacionais para montagem
de genomas de procariotos com dados de Nanopore. 2026. f. Dissertacdo
(Mestrado) — Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias da Saude. Universidade Federal
do Rio Grande - FURG, Rio Grande.

Desde os primeiros métodos de sequenciamento de DNA, os avangos tecnoldgicos
tém impulsionado a gendmica e ampliado aplicacdes na medicina e na biotecnologia. En-
tre as tecnologias atuais, o sequenciamento nanopore destaca-se pela geracdo de leituras
longas e pela flexibilidade operacional, exigindo, contudo, etapas computacionais robus-
tas para obtencao de montagens gendmicas de alta qualidade.

Este trabalho teve como objetivo comparar pipelines computacionais para monta-
gem de genomas de procariotos a partir de dados Nanopore. Foi realizada uma revisao sis-
tematica da literatura para identificar as ferramentas mais utilizadas nas etapas de basecal-
ling, controle de qualidade, filtragem, montagem e polimento. Com base nesses achados,
foi estruturado um fluxo padronizado aplicado a seis organismos bacterianos (Acinetobac-
ter pittii, Haemophilus haemolyticus, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei, Staphylo-
coccus aureus e Stenotrophomonas maltophilia), totalizando 72 combinacdes por orga-
nismo.

As configuragdes foram comparadas por métricas de completude (BUSCO), con-
tiguidade (N50) e precisao (indels), além do desempenho computacional. O modelo sup
de basecalling apresentou consistentemente os melhores resultados, com valores de com-
pletude (BUSCO) variando de 93,5% a 99,6%, em comparagdo a valores inferiores nos
demais modelos. Em termos de contiguidade, os melhores fluxos atingiram valores de
N50 de até 5.134.685 bp, com montagens frequentemente préximas ao tamanho esperado
dos genomas. A etapa de correcdo de erros com Medaka, isoladamente ou combinada
com Racon, promoveu reducgao significativa na taxa de indels, com valores minimos de até
3,48 indels/100 kb, em contraste com valores superiores a 100 indels/100 kb em cendarios
menos otimizados. As estratégias de filtragem apresentaram impacto limitado sobre as
métricas avaliadas. De forma geral, os resultados indicam que a combina¢do do modelo
sup com polimento baseado em Medaka constitui a abordagem mais eficiente e precisa
para a montagem de genomas bacterianos a partir de dados de sequenciamento Nanopore.

Palavras-chave: Gendmica, organismos bacterianos, sequenciamento, nanopore.
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1 INTRODUCAO

O sequenciamento de acido desoxirribonucleico (DNA) e &cido ribonucleico
(RNA) € uma ferramenta importante na pesquisa bioldgica e médica, sendo essencial
na gendmica (DNA) e na transcriptomica (RNA) [[106]. Esse processo € resultado de uma
série de procedimentos bioquimicos que tém como principal finalidade a determinagdo
da sequéncia de bases nitrogenadas do DNA, que sdo: adenina (A), guanina (G), citosina
(C) e timina (T), podendo também, em determinadas abordagens, permitir a deteccao de
modificacdes quimicas nas bases, como metilagdes [[139].

Um progresso considerdvel foi feito desde que os primeiros métodos para iden-
tificar nucleotideos em cadeias de DNA foram propostos na década de 1970, incluindo
o método quimico de Maxam e Gilbert [97/] e o método de terminacdo de cadeia desen-
volvido por Sanger e Coulson [130]. Este periodo foi marcado por pesquisas que tinham
por objetivo decifrar os primeiros genes e depois genomas inteiros, gerando o campo da
genOmica [1].

O desenvolvimento de novas tecnologias e sensores tem impulsionado a evolugao
das plataformas de sequenciamento, resultando em sucessivas geracoes de sequenciadores
com maior qualidade de leitura, maior volume de material genético processado por ensaio,
reducdo do tempo de execucdo e melhor custo-beneficio [S2]. Nesse cendrio, a gendmica
consolidou-se como uma area central para a medicina moderna, evidenciada tanto pelo
impacto do Projeto Genoma Humano [/1]] quanto, mais recentemente, pela rapida geracao
de dados e aplicacdes clinicas durante a pandemia de COVID-19, quando o sequencia-
mento e a andlise gendmica contribuiram para o desenvolvimento e a implementacao das
vacinas de mRNA contra o SARS-CoV-2 [[114].

O sequenciamento gendmico constitui, portanto, uma ferramenta essencial, em-
bora ainda em constante evolucdo, para a identificacdo, o diagndstico e o acompanha-
mento de doencas, além de desempenhar papel estratégico em aplicagdes biotecnoldgicas.
Essa abordagem permite a caracterizacdo de microrganismos, a investigacao de meca-
nismos de resisténcia e viruléncia e o desenvolvimento de novos produtos e processos
industriais, ampliando as possibilidades de inovagdo em saude e biotecnologia [137]].

Os métodos descobertos por Sanger e Alan R. Coulson [130], e Maxam e Gilbert
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[97] na década de 70, que possibilitou o sequenciamento do DNA, também desencadeou
uma sequéncia de inovagdes tecnoldgicas. Tais inovacdes possibilitaram o sequencia-
mento de genomas completos, requerendo pequenas quantidades de DNA e eliminando
as etapas de clonagem bacteriana, anteriormente necessdrias [95]. A partir disso, varios
projetos-chave ajudaram a impulsionar a drea nos anos 80, como por exemplo: o se-
quenciamento dos virus bacterianos phi X174 [127, [128] e lambda [129], o virus ani-
mal SV40 [47] e da mitocondria humana [7]. Esses projetos comprovaram a viabilidade
de montar pequenos fragmentos de sequéncia em genomas completos e demonstraram
o valor da caracterizagdo abrangente do conteudo génico dos organismos, contribuindo
para a proposta do ’Projeto Genoma Humano”. O sequenciamento do genoma humano
foi uma conquista histérica que revolucionou a compreensao da biologia humana, per-
mitindo avancos no entendimento da base genética de caracteristicas e doengas, bem
como da histéria evolutiva [53, 54]. Esses avancos estavam relacionados a capacidade
de que visdes globais dos genomas poderiam acelerar muito a pesquisa biomédica, per-
mitindo que os pesquisadores abordassem problemas de forma abrangente e nao direci-
onada por hipéteses prévias; e que a criagao de tais visdes globais exigiria um esfor¢co
comunitdrio na construcdo de infraestrutura, diferente de qualquer tentativa anterior na
pesquisa biomédica [1]].

Ha atualmente diferentes tecnologias de sequenciamento. Plataformas de sequen-
ciamento de leitura curta produzem leituras de centenas de pares de bases de compri-
mento. As principais plataformas de leitura curta sdo os métodos Sanger e Next Gene-
ration Sequencing (NGS). O método Sanger, desenvolvido na década de 1970, é baseado
na terminac¢do de cadeia por dideoxinucleotideos (ddNTPs) e possui alta precisao, no en-
tanto, sua baixa escalabilidade limita sua aplicacdo a fragmentos pequenos, tornando-o
limitado para aplicacdes em larga escala, como o sequenciamento de genomas completos
[130]. Com a introducao do NGS, tecnologias como Illumina revolucionaram o campo,
permitindo o sequenciamento massivo de milhdes de fragmentos curtos simultaneamente,
reduzindo custos e aumentando a velocidade, embora a dependéncia de montagem de lei-
turas curtas ( 100-300 pb) possa dificultar a resolucio de regides repetitivas e variantes
estruturais. [57].

As tecnologias ONT e PacBio permitem a leitura de fragmentos muito maiores
(10 kb e até 100 kb no caso da ONT), sendo altamente vantajosas para montagem de
novo e analise de variantes complexas. Nos ultimos anos, tem se popularizado o sequen-
ciamento Oxford Nanopore Techmologies (ONT). Esse sequenciador fornece leituras lon-
gas, portabilidade e analise em tempo real [131]]. O equipamento MinION, da Nanopore
Oxford Technologies, lancado em 2014, consiste em detectar de forma ativa diretamente
os nucleotideos de uma fita simples de DNA, pois essa molécula atravessa um nanoporo
constituido por proteinas, o qual é estabilizado em uma membrana eletricamente resis-

tente [19]. Uma voltagem € repassada a essa membrana e, desta maneira, os sensores
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detectam na corrente idnica pelos nucleotideos que ocupam o poro em tempo real a me-
dida que a molécula de DNA se desloca, ja que ela interrompe a voltagem através do canal
[S7]. Uma exonuclease € utilizada para que o DNA se mantenha em fita simples e para
a clivagem de nucleotideos [31]. Esse método de sequenciamento apresenta multiplas
vantagens em relacdo aos outros ja existentes, uma dessas vantagens € o tamanho muito
menor em relagdo aos outros sequenciadores o que permite sua utilizacdo em diferentes
contextos laboratoriais e aplicagdes descentralizadas [168]]. Com isso, € possivel identi-
ficar que ao longo do tempo e com o desenvolvimento da tecnologia, esse processo foi
sendo modificado e aperfeicoado, buscando melhor qualidade e menor tempo de sequen-
ciamento [137]].

Quando comparamos os métodos de leitura curta (Sanger, Illumina) com os
métodos de leitura longa (PacBio, Nanopore), essas tecnologias apresentam taxas de erro
mais elevadas em comparagdo com NGS, necessitando de estratégias de polimento para
aumentar a precisao das sequéncias. Plataformas baseadas em NGS, como Illumina, apre-
sentam taxas de erro tipicamente inferiores a 0,1%, enquanto tecnologias de leitura longa,
como ONT e PacBio, historicamente apresentaram taxas entre 5-15%. Com quimicas
recentes e modelos de basecalling mais novos, muitos estudos relatam valores na faixa de
2-5%, mas isso depende fortemente do modelo, do tipo de poro e do pipeline. [[158,124].

Como resultado desses avancos no sequenciamento de genes e genomas, uma ele-
vada quantidade de dados passou a ser gerada, o que demandou o desenvolvimento de
recursos computacionais capazes de processar, armazenar e analisar essas informagdes
em larga escala [35, 23]. Nesse contexto, surgiram bancos de dados publicos, como o
GenBan [34]], um repositério puiblico que, na sua Release 269.0 (dezembro de 2025),
contém cerca de 49,7 trilhdes de pares de bases de sequéncias distribuidos em aproxima-
damente 12,3 bilhdes de registros de sequéncias, representando um crescimento continuo
dos dados publicos de nucleotideos. O intercambio diario de dados com o European Nu-
cleotide Archive e o Banco de Dados de DNA do Japao (DDBJ) garante uma cobertura
mundial [132]]. Desde a sua criacao hd 40 anos, o GenBank foi pioneiro nos principios da
ciéncia aberta e do compartilhamento de dados, e os apoia como descrito pelos principios
FAIR (permitido, acessivel, interoperavel e reutilizdvel) [160]. Como banco de dados
publico, o GenBank preserva o registro cientifico, a integridade desse registro e o conhe-
cimento associado a dados de sequéncia que os pesquisadores geram ao longo do tempo
através da reutilizacao desses dados.

A montagem de um genoma é um processo bioinformdtico que visa reconstruir a
sequéncia original do DNA de um organismo a partir de pequenos fragmentos lidos por
um sequenciador. Esse fluxo de trabalho inicia-se com a extragdo e coleta de material
bioldgico purificado, seguida pelo preparo de bibliotecas e o sequenciamento propria-

mente dito. No caso da tecnologia ONT, o processamento exige uma série de etapas

Thttps://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
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computacionais intensivas: primeiro, o basecalling converte os sinais elétricos brutos (ar-
quivos pod5 ou fastS) em sequéncias de nucleotideos (fastq), utilizando modelos de redes
neurais como Guppy ou Dorado (em niveis de precisao Fast, HAC ou SUP) [111, [110].
Em seguida, os dados passam por um rigoroso controle de qualidade e filtragem (ex: Na-
noPlot e Filtlong) para remover reads curtas ou de baixa qualidade, antes de serem subme-
tidos a algoritmos de montagem de novo, como o Flye, que € responsavel por organizar os
fragmentos de forma continua [157]]. Para corrigir erros inerentes a tecnologia de poros,
o rascunho do genoma € refinado por etapas de polimento (polishing) com ferramentas
como Racon [151]] (baseado em alinhamento) e Medaka [[112]] (baseado em modelos neu-
rais especificos para a flow cell), garantindo que a sequéncia final atinja alta acuricia e
completude bioldgica.

Em paralelo aos avancos nos métodos de sequenciamento e andlise de dados
genOmicos, doengas bacterianas continuam a ser uma causa importante de morbidade
e mortalidade entre humanos e animais. Bactérias patogénicas incluem uma ampla gama
de organismos que empregam mecanismos variados na patogénese [[144]. O planejamento
de intervencoes terapéuticas contra doencas bacterianas requer uma boa compreensao dos
mecanismos utilizados por esses patdgenos para causar doencas [[143]. O advento do se-
quenciamento do genoma, juntamente com avangos na andlise bioinformética, proporci-
onou conhecimentos importantes sobre patdgenos bacterianos, incluindo sua evolugao,
ecologia e mecanismos de patogenicidade. Os genomas bacterianos sdo dinamicos e
estdo expostos a diversos eventos genéticos, incluindo mutacgdes, duplicagdes, inversoes,
transposicdes, recombinagdes, insercoes e delecdes. A aquisi¢cdo de genes por trans-
feréncia horizontal desempenha papel relevante na adaptacao desses organismos, podendo
conferir novas capacidades metabdlicas, como resisténcia a antibidticos e fatores de vi-
ruléncia [72]. Nesse contexto, a correta identificacdo e caracteriza¢ao do contetido génico
dependem diretamente da qualidade das etapas de sequenciamento, montagem e anotacao
genOmica. Limitacdes nessas etapas podem comprometer a predicdo da presenca ou
auséncia de genes, afetando a interpretacdo da dindmica evolutiva e funcional desses or-
ganismos [145].

Os genomas de procariotos constituem um modelo particularmente adequado para
a avaliacao de pipelines de sequenciamento e montagem gendmica [6]. Em geral, apre-
sentam tamanhos relativamente reduzidos, variando aproximadamente entre 0,5 e 10 Mb
(Megabases), alta densidade gé€nica e organizacdo estrutural mais simples quando com-
parados aos genomas eucariotos. Esses genomas sdo majoritariamente compostos por
regides codificadoras, frequentemente correspondendo a mais de 85% do total do genoma,
e caracterizam-se pela auséncia ou raridade de introns, o que resulta em uma arquitetura
gendmica compacta [11]]. Além disso, muitos procariotos possuem um inico cromossomo
circular, frequentemente acompanhado por plasmideos, facilitando etapas de montagem

e anotacdo genOmica [93]]. Essas caracteristicas tornam os genomas procariotos especi-
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almente apropriados para andlises comparativas de desempenho, acuricia e robustez de
diferentes estratégias computacionais aplicadas ao sequenciamento por ONT [123]].

Nesse contexto de expansao das tecnologias de sequenciamento de leitura longa,
a cresecente disponibilidade dessas tecnologias refor¢a a necessidade de avaliar critica-
mente pipelines computacionais e ferramentas bioinformaticas adequadas ao processa-
mento e a andlise de dados gerados por sequenciamento Nanopore.

Diante da rdpida evolugdo das ferramentas de bioinformadtica e da diversidade de
algoritmos disponiveis para o processamento de leituras longas, torna-se necessario esta-
belecer critérios claros de escolha para otimizar a acurdcia dos genomas montados. Além
disso, estudos [56}[165] destacam a falta de consenso na literatura sobre as estratégias de
montagem de genomas procariotos mais adequadas, utilizando dados de sequenciamento
de nanopore. Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo comparar o desem-
penho e a qualidade de diferentes pipelines computacionais utilizados na montagem de
genomas de procariotos a partir de dados de sequenciamento gerados por plataformas
ONT. Busca-se, especificamente, avaliar o impacto de diferentes modelos de basecal-
ling e etapas de polimento sobre a continuidade e a completude bioldgica das sequéncias
consensos, fornecendo subsidios para a sele¢dao de fluxos de trabalho mais eficientes em

termos de custo-beneficio computacional.

1.1 Objetivo Geral

Comparar o desempenho e a qualidade de diferentes pipelines computacionais
utilizados na montagem de genomas de procariotos a partir de dados de sequenciamento

gerados por plataformas da Oxford Nanopore Technologies (ONT).

1.2 Objetivos Especificos

* Identificar pipelines computacionais e ferramentas de bioinformatica utilizadas nas
diferentes etapas do processamento de dados do sequenciamento por ONT, com

foco na montagem de genomas de procariotos.

* Avaliar, comparativamente, o desempenho dos pipelines selecionados quanto a
métricas de qualidade gendmica, incluindo contiguidade, cobertura, precisdo e

completude das montagens.

* Desenvolver um script automatizado para executar diferentes pipelines de andlises

desses dados

» Aplicar diferentes pipelines a conjuntos de dados publicos de sequenciamento de
genomas bacterianos, gerados por tecnologias ONT, visando analisar sua robustez

em distintos contextos bioldgicos.

* Comparar as montagens obtidas com genomas de referéncia, quando disponiveis, a
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fim de verificar a acuricia estrutural e a fidelidade das sequéncias montadas.

1.3 Motivacao

A andlise gendmica tem sido revolucionada devido ao avango das tecnologias de
sequenciamento NGS, especialmente plataformas de leitura longa, como Nanopore. Tais
avancos vém permitindo uma visao mais completa de genomas de procariotos, incluindo
elementos repetitivos e plasmideos. Contudo, a montagem de genomas de procariotos a
partir de dados de leitura longa com nanopore ainda apresenta desafios, como alta taxa
de erro e a escolha de um pipleine bioinformatico adequado. Estudos recentes [S6, [1635]]
destacam a falta de consenso na literatura sobre as estratégias de montagem de genomas
procariotos mais adequadas, utilizando dados de sequenciamento de nanopore. Além
disso, esta pesquisa estd alinhada com as atividades desenvolvidas pelo Grupo de Pes-
quisa Combi-Lab, que atua em biologia computacional, ampliando o escopo de atuagdo
em bioinformatica aplicada a microbiologia [30]. Na agricultura e pecudria, contribui para
programas de melhoramento genético de plantas e animais, auxiliando na identifica¢do de
caracteristicas desejaveis, como resisténcia a doengas ou tolerancia a condi¢cdes ambien-
tais adversas.

Nesse contexto, o presente estudo também se alinha a Agenda 2030 para o Desen-
volvimento Sustentdvel, especialmente aos Objetivos de Desenvolvimento Sustentivel
(ODS) 3 — Satide e Bem-Estar e 4 — Educac@o de Qualidade, conforme as diretrizes do
Programa de P6s-Graduacao em Ciéncias da Satde (PPGCS). A contribui¢ao ao ODS 3
ocorre de forma indireta, uma vez que a sistematizacdo e avaliacdo de pipelines com-
putacionais para montagem de genomas bacterianos favorecem o avango de anélises
genOmicas aplicadas ao estudo de patdgenos, vigilancia gendmica e resisténcia antimicro-
biana, dreas relevantes para a saude publica. Em relacdo ao ODS 4, o trabalho contribui
para a formacao de recursos humanos qualificados em bioinformadtica e gendmica, fortale-
cendo a capacitacao técnica, a produgdo cientifica e a difusdo do conhecimento no ambito
académico, além de apoiar a consolidacdo de competéncias em biologia computacional

aplicadas a microbiologia.

1.4 Organizacao do Texto

No Capitulo 2 sera apresentado o Referencial tedrico, onde os principais conceitos
sobre sequenciamento, principalmente nanopore, serao abordados. Entre eles, estdo a
linha do tempo e a evolucgdo dessas tecnologias ao longo das geragdes, os tipos de arquivos
utilizados no processo de sequenciamento, € 0s principais passos envolvidos na montagem
de genomas de procariotos com dados de nanopore. Também € apresentada uma secao
que indica as principais aplicacdes dessa tecnologia.

O Capitulo 3 demonstra a Metodologia utilizada neste projeto para realizar a etapa

de revisao sistematica da literatura, indicando um passo a passo seguido para desenvolver
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uma revisao, que resultou na leitura completa de 53 artigos que comparam diferentes pipe-
lines computacionais para anélise de dados de sequenciamento nanopore, especificamente
para organismos bacterianos. A partir disso, foram identificados os principais fluxos e
ferramentas empregados nos estudos. Em seguida, é descrito como ocorreu a instalagao
dessas ferramentas em dois ambientes distintos, desktop e cluster. Nesse capitulo também
€ abordado como ocorreu a obtencdo de dados publicos de organismos procariotos. A
partir desses dados ocorreu a preparacdo de um script para automatiza¢ao do processo e
a execucdo desses fluxos. Por fim € descrito como foi feita a andlise desses resutados.

O Capitulo 4 apresenta os Resultados obtidos ap0s a leitura dos 53 artigos seleci-
onados na revisdo. Um levantamento da frequéncia das ferramentas utilizadas para cada
etapa de um pipeline para dados de sequenciamento ONT. Nesse mesmo capitulo € apre-
sentado um fluxograma evidenciando a ordem dessas etapas, € os arquivos de entrada e
saida para cada uma delas. Com isso, € feita uma andlise dos fluxos e ferramentas em-
pregados nesse processo, € a partir disso, 72 fluxos diferentes sdo analizados para cada
organismo. Por fim, é feita uma compara¢cdo dos melhores fluxos entre os organismos
comparando a qualidade e o custo computacional nos fluxos de montagem.

O Capitulo 5 € a conclusao do trabalho, onde € discutido os principais resultados
oriundos dessas 72 combinacdes de estratégias para o processo de andlise dos dados de 6

organismos diferentes.



2 REFERENCIAL TEORICO

Neste capitulo, sdo apresentados os principais sequenciadores, com enfoque no
funcionamento do Nanopore. Serao apresentados os principais formatos de arquivo e
etapas envolvidas no sequenciamento com o Nanopore. Por fim, sdo descritas algumas

aplicagdes para o uso de sequenciamento com o Nanopore.

2.1 Sequenciadores

A tecnologia de sequenciamento passou por trés estagios de desenvolvimento. Di-
ferentes tecnologias t€m sido propostas ao longo do tempo para realizar o sequenciamento

de genes e genomas, conforme resume a figura I}

Geragdes de sequenciadores

PACBIO EOXFORD
NANOPORE

Leituras de
sequéncias de
até dezenas de
qui|obcses de

comprimento

SANGER E GILBERT
Leituras de
sequéncias de
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nucleotideos de
comprimento

1* GERACAO 2* GERACAO
(D C#{I,:;A DE (2005

454- ROCHE, ILLUMINAE
SOLID

Leituras de

P .
sechuencms de até
milhares a milhses
de nucleotideos
de comprimento

Figura 1: Comparacao entre as geracdes de sequenciadores quanto ao comprimento das

leituras de sequéncias.
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2.1.1 Sequenciamento Sanger (1° Geracao)

O método proposto por Sanger, desenvolvido na década de 1970, é amplamente
reconhecido como a principal tecnologia de sequenciamento de primeira geracao [161].
Paralelamente, o método quimico de Maxam e Gilbert também foi proposto no mesmo
periodo, embora tenha tido uso mais limitado devido a sua complexidade e ao uso de
reagentes toxicos. Segundo Heather et al. (2016) [61], essas abordagens iniciais permi-
tiam a obtencdo de leituras relativamente curtas, variando de dezenas a algumas centenas
de nucleotideos, dependendo do método e das condi¢des experimentais. A estratégia de
sequenciamento shotgun, sugerida por Staden em 1979 [[141] baseia-se na fragmentagdo
aleatéria do DNA em multiplos segmentos menores, que sao posteriormente sequenciados
e remontados computacionalmente. Essa abordagem foi utilizada na montagem de geno-
mas de novo, como no caso do bacteriofago lambda ja em 1982 [129]. Apos o sequencia-
mento dos fragmentos, algoritmos de montagem identificam regides de sobreposic¢ao entre
as leituras, permitindo a reconstrucdo da sequéncia original. [141]]. Em 1987, surgiram os
primeiros sistemas automatizados de sequenciamento pelo método de Sanger, baseados
em deteccdo por fluorescéncia, descritos em trabalhos classicos como os de Hood et al.
e Connell et al. [140, 33]. Esses sistemas iniciais permitiam a obtencdo de leituras de
algumas centenas de bases por reacdo, sendo que leituras proximas a 1000 pb passaram
a ser alcangadas posteriormente, com o aprimoramento das plataformas e das condi¢des
experimentais.

Nesse método, o processo comeca com a amplificacio do DNA alvo por PCR,
seguida da reacdo de sequenciamento, que envolve a adi¢do de nucleotideos normais
(dNTPs) e nucleotideos modificados, os didesoxinucleotideos (ddNTPs), que causam a
terminacdo da cadeia de DNA quando incorporados. Cada ddNTP € marcado com um
fluoréforo, permitindo a deteccao das diferentes bases (A, T, C, G). Apds a terminagdo
da cadeia, os fragmentos de DNA sdo separados por eletroforese capilar, e a sequéncia é
determinada com base na ordem dos nucleotideos [130]. Em resumo, os reads no sequen-
ciamento pelo método de Sanger sdo gerados pela incorporacdo aleatoria e controlada de
ddNTPs durante a sintese do DNA, criando uma populagao de fragmentos de diferentes
tamanhos, que sdo entdo separados e lidos com base na fluorescéncia dos ddNTPs termi-
nais. Uma read € a unidade bésica de informagdo gerada por um sequenciador. Imagine
que o genoma de uma bactéria € um livro inteiro. O sequenciador ndo consegue ler o
livro do comego ao fim de uma vez s6, em vez disso, ele ”’1€”pequenos trechos aleatérios
do texto. Cada um desses trechos individuais de sequéncia de DNA (as letras A, C, T e
G) que a méquina entrega é chamado de read. Essa técnica € altamente precisa e € ideal
para sequenciamento de genes individuais ou pequenas regides do genoma. No entanto,
apresenta limitagdes em termos de custo, tempo e capacidade de gerar grandes volumes

de dados, especialmente quando comparada com as tecnologias de sequenciamento NGS.
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2.1.2 Next Generation Sequencing (NGS) (2% Geracao)

Os métodos de sequenciamento de segunda geracdo (2005) revolucionaram o se-
quenciamento de DNA, permitindo o sequenciamento simultaneo de milhares a milhdes
de fragmentos de DNA.Esses métodos diferem do sequenciamento Sanger tradicional
em sua capacidade de realizar sequenciamento em paralelo. Entre essas tecnologias,
destacam-se plataformas como Illumina, que atualmente representam o padrdao mais am-
plamente utilizado, enquanto outras, como 454-Roche e SOLiD, tiveram importancia
histérica no desenvolvimento do sequenciamento de nova geracao [117]. O NGS propde
uma nova maneira de sequenciamento constituindo vérias abordagens que dependem
da fusdo da preparacdo do molde, determinacdo da ordem das bases, alinhamento de
sequéncias e montagem do genoma [99].

Para preparar a biblioteca no sequenciamento illumina, o DNA gendmico € frag-
mentado em pedagos pequenos. Adicionam-se adaptadores sintéticos as extremidades dos
fragmentos, que permitirdo sua fixacdo em uma superficie sélida (flow cell) e o reconhe-
cimento pelos primers. Em seguida, os fragmentos de DNA ligam-se a flow cell, que
contém oligonucleotideos complementares aos adaptadores. O DNA ligado forma uma
ponte com outra regido da flow cell, e através de sucessivas rodadas de amplificagdo por
polimerase, formam-se clusters clonais de fragmentos idénticos, aumentando o sinal de-
tectavel, e cada cluster é sequenciado simultaneamente. Durante cada ciclo, nucleotideos
marcados com fluor6foros e bloqueadores 3’ sdo incorporados pela DNA polimerase.
Ap0s a incorporacdo de cada base, um laser excita o fluor6foro, e uma camera registra o
sinal fluorescente, identificando a base adicionada, e em seguida, o bloqueador é remo-
vido quimicamente, permitindo a adicdo do préximo nucleotideo no préximo ciclo. Esse
processo € repetido por centenas de ciclos, gerando reads curtos (tipicamente de 100 a 300
pb). Por fim, o software da plataforma converte os sinais de fluorescéncia em sequéncias
de bases nitrogenadas, gerando leituras (reads) correspondentes aos fragmentos de DNA
sequenciados [57].

Uma grande vantagem do NGS sobre os métodos tradicionais de detec¢do de
mutagdo € a capacidade de sequenciar multiplos genes e destacar milhdes de variantes
simultaneamente. Outras vantagens incluem entrada minima de DNA, tempo de res-
posta mais rapido; o NGS revolucionou a velocidade da descoberta genética e gendmica e
avancou nossa compreensao dos mecanismos moleculares da doenga e potenciais opcoes
de tratamento. Avancos técnicos nesses métodos de sequenciamento (substituindo a
radiomarcacao por corantes fluorescentes e eletroforese em gel por eletroforese capilar)
introduziram automacao nas abordagens de sequenciamento € aumentaram o volume de

sequenciamento para varios milhares de pares de bases em uma tnica execugao [89].
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2.1.3 Oxford Nanopore Technologies (ONT) (3" Geracao)

As tecnologias de sequenciamento de terceira geragdo representam 0OS mais re-
centes avangos no sequenciamento de DNA, oferecendo novas abordagens que superam
as limitacdes das geracdes anteriores. Estas tecnologias permitem o sequenciamento de
leitura longa de fragmentos de DNA muito maiores em compara¢cdo com métodos anteri-
ores. Os exemplos incluem o sequenciamento PacBio, que usa uma abordagem de single
molecule real-time (SMRT) com nucleotideos marcados com fluorescéncia, permitindo o
sequenciamento de leitura longa de fragmentos de DNA de até dezenas de quilobases de
comprimento [124]. Outra tecnologia é o sequenciamento Oxford Nanopore, baseado na
tecnologia nanopore, onde uma molécula de DNA de fita simples passa através de um
nanopore ¢ as mudancas na corrente elétrica sdo medidas para determinar a sequéncia
do DNA. O sequenciamento Oxford Nanopore fornece leituras longas, portabilidade e
andlise em tempo real [131]. Com isso, é possivel identificar que ao longo do tempo e
com o desenvolvimento da tecnologia esse processo foi sendo modificado e aperfeicoado
buscando melhor qualidade e menor tempo de sequenciamento [[137]. Essa tecnologia
serd detalhada na sec¢do[2.2]

2.2 Nanopore - Funcionamento

Oxford Nanopore Technologies (ONT) € uma tecnologia de sequenciamento de
molécula unica baseada em nanoporos. A terceira gerac¢do da tecnologia de sequencia-
mento de genes foi a combinacgdo entre a tecnologia de engenharia genética e a tecnologia
auxiliada por computador. A ONT utilizou de forma inovadora a tecnologia de nanoporos
para determinar as sequéncias de bases a partir das varia¢des na corrente elétrica geradas
quando o DNA atravessa o nanoporo. [102].

O primeiro protétipo, MinlON, foi lancado em 2014 [10]. A plataforma atuali-
zada, PromethION, foi lancada em 2015 com rendimento aprimorado. Duas versdes do
PromethION, denominadas ProtheION 24 e 48, integram 24 e 48 tanques de fluxo, res-
pectivamente. Com o nimero crescente de tanques de fluxo em comparag¢do ao MinlON,
o sistema PromethION pode produzir até 7,6 Tb de dados, enquanto o MinlON pode ge-
rar apenas 50 Gb em 72 horas de operagdo. O sistema de reacdo para sequenciamento
de nanoporos € realizado em uma célula de fluxo, na qual dois compartimentos cheios
de solucdo idnica foram separados por membranas contendo 2048 (MinlON) ou 12.000
(PromethION) nanoporos [87]. O sequenciamento por ONT baseia-se na passagem de
moléculas de DNA em fita simples (ssDNA) através de um nanoporo bioldgico, geral-
mente constituido por proteinas formadoras de poro inseridas em uma membrana sintética
eletricamente resistente. Associada ao nanoporo, uma proteina motora (motor protein) €
responsavel por controlar a velocidade de translocacdo da molécula de DNA através do

poro, permitindo que o sinal elétrico seja medido de forma estivel. A medida que o DNA
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atravessa o nanoporo, diferentes combinagdes de nucleotideos presentes simultaneamente
no interior do poro alteram a corrente i0nica de maneira caracteristica, gerando um sinal
continuo que € posteriormente interpretado por algoritmos de basecalling [158]]. A ima-

gem 2] mostra um esquema grafico desse processo.

DNA

Membrana
° Nanopore
|

T R T e ey ey T TSI i A eI i
PR A A

Corrente Sinal bruto

elétrica

............... -
AGTCCCTGAATCGA

Figura 2: Esquema do processo de sequenciamento ONT

Nos protocolos atualmente utilizados, o sequenciamento por nanoporo € realizado
predominantemente a partir de moléculas de DNA em fita simples. Em versoes iniciais da
tecnologia, estratégias baseadas em leituras bidirecionais (2D reads), nas quais ambas as
fitas de uma molécula dupla eram sequenciadas consecutivamente, foram exploradas com
o objetivo de aumentar a precisdo. No entanto, essas abordagens foram descontinuadas em
favor de métodos mais robustos baseados em modelos de aprendizado profundo aplicados
a leituras de fita simples

A ONT apresenta vantagens relacionadas a capacidade de sequenciamento de
moléculas longas de DNA, alta velocidade de geracao de dados e potencial redugdo de
custos. Utilizando ONT, o comprimento das leituras pode atingir valores elevados, com
relatos de sequenciamento de fragmentos superiores a 1 milhdo de pares de bases.[100].

A seguir serdo discutidos os formatos de arquivos utilizados e gerados pelo se-

quenciamento ONT.

2.2.1 Formatos de arquivos

2.2.1.1 FAST5 e PODS5 (ONT)

O arquivo ONT FASTS5 armazena leituras de sequenciamento contendo os dados
brutos do sinal da série temporal para correntes idnicas e também pode conter a sequéncia

chamada de base. Existem algumas ferramentas disponiveis atualmente especificamente
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para visualizacdo do sinal FASTS e comparacdes sinal-base, que sdo uteis para identificar
anomalias de sinal em regides de interesse [90], [[115].

O formato ONT PODS5 langado recentemente ¢ um formato de dados mais efici-
ente, projetado para substituir o FASTS [98]] . Ele difere do FASTS porque niao contém
informagdes de sequéncia: a sequéncia chamada de base para arquivos PODS5 € armaze-

nada em um arquivo BAM separado.

2.2.1.2 FASTQ

Na area de sequenciamento de DNA, o formato de arquivo FASTQ surgiu como
um formato comum para troca de dados entre ferramentas. Ele fornece uma extensao
simples para o formato FASTA: a capacidade de armazenar uma pontuacdo de qualidade
numérica associada a cada nucleotideo em uma sequéncia [32]. Um arquivo FASTQ
consiste em uma ou mais sequéncias (tipicamente milhdes) com cada sequéncia sendo
representada por um identificador, os pares de base de DNA e a qualidade ou confianca

de cada par de base individual [13]. Um exemplo do formato FASTQ € mostrado na figura

@ERRO00589.41 EAS139_45:5:1:2:111/1
CTTTCCTCCCTGCTTTCCTGGCCCCACCATTTCCAGGGAACATCTTGTCAT
+
SIITIIIIIIITIIII>1IITIIFFOBGOSEOOINIG+&?(4)%00646.C1#&(
@ERROOO589.42 EAS139_45:5:1:2:1293/1
AGTTGTTAAAATCCAAGCCAATTAAGATAGTCTTATCTTTTTAAAAGAAAT
+
ITTIITIGITI.ATITIII=7I9G-/I11=+1=47?761BA2C9I+5A711+&>1%$/1

00 ~J Oy UV f= W b =

Figura 3: Exemplo de um arquivo FASTQ.

Cada leitura € descrita em quatro linhas de texto. A primeira linha, comecando
com ’@’, é um identificador de texto arbitrario. O formato é especifico da méaquina,
mas normalmente € um identificador exclusivo construido unindo o nome da célula de
execugdo/fluxo e a localizacio (coordenadas de faixa, X e Y). A segunda linha contém a
sequéncia de base consistindo de nucleotideos A, C, G e T com o N ocasional. A terceira
linha consiste no caractere '+’ opcionalmente seguido por uma cépia do identificador de
sequéncia (geralmente omitido). A quarta e ultima linha contém as pontuagdes de quali-
dade no formato Phred +33 [45]], ou seja, cada caractere ASCII representa uma pontuagcao
de qualidade Phred (Q). O valor do caractere é calculado como: ASCII=33+Q, o valor Q
¢ calculado usando a féormula: @) = 10 % log19(p) onde () = pontuacdo de qualidade e p =
probabilidade de erro da base chamada. O intervalo possivel no Phred+33 € de 33 a 126
[13].

Célculo exemplo para Q = 30:

ASCII = 33 + 30 = 63 que corresponde ao caractere *?’
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p=10"¢/10 =103/ = 10~% = 0,001

Ou seja, hd 0,1% de chance de erro na leitura dessa base.

A maioria das ferramentas gera arquivos FASTQ sem quebra de linha da sequéncia
e da string de qualidade. Isso significa que cada leitura consiste em exatamente quatro

linhas (as vezes linhas muito longas), ideal para um analisador muito simples lidar [32].

2.2.1.3 FASTA

O formato de arquivo FASTA € o formato padrdo baseado em texto. Este formato
FASTA € um dos mais utilizados para armazenar sequéncias bioldgicas, como DNA, RNA
e proteinas. Ele foi introduzido no final da década de 1980 com o programa FASTA de
busca de similaridade de sequéncias [116l]. Um arquivo FASTA pode conter uma ou
multiplas sequéncias. Se o arquivo contiver multiplas sequéncias, pode ser chamado de
arquivo “multi-FASTA” [16]]. Os arquivos FASTA devem seguir um formato de duas
linhas, o qual pode ser repetido para arquivos contendo varias sequéncias. Cada entrada
em um arquivo FASTA segue uma estrutura simples, como mostra o exemplo da figura 4}

*NC_eea962.3:1674202-1675011 Mycobacterium tuberculosis H37Rv, complete genome
ATEACAGGACTOCTAEACGECAAACGGATTCTGOT TAGCGGAAT CATCACCGACTCGTCGATCGCGTTTL
ACATCACACGOOTAGCCCAGGAGCAGOGCGCCCAGCTEOTGCTCACCAEAT TCEACCOOCTECGOCTGAT
TCAGCGCATCACCGACCORCTGCCOGCAAAGGCCCCOCTOCTCOAACTCOACGTGCAAAACGAGRAGTALC
CTEECCAGCTTOACCOGCCaaaToACCGAGGC AT COEEGCa0GCAACAAGCTCEACGOGETEETOCATT
COATTGAGT TCATGCCGCAGACCGOGATOROCATCAACCCATTCTTCRACGCGUCCTACGCGGATOTGTE
CAAGORCATCCACATCTCAACGTATTCATATGCTTCGATGGCCAAGGCGCTACTECCGATCATEAACCCC
GEAGGTTCCATCATCOGCATAEACT TCEACCCGAGLCGaGCEATGCCaECCTACAACTOEATGACGETCG
CCAAGAGCECOT TARAGT CaGTCAACAGET TCATGOCGCGIEAGLCCAGCAAGTACGOTETGLGTTCGAA
TCTCGTTECCGCAGECCCTATCCORACGCTGECGATEAGTGCOATCATCGECaETECC TCGEC0AGEAG
GCCOGCaCCCAGATCCAGCTAC TOGAGGAGGECTGO0AT CAGCGCGCTCCGATCGECTOEAACATOAAGS
ATECOACGCCGOTCACCAAGACOOTATGCOCGCTECTATCTEACTGGCTECCOECGACCACGRETOACAT
CATCTACGCCOACGECOOCGOGCACACCCAATTGCTCTAG

Figura 4: Exemplo de um arquivo FASTA

* A linha de comentério, que comeca com o caractere > e ¢ seguida por informagdes
basicas sobre a sequéncia. Alguns repositérios possuem exigéncias de formato (por
exemplo, o GenBank), contudo ndo ha um padrdo tnico que se aplique a todos
os arquivos FASTA. As informagdes resumidas geralmente incluem um nimero de

acesso unico, o nome do gene, o tipo de sequéncia e o organismo de origem [16].

* A segunda linha contém as letras que representam a sequéncia propriamente dita
[16].

* Um arquivo FASTA é composto por duas partes: a linha de cabecalho (que comeca
com >) e a sequéncia de nucleotideos ou proteinas. Embora o padrdo original

ndo proiba sequéncias em uma unica linha gigantesca, a convencao estabelecida
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desde os primérdios da computagdo bioldgica (especificamente pelo formato Pear-
son/FASTA original) sugere um limite. O Limite Padrao: 60 a 80 Caracteres. A
maioria dos arquivos FASTA (como os que o Flye ou o Medaka geram) quebram
a linha ao atingir entre 60 e 80 caracteres. Isso é devido a legibilidade, pois no
passado, os monitores de computador e editores de texto padrdo tinham larguras
fixas de 80 colunas. Quebrar a linha evitava que o pesquisador tivesse que usar
a barra de rolagem horizontal infinitamente. Outro fator € memoria de processa-
mento, uma vez que muitos algoritmos de bioinformatica antigos liam o arquivo
linha por linha. Ter linhas de tamanho controlado evitava estouros de memoria
RAM ao carregar genomas gigantescos. E por questdo de compatibilidade, alguns
softwares como o0 NCBI BLAST ou o ClustalW foram desenhados esperando esse

formato ’blocagem”[[107].

2.2.1.4 Contigs e Scaffolds

Por meio do processo de montagem de novo, um genoma ¢ montado computa-
cionalmente a partir de leituras (reads) que foram obtidas aleatoriamente e que sdo so-
brepostas. Dependendo de diversos fatores, incluindo a profundidade de cobertura, a
metodologia de sequenciamento e a complexidade do genoma, a sequéncia pode ser mon-
tada em um nimero varidvel, mas geralmente grande, de contigs. Quanto mais fragmen-
tada for a montagem, mais dificil se torna a andlise subsequente. Andlises da ordem
de genes, gendmica comparativa ou funcional, bem como investigacdes sobre padroes
de recombinacdo, todas dependem fortemente de uma montagem com boa continuidade
[167].

Devido a complexidade do genoma e as limitagdes das tecnologias de sequen-
ciamento, os montadores de genoma geralmente produzem primeiro sequéncias longas
fragmentadas (contigs). Em seguida, métodos de scaffolding sao utilizados para inferir as
orientagcdes e ordens entre esses contigs e para produzir algumas sequéncias mais longas
(scaffolds). Apbs obter um conjunto de contigs com a utilizagao de um montador, a fita
de DNA de origem desses contigs é desconhecida, assim como suas localiza¢des no ge-
noma. No entanto, muitos tipos de leituras (reads) podem conectar diferentes contigs, €
essas informacdes podem ser usadas para estimar a distancia aproximada entre dois con-
tigs e se eles estdo na mesma fita. Os métodos de scaffolding aproveitam essas conexoes
para deduzir a ordem e a orientacdo dos contigs. A entrada desses métodos inclui um con-
junto de contigs e um conjunto de leituras, e sua saida final € um conjunto de scaffolds.
Um scaffold compreende alguns contigs ordenados e orientados, e a lacuna entre quais-
quer dois contigs adjacentes € preenchida com caracteres “N”, que representam bases
desconhecidas na sequéncia. Portanto, o scaffold pode tornar a montagem do rascunho
mais completa e contigua, sendo uma etapa importante na montagem do genoma [92].

Antes do scaffolding, duas questdes devem ser consideradas: primeiro a corre¢ao
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dos contigs: geralmente, os contigs usados como entrada nos métodos de scaffolding po-
dem conter montagens incorretas (misassemblies - MA), que podem introduzir conexodes
incorretas entre contigs € complicar o processo de scaffolding. Portanto, € importante
detectar as MA nos contigs, podendo, assim, um contig ser dividido em duas partes no
local da montagem incorreta [92]]. E segundo, a ferramenta de alinhamento: € necessério
utilizar uma ferramenta de alinhamento para alinhar as leituras aos contigs e produzir as
informacodes de ligacao.

Em comparacdo com as tecnologias de sequenciamento de nova geracao (NGS),
o sequenciamento de longo alcance, como o sequenciamento baseado em nanoporos da
Oxford Nanopore Technologies é capaz de produzir reads muito mais longas. Na tecno-
logia de nanoporos, o comprimento da leitura depende do comprimento das moléculas
de DNA a serem sequenciadas [149]. O comprimento maximo de leitura obtido por esse
método pode ultrapassar 1 Mb [[135]. Essas leituras longas podem abranger a maioria das
regides repetitivas do genoma e conectar dois ou mais diferentes, o que melhora signifi-
cativamente a qualidade do scaffolding [3]].

Entretanto, a taxa de erro das leituras longas € em torno de 15 % [1335] [104], tor-
nando dificil obter alinhamentos precisos entre as leituras longas e os contigs. Para essas
leituras propensas a erros, uma alta precisdo de consenso pode ser alcangada por métodos

de corre¢do de erro hibridos ou autocorre¢do, mas o custo computacional é elevado [164].

2.2.2 Principais Etapas da Analise de dados de um sequenciador Nanopore

Definir claramente as principais etapas, o fluxo adequado (pipeline) e os
parametros das ferramentas utilizadas a cada etapa € o principal objetivo desta proposta.
Apesar das vantagens associadas as leituras longas, o sequenciamento por nanoporo apre-
senta limitacdes metodoldgicas importantes. Entre elas destacam-se a presenca de erros
sistemdticos, a dependéncia de alta cobertura para obtencdo de consenso preciso, a sen-
sibilidade a parametros computacionais e a variabilidade de desempenho entre diferentes
versoes de kits, poros e modelos de basecalling. Esses fatores tornam a defini¢do de pi-
pelines padronizados um desafio, reforcando a necessidade de avaliacdes comparativas e
sistemdticas das estratégias computacionais empregadas.

A seguir sdo apresentadas as principais etapas identificadas até o momento para a

andlise de dados completa dos dados gerados por um sequenciador Nanopore.

2.2.2.1 Basecalling

Basecalling, para dispositivos ONT, é o processo de traduzir o sinal bruto que
€ gerado durante o sequenciamento em uma sequencia de DNA [123]. Geralmente é o
passo inicial para analisar sinais de sequenciamento de nanopore. O basecalling é uma
etapa essencial, responsdvel principalmente pela saida do sequenciador e pelas bases que
ele 1€. As ferramentas de software que identificam bases a partir de medi¢Oes de corrente

i06nica sao chamadas de basecallers [106].
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A ONT fornece pacotes consolidados para basecalling, como o Guppy [113]. Atu-
almente, o basecalling de nanopore ainda apresenta uma taxa de erro mais elevada em
comparagao ao sequenciamento de leitura curta, embora avangos recentes tenham redu-
zido significativamente esses valores. Estudos reportam taxas de erro na faixa de aproxi-
madamente 2% a 5%, dependendo do modelo de basecalling, da quimica utilizada e da
qualidade dos dados. Em contraste, plataformas de leitura curta, como a [llumina HiSeq,
apresentam taxas de erro em torno de 0,1% (com a maioria das leituras apresentando Q-
score superior a 30). Cada vez mais esforcos tém sido direcionados para enfrentar esses
desafios e melhorar ainda mais a precisao do basecalling. [166].

Uma dificuldade significativa no basecalling € que o sinal elétrico em um dado
momento € influenciado por multiplos nucleotideos presentes simultaneamente no poro.
Por exemplo, no poro R9.4 da Oxford Nanopore Technologies, aproximadamente cinco
nucleotideos afetam o sinal de corrente a qualquer momento, resultando em 4° = 1024
possiveis estados distintos [158]].

Diferentemente de outras tecnologias de sequenciamento, o sinal gerado no na-
noporo nao corresponde a identificacdo de um tnico nucleotideo por vez, mas sim a in-
fluéncia simultanea de um conjunto de nucleotideos (k-mers) posicionados no interior
do poro. Essa caracteristica aumenta substancialmente a complexidade do processo de
inferéncia, pois diferentes combinagdes de bases podem produzir sinais elétricos seme-
lhantes, contribuindo para erros sistematicos, especialmente em regides homopoliméricas
[158]]

Inicialmente, os algoritmos de basecalling utilizavam Modelos Ocultos de Markov
(HMMs) para modelar a sequéncia de eventos e inferir as bases correspondentes. Com o
avanco da tecnologia, métodos baseados em aprendizado profundo (deep learning), como
redes neurais recorrentes (RNNs) e redes neurais convolucionais (CNNs), passaram a ser
empregados para melhorar a precisdo do basecalling . Esses modelos de aprendizado
profundo sdo treinados com dados de sequéncias conhecidas, permitindo que aprendam a
mapear padrdes de sinal para sequéncias de bases com maior precisao.

Todos os basecallers modernos usam redes neurais, € essas redes devem ser trei-
nadas usando dados reais. A precisao do basecaller pode ser avaliada no nivel de leitura
(precisdo de leitura) ou em termos de precisdo da sequéncia de consenso (precisao de con-
senso). A precisdo de leitura mede a identidade da sequéncia de leituras de basecalling
individuais em relacdo a uma referéncia confidvel. A precisdo de consenso mede a iden-
tidade de uma sequéncia de consenso construida a partir de multiplas leituras sobrepostas
originarias da mesma localiza¢cdo gendmica. A precisdo de consenso geralmente melhora
com o aumento da profundidade de leitura, por exemplo, um consenso construido a partir
de 10 leituras provavelmente serd menos preciso do que um construido a partir de 100
leituras [[158]].

Além dos algoritmos empregados, a quimica do nanoporo exerce influéncia di-
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reta na precisdo do basecalling. Diferentes versdes de poros, como R9.4.1 e R10, apre-
sentam geometrias distintas, afetando a resolucdo do sinal elétrico, especialmente em
regioes homopoliméricas. A quimica R10 foi desenvolvida com o objetivo de melho-
rar a discriminag@o de bases nesses contextos, resultando em perfis de erro distintos em
relacdo a R9. Consequentemente, a escolha da quimica impacta ndo apenas a taxa de erro
observada, mas também a selecio do modelo de basecalling, parametros de filtragem,
estratégias de montagem e etapas de polimento adotadas no pipeline [40].

O software Dorado [[110] representa a geracao mais recente de algoritmos de base-
calling desenvolvida pela ONT, sucedendo o software Guppy com uma arquitetura otimi-
zada para aceleragdo via hardware, especialmente em GPUs (Unidades de Processamento
Grifico). Diferente de seus antecessores, 0 Dorado utiliza modelos de redes neurais pro-
fundas baseadas em arquiteturas de Transformers, o que permite uma tradu¢do mais pre-
cisa dos sinais de corrente i0nica brutos (arquivos pod5) em sequéncias de nucleotideos.
Além da velocidade superior, a ferramenta integra funcionalidades avangadas, como a
deteccao nativa de modificacdes de bases (metilacdo) e a capacidade de realizar o demul-
tiplexing e o mapeamento de leituras de forma simultanea ao processo de tradugdo dos
sinais [[126]].

Modelos de Acurdcia: fast, hac e sup

A escolha do modelo de basecalling no Dorado e no Guppy estabelece um com-
promisso entre velocidade computacional e precisdao das bases (Q-score), sendo catego-
rizado em trés niveis principais: fast, hac (High Accuracy) e sup (Super Accuracy). O
modelo Fast utiliza redes neurais mais simplificadas com menos camadas, priorizando o
processamento em tempo real em dispositivos com menor poder computacional, embora
apresente uma taxa de erro bruta superior. O modelo hac, atualmente o padrdo para a
maioria das aplicagdes gendmicas, equilibra uma alta taxa de acurdcia com um tempo de
processamento moderado. Por fim, o modelo sup emprega as arquiteturas de redes neu-
rais mais complexas e profundas, exigindo maior capacidade de GPU para processar os
mesmos dados; no entanto, ele é capaz de resolver regides gendmicas desafiadoras e mi-
nimizar erros em homopolimeros de forma significativamente mais eficaz que os demais
modelos [[158]].

2.2.2.2 Controle de Qualidade das Reads

O controle de qualidade (CQ) € uma etapa critica no processamento de dados de
sequenciamento por Nanopore, pois influencia diretamente a confiabilidade das andlises
downstream, como montagem de genoma, mapeamento, deteccio de variantes e anélises
metagenomicas [40]. Devido as caracteristicas especificas dessa tecnologia, o CQ pode
ser dividido em duas abordagens complementares: o controle de qualidade aplicado as
leituras brutas e o controle de qualidade das montagens gendmicas resultantes.

O controle de qualidade das reads visa avaliar e filtrar os dados brutos gerados



30

durante o sequenciamento. Diferentemente das tecnologias de sequenciamento de curta
leitura, os dados produzidos por plataformas Nanopore apresentam grande variabilidade
no comprimento das leituras, taxas de erro mais elevadas (tipicamente entre 5-15%) e a
presenca de erros sistemdticos, especialmente em regides homopoliméricas e em bases
modificadas [53]].

Nesse contexto, a etapa de CQ das leituras envolve a andlise de métricas como
distribuicdo do comprimento das reads, qualidade média por leitura (Phred score), ren-
dimento total e identificacdo de padrdes andmalos. A filtragem de leituras muito curtas,
de baixa qualidade é fundamental para reduzir ruido nos dados e evitar a propagacao de
erros para as etapas subsequentes [39)]. Estudos demonstram que um CQ inadequado
nessa fase pode comprometer significativamente a qualidade das montagens e impactar

negativamente a interpretacdo bioldgica dos resultados [26].

2.2.2.3 Montagem do Genoma

A montagem do genoma € o processo computacional de usar dados de sequenci-
amento do genoma completo (leituras) para reconstruir a sequéncia gendmica verdadeira
de um organismo na maior extensao possivel [71]. Ferramentas de software que realizam
a montagem (montadores) recebem leituras de sequenciamento como entrada e produzem
partes contiguas reconstruidas do genoma (contigs) como saida, que por sua vez podem
ser agrupadas em estruturas maiores ainda chamadas scaffolds. [157]. Esse processo é
essencial quando um organismo n@o possui um genoma de referéncia ou quando hé ne-
cessidade de estudar variagdes gendmicas complexas. [78].

A evolugdo dos algoritmos de montagem acompanhou o desenvolvimento das tec-
nologias de sequenciamento. Atualmente, existem duas classes de algoritmos ampla-
mente utilizadas: overlap-layout-consensus (OLC) e de-bruijn-graph (DBG) [49], [133].
OLC geralmente funciona em trés etapas: primeiro, sobreposicdes (O) entre todas as lei-
turas sdo encontradas, entdo ele realiza um layout (L) de todas as leituras e informagdes
de sobreposi¢cOes em um grafico e, finalmente, a sequéncia de consenso (C) € inferida
[86].

O gréfico de Bruijn tem sido usado por abordagens de montagem de leitura curta
para representar repeticoes gendmicas como um grafico de repeticao. Estudos anteriores
demonstraram o valor dessa abordagem para melhorar a precisio da montagem do ge-
noma [118]. DBG € um algoritmo que trabalha primeiro cortando leituras em k£ — mers
muito mais curtos e entdo usando todos os £ — mers para formar um DBG e finalmente
inferindo a sequéncia do genoma no DBG [68]].

As duas principais estratégias, a abordagem de OLC e as abordagens baseadas em
grificos de de Bruijn, t€ém cada uma suas forcas e fraquezas. Enquanto a OLC mantém
informacdes de longo alcance e € robusta contra regides repetitivas, as abordagens base-

adas em gréficos de de Bruijn s@o eficientes em termos de memoria e se destacam com
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leituras curtas de alto rendimento.

2.2.2.4 Controle de Qualidade das Montagens

O controle de qualidade das montagens é realizado apds a etapa de montagem
genOmica e tem como objetivo avaliar a consisténcia estrutural, a completude e a precisdao
do genoma reconstruido [S8]]. Diferentemente do CQ das leituras, que foca nas carac-
teristicas individuais dos dados brutos, o0 CQ das montagens analisa propriedades globais
do genoma montado.

Entre os principais aspectos avaliados estao métricas como tamanho total da mon-
tagem, nimero de contigs, N50, presenca de regidoes duplicadas ou fragmentadas e a cor-
respondéncia com genomas de referéncia ou conjuntos de genes conservados [101]. Essa
etapa permite identificar problemas decorrentes tanto da qualidade das leituras quanto
de limitacdes dos algoritmos de montagem, como colapsos de regides repetitivas ou
fragmentacdo excessiva [[138]. Dessa forma, o CQ das montagens € essencial para va-
lidar se o genoma obtido € adequado para analises comparativas, anotacdo génica e outras

aplicacoes downstream.

2.2.2.5 Polimento da Montagem - polishing

Os algoritmos de polimento utilizam, como etapa interna, o alinhamento (ma-
peamento) das leituras contra a montagem, sendo esse processo fundamental para a
identificagdo e correcao de erros [[158]].

As tecnologias de sequenciamento de terceira geragdo apresentam altas taxas de
erro, e uma grande propor¢ao dos pares de bases nessas leituras longas € identificada
incorretamente. Esses erros sdo propagados para a montagem e afetam a precisdo das
andlises gendmicas. Os algoritmos de polishing (refinamento/polimento de montagem)
minimizam essa propagacao de erros, corrigindo ou ajustando os erros na montagem uti-
lizando informagdes provenientes dos alinhamentos entre as leituras e a montagem (ou
seja, informagdes de alinhamento de leitura para montagem). No entanto, os algoritmos
de polishing atuais s6 conseguem refinar uma montagem utilizando leituras de uma de-
terminada tecnologia de sequenciamento ou apenas montagens de pequeno porte. Essa
dependéncia tanto da tecnologia quanto do tamanho da montagem obriga os pesquisa-
dores a (i) executar multiplos algoritmos de polishing e (i1) dividir grandes genomas em
pequenos blocos para utilizar todos os conjuntos de leituras disponiveis e conseguir polir
montagens de genomas de grande porte. Se o algoritmo de polimento identificar uma
dissimilaridade, ele modifica a montagem para tornd-la mais semelhante as leituras ali-
nhadas, assumindo que as informac¢des do alinhamento sao uma fonte mais confiavel. Em
outras palavras, a dissimilaridade € atribuida a erros na montagem. Os algoritmos de po-
limento de montagem partem do principio de que tais modificagdes corrigem os erros de
uma montagem.[48]].

Na etapa de polimento é comum utilizar estratégias combinadas como: (i) duas
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rodadas consecutivas de Racon; (ii) uma rodada de Racon seguida por uma rodada de
Medaka; e (iii) duas rodadas de Racon seguidas por uma rodada de Medaka. Essas es-
tratégias sdo comuns na andlise de leituras longas, pois as primeiras iteracoes tendem a

corrigir erros mais evidentes, enquanto rodadas adicionais refinam o consenso.

2.2.2.6 Andlises adicionais (Identificacdo de mutacdo/Deteccdo de variantes)

Diversos projetos catalogaram de forma abrangente pequenas variantes genéticas
[variantes de nucleotideo tnico (SNVs)]; entretanto, as variantes estruturais (SVs) conti-
nuam amplamente sub-representadas [8]. As SVs sdo definidas como regides de DNA
maiores que 50 pares de bases que apresentam alteracdes no nimero de cdpias ou
na localizacdo genOmica, incluindo variantes no nimero de cépias (CNVs; delegdes
e duplicagdes), insercdes, inversoes, translocacdes, elementos moveis, expansdes de
sequéncias repetitivas e combinagdes complexas dessas variagdes [142]. As SVs con-
tribuem com aproximadamente 3,4 vezes mais nucleotideos para a variacdo genética hu-
mana do que as SNVs, mesmo sendo numericamente muito menos frequentes [66]. As
tecnologias de sequenciamento de terceira geragdo, como a ONT, produzem sequéncias
que podem ser mapeadas com mais confianca em regides repetitivas do genoma [69], su-
perando as limitagdes fundamentais das leituras curtas. As leituras longas podem gerar
montagens de novo altamente contiguas [[100] e estdo sendo cada vez mais utilizadas por
métodos de andlise baseados em referéncia.

As leituras longas sdo vantajosas para detec¢do de SVs devido a maior capaci-
dade de mapeamento em regides repetitivas e a sua capacidade de abranger SVs intei-
ramente ou permitir alinhamentos divididos ancorados em lados suficientemente longos.
Essas vantagens possibilitam a inferéncia direta de SVs, frequentemente com precisdao
nucleotidica nos pontos de quebra [[146] [135]. O mapeamento de referéncia com leitura
longa ndo requer alta cobertura (10-15x) para deteccao de SVs, mas grandes inser¢oes
nao-referenciadas ainda representam um desafio [36] [136] [65]. Regides anteriormente
inacessiveis, como repeti¢des de teldmeros e centromeros, agora podem ser investigadas.

Diversas ferramentas foram desenvolvidas para detectar SVs a partir de leitu-
ras longas [36] [136]. Esses métodos apresentam precisdo e sensibilidade de aproxi-
madamente 65% em comparagdo com um conjunto padrdao ouro de SVs, sendo que a

combinacao de métodos pode melhorar a precisao e a sensibilidade [38]].

2.2.3 Meétricas de avaliacao (BUSCO, indels, N50)

A avaliacdo da qualidade das montagens genOmicas é uma etapa critica para de-
terminar a confiabilidade das sequéncias consenso geradas. Neste trabalho, a qualidade
foi mensurada através de trés pilares: continuidade, acurdcia e completude biologica.

A continuidade da montagem foi avaliada principalmente através da métrica N50.
O N50 € definido como o comprimento do menor contig tal que a soma de todos os

contigs de tamanho igual ou superior a ele represente pelo menos 50% do tamanho total
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da montagem [58]. Em genomas procariotos, valores elevados de N50, préximos ao
tamanho esperado do cromossomo, indicam uma montagem bem resolvida e com baixa
fragmentacao.

A acurécia da sequéncia foi monitorada pela frequéncia de erros de insercoes e
delegdes indels. Devido as caracteristicas inerentes ao sequenciamento por nanopore,
erros em regides de homopolimeros sao comuns, resultando em indels que podem causar
mudancas na matriz de leitura (frameshifts) em genes codificantes [151]]. A reducdo da
taxa de indels por 100 kb (quilobases) é¢ um indicador fundamental da efici€éncia das etapas
de polimento com ferramentas como Racon e Medaka.

Por fim, a integridade funcional foi verificada através do software BUSCO (Ben-
chmarking Universal Single-Copy Orthologs). Esta ferramenta avalia a presenca de genes
ortélogos de copia tnica que sdo amplamente conservados em linhagens filogenéticas es-
pecificas [138]]. Uma alta porcentagem de genes completos (BUSCO-C) sugere que a
montagem ndo apenas possui continuidade estrutural, mas também preserva a informacao
bioldgica essencial, sendo um indicador robusto da qualidade final para andlises de

gendmica comparativa e anotagao funcional.

2.2.4 Aplicacoes da Tecnologia ONT

2.2.4.1 Montagem de Genomas De Novo

A montagem de genomas de novo refere-se a reconstru¢do de uma sequéncia
genOmica sem o uso direto de um genoma de referéncia. Essa abordagem € especial-
mente importante para organismos cujo genoma ainda nio foi previamente caracterizado,
mas também pode ser utilizada quando o genoma de referéncia disponivel é incompleto,
distante evolutivamente ou quando se deseja evitar vieses associados ao mapeamento. O
uso da tecnologia Nanopore é uma aplicacao interessante, pois as leituras longas geradas
permitem resolver regides repetitivas ou sequéncias complexas que nao podem ser monta-
das utilizando tecnologias de leituras curtas. No entanto, para alcangar uma alta precisao
do consenso, € necessario obter muitas leituras de um tinico organismo, a fim de fornecer

uma alta cobertura e, assim, mitigar a taxa de erro da tecnologia [[147].

2.2.4.2 Deteccdo de Variantes Estruturais

Como citado anteriormente, a ONT permite detectar variantes pequenas e gran-
des, incluindo variantes estruturais, com capacidade superior em regides repetitivas ou
dificeis. Um exemplo dessa aplicacdo € para o diagndstico de cancer. No contexto on-
coldgico, a principal contribui¢do das leituras longas geradas pela ONT esté relacionada a
caracterizacao da alta variabilidade genética tumoral, especialmente variantes estruturais
complexas e rearranjos gendmicos extensos, que sao frequentemente dificeis de detec-
tar por tecnologias de leitura curta. Embora ainda ndo seja amplamente utilizada como
ferramenta de rotina clinica, a tecnologia tem demonstrado potencial para estudos explo-

ratorios e de pesquisa translacional voltados a compreensdo da heterogeneidade tumoral
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[29]].
2.2.4.3  Identificacdo de metilacdo e modificacoes epigenéticas

Modificacdes epigenéticas referem-se a alteracdes quimicas no DNA ou em
proteinas associadas, que nao modificam a sequéncia de bases, mas influenciam a ex-
pressao génica. A metilacdo do DNA € um dos principais mecanismos epigenéticos e
desempenha papel importante na regulacao da atividade gé€nica e na resposta celular a
diferentes estimulos. Embora existam métodos eficazes para mapear sua ocorréncia no
genoma, cada um apresenta limita¢oes [[139]].

O método atualmente considerado ”padrao ouro”para o perfilamento de metilagao
em DNA ¢é o sequenciamento por bissulfito [[103]. O tratamento com bissulfito de sédio
converte citosinas ndo modificadas em uracil, enquanto deixa as citosinas metiladas inal-
teradas. O tratamento com bissulfito € um processo agressivo, que resulta em uma
fragmentacdo extensa do DNA [103], e quaisquer quebras na molécula inserida impe-
dem a amplificacdo subsequente, exigindo, assim, altos niveis de DNA de entrada (100
ng). O uso de uma grande quantidade de material pode influenciar a andlise, uma vez
que o epigenoma ¢ altamente varidvel e resulta em uma mistura heterogénea de estados
epigenéticos. [64].

Trabalhos anteriores demonstraram que a S-metilcitosina (5-mC) pode ser diferen-
ciada da citosina por meio da andlise detalhada dos sinais de corrente elétrica medidos por
dispositivos de sequenciamento baseados em nanoporo [81] [[134]. No trabalho de Simp-
son et al. (2017) [139], por exemplo, eles descrevem o desenvolvimento de um método
para detectar diretamente modificagcdes no DNA, especificamente a 5-mC, utilizando ape-
nas as leituras elétricas do instrumento MinlON da ONT, sem necessidade de qualquer

tratamento quimico.

2.2.4.4 Detec¢do de patégenos e vigilancia epidemioldgica

A tecnologia ONT permite a identificagdo rdpida de patdgenos em tempo real,
diretamente de amostras clinicas ou ambientais, principalmente devido a portabilidade
dos dispositivos e a capacidade de geracdo continua de dados. No trabalho de Quick
et al. (2016) [122] os autores criaram um sistema de vigilancia gendmica que utiliza a
tecnologia ONT. Em abril de 2015, esse sistema foi transportado em bagagem de avidao
padrao para a Guiné e usado para vigilancia gendmica em tempo real da epidemia de
ebola em andamento, mostrando que a vigilancia gendmica em tempo real € possivel
em cendrios com recursos limitados e pode ser estabelecida rapidamente para monitorar
surtos.

Outro exemplo que pode ser citado € o trabalho de Bull et al. (2020) [20], que
durante a pandemia da Covid-19 mostrou que o sequenciamento ONT permitiu a detecg@o
altamente precisa e reproduzivel de SNVs de nivel de consenso em isolados de pacientes
com SARS-CoV-2.
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2.2.4.5 Identificacdo e caracterizacdo de microbiomas (metagenomica)

Outra aplicagdo da tecnologia ONT € que ela permite sequenciamento completo de
genomas bacterianos e identificacdo taxondmica precisa em nivel de cepa. O sequencia-
mento de genomas completos de comunidades microbianas (metagendmica) revolucionou
a compreensao da evolugdo e diversidade microbiana, com inimeras aplica¢des potenciais
na ecologia microbiana, microbiologia clinica e biotecnologia industrial [60]. Aplicacdes
metagendmicas com a tecnologia ONT podem ser analisadas no trabalho de Urban et al.
(2021) [148] para monitoramento ambiental de ambientes aquéticos. A portabilidade dos
dispositivos ONT, como o MinION, permite o monitoramento in loco de corpos d’agua,
facilitando a deteccdo de contaminantes e patdgenos em tempo real. Por exemplo, foi
desenvolvido um protocolo de diagnéstico de agua doce baseado em sequenciamento por
nanoporos, oferecendo uma alternativa rdpida e econdmica aos testes microbiol6gicos
tradicionais.

Segundo Chen et al. (2024) [28], as leituras longas geradas pela ONT facili-
tam a montagem de genomas metagendmicos, permitindo a reconstru¢do de genomas
bacterianos completos a partir de comunidades complexas, ressaltando sua utilidade na
identificagdo de patdgenos e na compreensao de suas caracteristicas genéticas, especial-
mente em contextos onde a resolu¢do de genomas individuais a partir de amostras mistas

é necessaria.



3 METODOLOGIA

A metodologia deste trabalho estd resumida na Figura [5]e compreende as etapas
de revisao da literatura; identificacdo dos principais fluxos e ferramentas; instalacdo das
ferramentas em desktop e cluster; obtencao dos dados publicos dos organismos procario-
tos; preparacdo de um script para automatizacdo; execugdo dos fluxos a partir dos dados

obtidos dos organismos; e por fim, a analise dos resultados.

- 1= Revisdo 2- ldentificagio dos
Metodologla |:> Sistematica da |::> fluxos e
Literatura ferramentas

L

4- Obtengdo de |

ol dados pubicos de (e
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6= Execugdo dos T-Andlise dos
fluxos resultados

Figura 5: Metodologia do estudo

3.1 Revisao Sistematica da Literatura

A partir do guia proposto por Mariano e colaboradores [96], focado em revisdes

na area da bioinformatica, o presente trabalho utiliza a metodologia proposta, que se
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baseia nas etapas: ‘“coleta de referencias”, “avaliacdo dos dados” e “interpretacdo das
descobertas”.

Para dar inicio a revisao o primeiro passo € a definicado de um protocolo, ou seja,
¢ a etapa onde se define o objetivo do estudo e as perguntas que guiardo o processo da
revisdo. Apds definir esses critérios, o proximo passo € realizar a coleta de referéncias.
Nessa etapa sdo definidas as plataformas de busca para acessar esses artigos que serao
abordados na revisdo, também € necessdrio determinar quais as melhores palavras-chave
que sdao mais adequadas ao objetivo proposto. Feito isso, dados serdo coletados nessas
plataformas de busca e serdo analisados e avaliados, levando em consideracao critérios de
inclusdo e exclusdo dos artigos que foram os resultados da primeira busca. Por fim, os
artigos selecionados apds todos esses processos citados anteriormente serdo analisados e

discutidos, e entdo € feita uma avaliacio da revisao.

3.1.1 Definicao do Protocolo

* Objetivo: identificar e avaliar pipelines computacionais propostos para a montagem
de genomas de organismos procariotos a partir de dados de sequenciamento gerados

por sequenciadores da ONT.

* Pergunta de pesquisa: Quais pipelines computacionais apresentam o melhor desem-
penho para as etapas de basecalling, filtragem, montagem e polimento de genomas

de procariotos oriundas de dados de sequenciamento nanopore?

Quais métricas sdo empregadas para avaliar a qualidade das montagens?

3.1.2 Coleta de Referéncias

Para a coleta das referéncias foram determinadas duas plataformas de busca: Go-
ogle Académico E], levando em consideracdo a abrangéncia, diversidade de fontes e faci-
lidade de acesso e o PubMed? foi levado em conta o seu foco em ciéncias biomédicas e a
qualidade e curadoria da busca. A combinacdo dessas plataformas garante abrangéncia e
qualidade, permitindo a inclus@o de estudos relevantes tanto de um ponto de vista técnico
(Google Scholar) quanto de um ponto de vista biomédico (PubMed), cobrindo assim as
necessidades da revisdo sistematica. As palavras-chave de busca foram definidas utili-
zando operadores Booleanos, que permitiram delimitar melhor nosso objetivo alvo, de
forma que os artigos resultantes relacionados com a questdo do trabalho. Deste modo, os
operadores negativos “NOT” foram empregados para excluir organismos nao procariotos,
trabalhos de metagenoma ou que tratassem do sequenciamento de RNA. Abaixo consta a

chave de busca utilizada em cada plataforma.

* Google Académico: nanopore AND (pipeline OR workflow) AND (assembly OR
genome assembly OR basecalling OR base calling) AND (bacteria OR prokaryote

Thttps://scholar.google.com/
Zhttps://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
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OR prokaryotic) NOT metagenome NOT 16s NOT rna NOT eukaryote NOT eu-
karyotic NOT virus

* PubMed: nanopore AND (pipeline OR workflow) AND (assembly OR genome
assembly OR basecalling OR base calling) AND (bacteria OR prokaryote OR pro-
karyotic) NOT metagenome NOT 16s NOT rna NOT eukaryote NOT eukaryotic

Foram excluidos artigos que ndo passaram por revisao de pares e artigos publi-
cados antes 2019, restringindo a revisdo a dados mais recentes. Para inclusdo, foram
considerados artigos de livre acesso e que abordem a montagem de genomas de orga-
nismos procariotos e ferramentas relacionadas. Inicialmente, buscas sistematicas foram
conduzidas nas bases de dados PubMed e Google Scholar, abrangendo o periodo de 2019
a 2024. Para garantir que o conteudo estivesse atualizado e refletisse os avangos mais
recentes na drea, uma nova busca foi realizada, abrangendo o periodo de janeiro a agosto
de 2025. A estratégia de busca se manteve combinando termos relacionados a nanopo-
ros, pipeline/fluxo de trabalho, montagem, chamada de bases e procariontes. Operadores
booleanos foram usados para restringir a busca a genomas procariéticos e excluir estudos

sobre metagendmica, RNA ou organismos eucarioticos.

3.1.3 Selecao dos artigos

A selecdo dos estudos foi realizada em mudltiplas etapas, com base em critérios
de inclusdo e exclusdo previamente definidos. Inicialmente, foi realizada a triagem dos
titulos, seguida da andlise dos resumos, leitura diagona e, por fim, da leitura completa dos
artigos selecionados.

Foram considerados como critérios de inclusio estudos que abordassem pipelines
computacionais para montagem de genomas de organismos procariotos a partir de dados
de sequenciamento por Nanopore.

Foram excluidos artigos que ndo apresentavam descri¢do metodoldgica clara, que
utilizavam exclusivamente dados de leitura curta, que abordavam dados nao relacionados
a organismos procariotos ou que focavam em andlises de RNA ou metagenomica.

O processo de triagem foi realizado com o auxilio da ferramenta Rayyan [109]],
que permite a organizacdo e avaliagdo dos estudos de forma semiautomatizada. Para a
etapa de leitura e organizacao dos artigos selecionados, foi utilizada a ferramenta Zotero
[150].

3.2 Identificacao dos principais fluxos e ferramentas

As ferramentas selecionadas para compor os pipelines foram fundamentadas na-
quelas identificadas com maior frequéncia e melhor desempenho na revisao sistematica
prévia, além de seguirem as recomendacdes técnicas da Oxford Nanopore Technologies

(ONT). Para a etapa critica de basecalling, foram utilizados os softwares Guppy e Dorado,



39

permitindo a comparacgdo entre diferentes modelos de acurécia. O controle de qualidade e
a visualizac¢do das métricas das leituras brutas foram realizados com o NanoPlot, seguidos
por um refinamento dos dados através do Filtlong e NanoFilt, visando a remocao de reads
curtas ou de baixa qualidade que poderiam comprometer a montagem.

Para a etapa de montagem de novo, utilizou-se o Flye, amplamente reconhecido
por sua robustez em lidar com genomas bacterianos e regides repetitivas. O mapeamento
das leituras para o polimento foi executado com o Minimap2, enquanto a correcdo do
genoma utilizou o Racon (polimento baseado em alinhamento) e o Medaka (baseado em
redes neurais), garantindo uma sequéncia de consenso de alta acurdcia. Por fim, a quali-
dade das montagens finais foi rigorosamente avaliada através do QUAST, para métricas de
continuidade (como N50 e nimero de contigs), e do BUSCO, para avaliar a completude

do genoma com base em ort6logos universais de copia tnica para procariotos.

3.3 Instalacao das ferramentas em desktop e cluster

Foram utilizados dois ambientes computacionais distintos, um cluster € um desk-
top, de forma complementar ao longo do desenvolvimento e execu¢ao do pipeline. Essa
estratégia permitiu explorar recursos computacionais especializados para etapas mais cus-
tosas computacionalmente, a0 mesmo tempo em que viabilizou a execucdo local das
andlises subsequentes.

Para garantir a reprodutibilidade dos experimentos e a gestdo eficiente das de-
pendéncias de software, toda a infraestrutura computacional foi organizada utilizando o
gerenciador de pacotes Conda. Foi criado um ambiente virtual principal contendo as
bibliotecas e ferramentas de controle de qualidade (como NanoPlot) e filtragem (como
Filtlong). Devido as particularidades de suas bibliotecas de deep learning e requisitos
especificos de sistema, a ferramenta Medaka foi instalada em um ambiente virtual iso-
lado e dedicado, conforme as recomendagdes dos desenvolvedores, evitando conflitos de
versoes e garantindo a estabilidade da execucao.

A etapa de basecalling integrou o fluxo metodoldgico do estudo, uma vez que
os diferentes modelos (fast, hac e sup) foram considerados sistematicamente na andlise.
No entanto, por uma decisdo logistica, essa etapa foi executada separadamente do pipe-
line automatizado, sendo realizada previamente para todos os organismos no cluster do
C3 (Centro de Ciéncias Computacionais) da FURG, com utilizacdo de GPU, por meio
das ferramentas Guppy e Dorado. Optou-se por ndo incluir o basecalling diretamente no
script automatizado para evitar reprocessamento computacional e otimizar o tempo de
execucao, visto que os dados ja haviam sido gerados sob as mesmas condi¢des experi-
mentais para todas as ferramentas e modelos avaliados.

Ap6s a geracao dos arquivos basecalled no ambiente de cluster, as etapas subse-
quentes do pipeline, incluindo controle de qualidade, filtragem, montagem e analises com-

parativas, foram executadas no desktop do COMBI-Lab (Laboratério de Biologia Compu-
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tacional). O desempenho computacional foi avaliado com base no tempo real de execucao
(wall-clock time), obtido por meio do comando time, possibilitando a comparacao direta

entre ferramentas e modelos.

Tabela 1: Infraestrutura computacional utilizada no estudo

Ambiente Processador (cores) Memoria RAM
Cluster (C3 — FURG) 40 484 GB
Desktop (COMBI-Lab) 24 64 GB

3.4 Obtencao dos dados publicos dos organismos procariotos

A etapa de implementagdo pratica foi iniciada com a sele¢@o e obtencdo de dados
publicos de sinal bruto (fast5) de procariotos, etapa essencial para viabilizar o benchmar-
king das ferramentas de basecalling e montagem. Com base na literatura, foram utili-
zados os dados disponibilizados por Wick, Judd Holt (2019) [158], que compreendem
um conjunto de seis organismos distintos: Acinetobacter pittii, Haemophilus haemolyti-
cus, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e Stenotrophomonas
maltophilia. Os autores também disponibilizaram os genomas de referéncia de cada um
dos organismos. Esses dados foram gerados através da tecnologia de sequenciamento
MinlON, utilizando a flow cell R9.4.
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Tabela 2: Caracteristicas gerais dos conjuntos de dados e dos organismos utilizados no

estudo

Organismo Reads Tamanho (bp) Ref. Genoma (Mb) Gram Relevancia

Acinetobacter pittii 4.467 115.233.809 CP139944.1 3,54,0%2 - Pat6geno
oportu-
nista

hospitalar

Haemophilus haemolyticus 9.536  86.772.440 CP131722.1 1,8-2,0° - Comensal
respi-
ratorio

Klebsiella pneumoniae 15.178 243.980.906 CP132713.1 5,0-6,0 ¢ - Patégeno
com re-
sisténcia

antimicrobiana

Shigella sonnei 23.583 491.632.613 CP180015.1 4,5-484 - Agente
de shi-
gelose

Staphylococcus aureus 11.047 491.694.546 (0Z059820.1 2,7-3,0¢ +  Patégeno
clinico
(MRSA)

Stenotrophomonas maltophilia 16.010 490.695.014 CP167818.1 4,5-50f - Pat6geno
oportu-
nista

multirresistente

4 https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/12
file=14260511

Yhttps://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?
file=14260514

¢https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/17
file=14260550

dhttps://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?
file=14260562

¢https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/17
file=14260568

f https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?
file=14260574

3.5 Preparacao do script para automatizacao

Ap6s a etapa de entendimento manual de cada ferramenta, que consistiu na andlise
da documentacdo técnica e ajuste de parametros para lidar com o sinal bruto das flow
cells R9.4, foram desenvolvidos scripts em Bash para automatizar o fluxo. Esses scripts
foram projetados para gerenciar a ativagdo automatica dos ambientes Conda necessdrios
para cada etapa, processando de forma sequencial o basecalling, avalia¢des de qualidade,

filtragem, montagem, mapeamento e polimento. A validacdo dessa automacao foi feita
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https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?file=14260550
https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?file=14260562
https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?file=14260562
https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?file=14260568
https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?file=14260568
https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?file=14260574
https://bridges.monash.edu/articles/dataset/Raw_fast5s/7676174/1?file=14260574
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comparando-se os resultados gerados pelos scripts nos seis organismos com os resultados
obtidos manualmente, assegurando a integridade e padroniza¢do da andlise de larga escala
que resultou nas 72 combinagdes de pipelines avaliadas para cada organismo.

Ralizou-se a execu¢doo manual do pipeline completo para um desses organis-
mos, servindo como prova de conceito. A escolha das ferramentas para este fluxo
fundamentou-se nos resultados da revisao sistematica da literatura, priorizando softwa-
res de alta frequéncia de uso e eficacia comprovada, além de seguir as recomendacdes
técnicas da propria Oxford Nanopore Technologies. O processo envolveu a instalagdo e o
estudo detalhado de cada componente, garantindo que o pipeline manual servisse como
um padrdo ouro (gold standard) para a validacdo dos scripts de automacgdo aplicados
posteriormente aos demais organismos.

Com o objetivo de promover transparéncia, reprodutibilidade e reutilizagdo, o
script desenvolvido para automatizag¢io da pipeline foi disponibilizado no repositério Git
do laboratério (https://github.com/combilab-furg).

3.6 Execucao dos fluxos

O delineamento experimental foi estruturado com o objetivo de avaliar, de forma
sistematica, o impacto das etapas de basecalling e pds-processamento na qualidade final
das montagens gendmicas. Para isso, diferentes combina¢des de modelos de basecalling e
estratégias de polimento foram testadas, enquanto as ferramentas e parametros de controle
de qualidade, filtragem e montagem foram mantidos constantes, de modo a minimizar
varidveis de confusdo.

Inicialmente, os dados brutos foram submetidos a etapa de basecalling utilizando
duas ferramentas distintas, Guppy e Dorado. Cada ferramenta foi executada com trés
modelos de acurécia, Fast, HAC e SUP, resultando em seis conjuntos independentes de
(reads) para cada organismo analisado. Embora essa etapa nio tenha sido incorporada
diretamente ao script automatizado da pipeline, ela faz parte integrante do fluxo meto-
dolégico, uma vez que cada modelo de basecalling foi considerado como uma condi¢ao
experimental distinta.

ApOs o basecalling, todos os conjuntos de reads foram submetidos as mesmas eta-
pas de controle de qualidade e filtragem. Inicialmente, a qualidade dos dados foi inspeci-
onada utilizando o NanoPlot. Em seguida, as leituras passaram por filtragem de qualidade
por meio do NanoFilt, seguida de uma etapa de sele¢do baseada em qualidade utilizando
o Filtlong. Essas etapas foram aplicadas de forma padronizada a todos os conjuntos de
dados, garantindo a comparabilidade entre os diferentes modelos de basecalling.

As leituras filtradas foram entdo utilizadas na etapa de montagem de genomas,
realizada com a ferramenta Flye, mantendo-se parametros fixos para todos os experimen-
tos. A partir das montagens geradas, foram aplicadas diferentes estratégias de polimento,

combinando variagdes no nimero de rodadas e no uso das ferramentas Racon e Medaka,
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totalizando doze abordagens distintas:

1. Montagem bruta (raw, sem polimento);

2. Uma rodada de Racon;

3. Duas rodadas de Racon;

4. Uma rodada de Medaka;

5. Uma rodada de Racon seguida de uma rodada de Medaka;

6. Duas rodadas de Racon seguidas de uma rodada de Medaka.

Dessa forma, a combinacdo dos seis conjuntos de reads gerados na etapa de ba-
secalling com as doze estratégias de pds-processamento resultou em um total de 72 mon-
tagens distintas para cada organismo. Cada montagem corresponde a um pipeline es-
pecifico, permitindo avaliar de forma isolada e combinada os efeitos do modelo de base-
calling e do grau de polimento aplicado.

Todas as montagens foram submetidas a avaliacdo de qualidade estrutural por
meio do QUAST e a andlise de completude bioldgica utilizando o BUSCO. O tempo
total de processamento (wall-clock time) foi registrado para cada pipeline, permitindo
a mensuracdo do custo computacional associado a cada combinac¢do de ferramentas e
parametros.

De maneira geral, a estratégia aplicada foi estruturada dessa maneira: 2 basecal-
lers (Guppy e Dorado) x 3 modelos (Fast, HAC e SUP) x 1 CQ das reads (NanoPlot) x 2
Filtros (NanoFilt e Filtlong) x 1 montador (Flye) x 6 estratégias de polimento (raw, Racon
1x, Racon 2x, Medaka, Racon 1x + Medaka, Racon 2x + Medaka) = 72

3.7 Analise dos resultados

A andlise dos resultados foi conduzida com o objetivo de comparar, de forma sis-
tematica, o impacto das diferentes combina¢des de modelos de basecalling e estratégias
de pds-processamento na qualidade final das montagens gendmicas. Foram avaliados,
para cada um dos seis organismos analisados, um total de 72 pipelines, resultantes da
combinacdo entre ferramentas de basecalling, modelos de acurécia, controle de quali-
dade, montagem e estratégias de polimento, mantendo-se o filtro constante. As andlises
foram organizadas de modo a considerar tanto métricas de desempenho computacional
quanto indicadores de qualidade estrutural e completude bioldgica dos genomas monta-
dos.

No total, foram avaliados 432 resultados de montagem gendmica, correspondentes
a 72 pipelines aplicados a cada um dos seis organismos estudados. Cada pipeline repre-

senta uma combinacgdo especifica entre ferramenta e modelo de basecalling (Guppy ou
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Dorado; Fast, HAC ou SUP) e estratégia de pds-processamento, variando desde monta-
gens sem polimento até abordagens combinadas envolvendo multiplas rodadas de Racon
e Medaka.

O desempenho computacional dos pipelines foi avaliado a partir do tempo total de
execugdo (wall-clock time), obtido por meio do comando time. Essa métrica foi utilizada
para comparar o custo computacional associado aos diferentes modelos de basecalling e
as estratégias de polimento.

A qualidade das leituras apds as etapas de controle de qualidade e filtragem foi
avaliada com base nas estatisticas geradas pelo NanoPlot. As etapas de filtragem com
NanoFilt e Filtlong foram aplicadas de forma padronizada a todos os conjuntos de dados,
garantindo comparabilidade entre os pipelines.

A qualidade estrutural das montagens foi avaliada utilizando o QUAST, conside-
rando métricas como nimero de contigs, tamanho total da montagem, N50 e desalinha-
mentos em relacdo ao genoma de referéncia.

A completude bioldgica das montagens foi avaliada por meio do BUSCO, utili-

zando conjuntos de genes conservados especificos para procariotos.



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho serdo divididos em: Revisdo Sistematica da Litera-
tura; Andlise do fluxos e ferramentas; Compara¢ao dos melhores fluxos entre os organis-

mos analisados; e Qualidade versus custo computacional nos fluxos de montagem.

4.1 Revisao Sistematica da Literatura

A busca inicial realizada nas bases Google Académico e PubMed resultou na
identificacdo de 420 artigos, sendo 380 provenientes do Google Académico e 40 da Pub-
Med, considerando o periodo de 2019 a 2024 (Tabela[3).

Busca de dados Resultado
1- Google Académico 380
2- PubMed 40
Total 420

Tabela 3: Resultado das buscas (2019/2024
)

Ap6s a remogado de duplicatas, restaram 365 artigos para a etapa de triagem. A
selecdo inicial foi realizada com base na leitura dos titulos, resultando na inclusao de 182
artigos para a proxima etapa.

Na etapa de leitura dos resumos, 102 artigos foram selecionados para analise mais
aprofundada. Posteriormente, foi realizada a leitura diagonal dos textos (introdu¢do, me-
todologia e figuras), resultando na selecao de 30 artigos alinhados ao escopo do estudo.

Uma atualizacio da busca foi realizada no periodo de janeiro a agosto de 2025,
resultando na identificacdo de 215 novos artigos (Tabela [d)). Apds a triagem por titulos
e resumos, 33 artigos foram selecionados para leitura completa, dos quais 23 atenderam

aos critérios de inclusio.
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Busca de dados | Resultado
Google Académico 203
PubMed 12
Total 215

Tabela 4: Resultado das buscas (01/2025-08/2025
)

Ao final do processo, foram incluidos 53 artigos na revisdo sistematica, abran-
gendo o periodo de 2019 a agosto de 2025. O processo completo de selecdo dos estudos

estd apresentado no fluxograma PRISMA (Figura [6)).

Registros identificados por meio de busca em bases de dados
PubMed (2019-2024): 40
Google Scholar (2019-2024): 380
Busca atualizada (jan—ago 2025): 215

Registros apds remocdo de duplicatas
Busca inicial: 365

Busca atualizada: 212

Registros triados (titulo/resumo)
Busca inicial: 365 triados, 102 selecionados

Busca atualizada: 212 triados, 33 selecionados

Artigos com texto completo avaliados para elegibilidade
Busca inicial: 102

Busca atualizada: 33

Artigos com texto completo excluidos
Busca inicial: 72

Busca atualizada: 10

Estudos incluidos na revisao
2019-2024: 30
Busca atualizada: 23
Total incluido: 53

Figura 6: Fluxograma no estilo PRISMA resumindo o processo de sele¢do dos estudos.
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Com base nesses 53 artigos, foram identificados os principais passos e ferramen-
tas envolvidas nos pipelines computacionais descritos para andlise de dados gerados por
sequenciadores de terceira geracdo (ONT), com foco em genomas de procariotos.

Um pipeline computacional consiste em uma sequéncia organizada de etapas de
processamento de dados, na qual a saida (output) de uma etapa serve como entrada (input)
para a proxima. Em bioinformatica, pipelines sio amplamente utilizados para automatizar
e padronizar anélises complexas, como o processamento de dados de sequenciamento
[42].

A partir da anélise dos estudos selecionados, foi possivel identificar as principais
etapas recorrentes nos fluxos de trabalho, incluindo basecalling, controle de qualidade,
filtragem, montagem do genoma, polimento e avaliacdo das montagens. Com base nessas
informacdes, foi construido um fluxograma representando essas etapas, conforme apre-
sentado na Figura



Sequenciamento
Nanopore

sa'da;,;:::ts ou <}:| Banco de dados (ex:
’ NCBI - SRA)

basecalling

!

Saida: .fastq
Ref. .fasta

Saida .fastq
filtrado

Filtragem das
reads ::>

Controle de
qualidade - reads

Saida .fasta

e

Controle de
Qualidade :
suficiente? <}:| qualidade -

Montagem

b %

Nao I::> Mapeamento

Polimento

%

Avaliagao da | .fasta polido
montagem

Figura 7: Fluxograma das principais etapas do pipeline
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4.1.1 Levantamento da frequéncia de uso das ferramentas de analise

Além da definicdo das principais etapas desse processo de andlise de dados de
sequenciamento gerado com o Nanopore, foi realizado um levantamento das ferramentas
utilizadas em cada etapa para medir a frequéncia de ocorréncia das mesmas nos arti-
gos estudados. A partir desse levantamento é possivel estabelecer uma visdo geral das
ferramentas utilizadas em cada etapa envolvida no sequenciamento de nanopore. Essa
informacao possibilita estabelecer possiveis padrdes no uso dessas tecnologias. De todos
os artigos analisados, 12 artigos utilizam um pipeline computacional especifico que foi
discutido nesses artigos, realizando todo o processo descrito neste projeto (Basecalling,
Controle de qualidade, montagem e polimento).

Dos 53 artigos incluidos na revisdo sistematica, nem todos reportaram explici-
tamente as ferramentas utilizadas em cada etapa do pipeline. Dessa forma, a andlise
de frequéncia foi realizada apenas com base nos artigos que disponibilizaram essa
informacdo. Para a etapa de basecalling, por exemplo, 43 artigos apresentaram ferra-
mentas claramente identificadas, enquanto 10 ndo especificaram essa etapa e, portanto,

nao foram considerados na contagem apresentada na tabela.

4.1.1.1 Basecallers

A figura [§] apresenta os dados relacionados aos basecallers observados nesta re-
visdo. Entre o nimero total de estudos analisados, cinco artigos focaram especificamente
na etapa de basecalling. No geral, 27 desses artigos utilizaram o basecaller Guppy,
tornando-o o mais frequentemente usado de acordo com a revisao. Apds o Guppy, o
segundo mais frequente foi o Dorado (10 artigos). O Dorado havia aparecido em apenas
um artigo até 2024, mas tornou-se muito mais frequente em 2025, aparecendo em nove
artigos. Posteriormente, o Albacore apareceu em quatro artigos, enquanto o Chiron e o
Flappie foram utilizados em trés artigos cada durante a etapa de basecalling; o Chiron e
o Flappie foram empregados nos mesmos artigos, e dois deles também utilizaram o Al-
bacore. Os basecallers DeepNano-Blitz e Bonito apareceram em dois artigos cada. Os
demais servicos de chamada de base — Causalcall, Ravvent, Nanonat, Scrappie, Osprey
e Heron — apareceram em apenas um artigo cada.

A tabela 5| apresenta um quadro indicando quais artigos utilizaram as ferramentas

de basecalling descritas na revisao
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Frequency of Basecalling Tools (n = 53 studies)
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Figura 8: basecallers

Com base na andlise de frequéncia apresentada na Figura [§] observa-se que os
basecallers Guppy [113] e Dorado [110] foram, de forma consistente, as ferramentas
mais utilizadas nos estudos incluidos nesta revisdao. O Guppy destacou-se como o base-
caller mais frequente, sendo amplamente empregado ao longo de diferentes periodos e
aplicagdes, enquanto o Dorado apresentou crescimento expressivo nos estudos mais re-
centes, especialmente a partir de 2025, refletindo sua ado¢do como sucessor tecnolégico
do Guppy. Diante dessa predominancia na literatura e de sua relevancia atual no ecossis-
tema de sequenciamento da Oxford Nanopore Technologies, ambas as ferramentas foram
selecionadas para as etapas experimentais subsequentes deste estudo, permitindo uma
comparacao alinhada as préticas mais consolidadas e atuais da comunidade cientifica
[157].

Além da diversidade de ferramentas identificadas, os estudos analisados também
diferenciaram os modelos de basecalling empregados, os quais refletem distintos desem-
penhos entre velocidade de processamento e acuridcia. De modo geral, os basecallers
modernos baseados em redes neurais profundas disponibilizam multiplos modelos de in-
feréncia, comumente classificados como fast, high accuracy (HAC) e super accuracy
(SUP). O modelo fast prioriza maior velocidade de processamento, a custa de uma menor
precisdo na identificacdo das bases. O modelo HAC representa um equilibrio entre de-
sempenho computacional e acurdcia, sendo amplamente adotado em anélises gendmicas
rotineiras. Ja o modelo SUP € otimizado para méixima acuricia, apresentando meno-

res taxas de erro, especialmente em regides homopoliméricas, embora com maior custo
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computacional. Esses modelos tém sido progressivamente incorporados nos fluxos de

trabalho de sequenciamento por Nanopore, refletindo a maturidade e a evolucao continua

dos algoritmos de basecalling [158]].

Tabela 5: Basecallers utilizadaos nos artigos incluidos na revisao sistematica

Artigo Gup Dor Alb Chi Fla DeepN Bon Cau Rav Nano Scr Osp Her

[154] X

[106] X

23] X
(162 X X X
[83]
(150
[82]
(7]
4]
[134]
(18]
791 X X X X X X
[21]
[152]
[125]
[24]
[43]
[105]
(750
(119}
(58] X X X X
[153]
(83
1621 X
[44) X
[9]

[167]
[153]
[156]
[120]
[74) X
1501 X
[108] X
[76] X

77 X

(911 X
1731 X
(631 X

[46] X
22 X

13l X

] X
(12 X

XXX X M XK
>

> e T T I

>

XKoo X M

Gup: Guppy; Dor: Dorado; Alb: Albacore; Chi: Chiron; Fla: Flappie; DeepN:

DeepNano/DeepNano-Blitz; Bon: Bonito; Cau: Causalcall; Rav: Ravvent; Nano: Nanonet; Scr: Scrappie;

Osp: Osprey; Her: Heron.
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4.1.1.2 Controle de Qualidade das Reads

A Figura[J|representa a frequéncia de uso das ferramentas para controle de quali-

dade de leitura.

Frequency of Read Quality Control Tools (n = 53 studies)

NanoPlot
FastQC

E NanoComp
NanoPack

Nanog

Number of studies

Figura 9: Ferramentas utilizadas para o controle de qualidade das reads

Com base na frequéncia de uso observada nesta revisdo sistematica, a ferramenta
NanoPlot foi selecionada para as etapas subsequentes de analise. O NanoPlot foi a fer-
ramenta mais empregada para controle de qualidade de leituras, estando presente em
14 dos artigos analisados, o que reflete sua ampla aceitacdo na comunidade cientifica
para avaliacdo de dados de sequenciamento por nanopore. Essa ferramenta permite a
visualizacao detalhada de métricas fundamentais, como distribuicao de comprimento das
leituras, qualidade média (Q-score) e rendimento total, sendo amplamente utilizada para
caracterizar a qualidade dos dados antes das etapas de filtragem e montagem [39].

Observou-se que uma parcela significativa dos artigos incluidos na revisao nao
descreve explicitamente uma etapa dedicada ao controle de qualidade das leituras. Essa
auséncia pode ser atribuida a diferentes fatores. Em muitos estudos, especialmente aque-
les focados em pipelines automatizados, o controle de qualidade € incorporado implicita-
mente a outras etapas do processamento, como a filtragem de leituras ou a propria mon-
tagem, nao sendo reportado de forma isolada. Além disso, alguns trabalhos assumem que
os dados disponibilizados por repositorios publicos ja passaram por verificagdes minimas
de qualidade, optando por nao detalhar essa etapa metodoldgica. Essa pratica, embora
comum, pode dificultar a reprodutibilidade e a comparagdo direta entre pipelines, uma
vez que métricas iniciais de qualidade influenciam diretamente o desempenho das etapas
subsequentes.

A tabela[6|apresenta um quadro indicando quais artigos utilizaram as ferramentas

para controle de qualidade descritas na revisao.
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Tabela 6: Ferramentas utilizadas para o controle de qualidade das reads nos artigos in-

cluidos na revisao sistemaética
Artigo NanoPlot FastQC NanoComp NanoPack nanoq

[134] X X
(13l X

4] X

[84] X

[126] X X

[123] X

24) X

[411 X

[80] X

[103] X

371 X X

[94] X

1591 X

1881 X

(621 X

[44) X

[14) X

[50] X

731 X

130 X

(1211 X

] X
[74) X

NanoPlot e NanoComp fazem parte do pacote NanoPack; nanoq é uma ferramenta leve para estatisticas
bdsicas de leituras.

Os estudos demonstram que nao existe um padrdo tnico estabelecido para o con-
trole de qualidade em dados de sequenciamento por Nanopore, o que contribui para
a adogdo de abordagens combinadas na literatura. Embora alguns estudos utilizem
multiplas ferramentas para o controle de qualidade das reads, conforme observado na
revisdo sistemdtica, neste trabalho foi adotada uma abordagem padronizada com o uso
exclusivo do NanoPlot. Essa escolha foi baseada na sua maior frequéncia de uso entre
os artigos analisados, bem como na sua capacidade de fornecer métricas relevantes para
dados de sequenciamento por Nanopore, como distribuicdo de comprimento das leitu-
ras e qualidade média. Além disso, a utilizagdo de uma tnica ferramenta contribui para a
padronizagdo do pipeline e evita a introducao de varidveis adicionais na comparacao entre

os diferentes fluxos analisados.

4.1.1.3 Filtragem das reads

A Figura[I0]apresenta a frequéncia das ferramentas utilizadas para a filtragem das
reads. Essa etapa € recomendada quando a qualidade das leituras ndo atinge os critérios
ideais para a montagem do genoma, sendo fundamental para a remogao de leituras cur-
tas, de baixa qualidade ou com padrdes andmalos que possam comprometer as anélises

subsequentes.
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Entre as ferramentas mais frequentemente utilizadas, destacam-se o Filtlong, pre-
sente em 14 artigos, e o NanoFilt, empregado em 12 estudos. Na sequéncia, o software
Porechop apareceu em 9 artigos da revisdo, sendo utilizado principalmente para remogao
de adaptadores. As ferramentas Chopper e SeqKit foram citadas em 2 artigos cada, en-

quanto o gcat foi a menos frequente, aparecendo em apenas um dos 53 estudos analisados.

Frequency of Read Filtering Tools (n = 53 studies)

Filtlong
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Porechop

Tool
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Figura 10: Ferramentas de filtragem das reads

Considerando a frequéncia de uso observada nesta revisao sistematica, bem como
a adequacdo das funcionalidades oferecidas, as ferramentas Filtlong e NanoFilt foram
selecionadas para as etapas subsequentes deste estudo. O Filtlong permite a selecao de
leituras com base em critérios combinados de comprimento e qualidade, sendo ampla-
mente utilizado em pipelines de montagem com dados de nanopore [158]. Ja o NanoFilt
possibilita a filtragem eficiente das leituras com base em limiares de qualidade e compri-
mento, integrando-se de forma direta ao ecossistema NanoPack [39]].

A tabela[7| mostra quais foram os estudos que utilizaram as ferramentas de filtra-

gem das reads.



55

Tabela 7: Ferramentas utilizadas para a filtragem das reads nos artigos incluidos na re-

visao sistematica

Artigo  Filtlong NanoFilt Porechop Chopper SeqKit qcat

[103] X
371 X

[133] X

1831 X

(13l X X X

[163] X X

184] X X

[120] X

[152] X X

[123] X

24] X

[41] X

1431 X

1801 X

[153] X X

o] X X X X
[72] X X

[T08] X X

511 X X

1731 X

1631 X

48] X

131 X X

(1211 X

2] X X

(12] X

Filtlong e NanoFilt sao ferramentas amplamente utilizadas para filtragem de leituras longas; Porechop é
empregado principalmente para remocdo de adaptadores; SeqKit € uma ferramenta geral para manipulagdo

de sequéncias; qcat € utilizado para demultiplexagao e filtragem bdsica de dados de nanopore.

4.1.1.4 Montagem dos Genomas

A Figura [11] apresenta a frequéncia das ferramentas utilizadas para a montagem
de genomas nos estudos incluidos nesta revisao sistematica. O montador Flye foi o mais
frequentemente empregado, aparecendo em 32 artigos, seguido por Unicycler (19 arti-
gos) e Canu (14 artigos). Outros montadores também foram relatados, como Raven (11
artigos) e Miniasm (9 artigos), enquanto ferramentas como Shasta, NECAT, wtdbg2 e
MaSuRCA apresentaram menor frequéncia de uso. Diversos montadores adicionais, in-
cluindo Tricycler, NanoPhase, NextDenovo, MetaMDBG, LJA, ybacter, Smartdenovo,
SLANG, Redbean e HASLR, foram utilizados em apenas um artigo cada.
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Frequency of Genome Assembly Tools (n = 53 studies)
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Figura 11: Montadores de genoma utilizados nos estudos incluidos na revisao sistematica

Com base nos resultados da revisao e em testes preliminares realizados neste tra-
balho, optou-se por utilizar exclusivamente o montador Flye [78] nas etapas subsequentes
do pipeline. Essa escolha foi motivada por sua ampla ado¢do na literatura, robustez no
tratamento de leituras longas oriundas de sequenciamento por Nanopore € bom equilibrio
entre qualidade da montagem e custo computacional.

O montador Canu, embora amplamente utilizado em estudos anteriores, foi avali-
ado durante a fase inicial deste trabalho e mostrou-se computacionalmente muito custoso,
apresentando elevado consumo de tempo de processamento e recursos computacionais,
especialmente em conjuntos de dados maiores. Dessa forma, sua utilizacdo foi descar-
tada no delineamento final do pipeline, visando maior eficiéncia e reprodutibilidade das
andlises.

A tabela[§|evidencia quais os montadores de genomas utilizados pelos autores.



57

Flye Unicycler Canu Raven Miniasm Outros

Artigo

7z

tematica

Tabela 8: Ferramentas de montagem de genomas utilizadas nos artigos incluidos na re-
visao sis
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Outros: Shasta, NECAT, wtdbg2, MaSuRCA, Tricycler, NanoPhase, NextDenovo, entre outros.
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4.1.1.5 Controle da Qualidade das Montagens

A Figura[I2) apresenta a frequéncia das ferramentas utilizadas para o controle de
qualidade das montagens de genoma identificadas nesta revisd@o. As ferramentas mais
frequentemente relatadas foram o QUAST, presente em 13 artigos, seguido pelo BUSCO,
utilizado em 6 artigos, e pelo CheckM, citado em 5 artigos. Outras ferramentas, como

Bandage, NanoPhase (pipeline) e GAEP, apresentaram menor frequéncia de uso.

Frequency of Assembly Quality Control Tools (n = 53 studies)

QUAST

BUSCO

CheckM

Tool

Bandage

NanoPhase

GAEP

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Number of studies

Figura 12: Ferramentas para controle de qualidade da montagem

No presente estudo, as ferramentas selecionadas para a avaliacao da qualidade das
montagens foram o QUAST e 0 BUSCO [138]], por serem amplamente utilizadas na
literatura e fornecerem métricas complementares para a anélise da qualidade estrutural e
da completude gendmica. Essas andlises foram realizadas inicialmente apds a etapa de
montagem e repetidas apds o processo de polimento, permitindo avaliar o impacto do
polimento na melhoria da qualidade das montagens.

O QUAST fornece métricas estruturais importantes, como o nimero de contigs, o
tamanho total da montagem e estatisticas baseadas em N, como o N50, que representa o
comprimento do menor contig necessdrio para cobrir 50% do genoma montado. Métricas
baseadas em N sdo amplamente utilizadas para avaliar a contiguidade das montagens,
sendo valores mais altos indicativos de montagens mais continuas.

O BUSCO, por sua vez, avalia a completude gendomica com base na presenga de
genes conservados de copia unica esperados para um determinado grupo taxonOmico.
Essa andlise permite classificar os genes em completos, duplicados, fragmentados ou au-
sentes, fornecendo uma estimativa da completude bioldgica da montagem.

Além disso, métricas relacionadas a erros estruturais, como insercoes e delecoes
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(indels), sao fundamentais para a avaliacdo da qualidade das montagens, especialmente
em dados de sequenciamento por nanoporos, nos quais esse tipo de erro esta frequen-
temente associado as limitagdes do processo de sequenciamento e basecalling. Nesse
contexto, o nimero de indels por 100 kb é uma métrica amplamente utilizada para quan-
tificar esses erros. A reducao no numero de indels apds o polimento indica uma melhoria
na acurdcia da sequéncia montada.

Um provdvel motivo para a menor frequéncia das ferramentas de controle de qua-
lidade da montagem nos artigos analisados estd relacionado ao foco metodolégico de
muitos estudos incluidos na revisdo. Diversos trabalhos t€m como objetivo principal
a proposi¢ao ou avaliacdo de pipelines, algoritmos de montagem ou estratégias experi-
mentais, tratando a avaliagdo da qualidade da montagem como uma etapa secunddaria ou
implicita, frequentemente resumida a poucas métricas ou mesmo incorporada a pipelines
automatizados. Outro fator relevante é que estudos voltados a aplicacdes especificas (por
exemplo, vigilancia gendmica, andlise comparativa ou caracteriza¢do funcional) podem
priorizar analises downstream, reduzindo o detalhamento ou a diversidade de ferramentas
empregadas na avaliacdo da montagem.

A tabela[9)indica quais autores utilizaram essas ferramentas em seus trabalhos.
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Tabela 9: Ferramentas de controle de qualidade da montagem de genomas utilizadas nos

artigos incluidos na revisao sistematica

Artigo

QUAST BUSCO CheckM Bandage Outros

(27
(830
(150
1791
[152]
[24]
(88
[126]
(411
(80]
(371
(94]
(591
[21)
[125]
(91
(91
(14]
1741
1501
[LO8]]
(911
(73]
(631
(31
[121]
(2]
(46]
[22]

X

X
X

o

XXX X X X

X X

X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X
X

Outros: NanoPhase (pipeline), GAEP.

4.1.1.6 Mapeamento

A Figura[I3]mostra a frequéncia de ferramentas utilizadas para mapeamento, com

a maioria dos artigos utilizando a ferramenta minimap2, em um total de 20 artigos. O

MUMmer foi utilizado em 3 artigos, o Bowtie em 2 artigos e as demais ferramentas ob-

servadas nesta revisdo para esta etapa — BBmap e GraphMap — apareceram em apenas

um artigo cada.
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Frequency of Read Mapping Tools (n = 53 studies)
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Figura 13: Ferramentas para mapeamento

A etapa de mapeamento foi incluida no delineamento metodolégico por ser um
componente essencial de estratégias de polimento baseadas em alinhamento, nas quais
as reads sao realinhadas ao genoma montado para correcao de erros. Entretanto, neste
estudo, o mapeamento nao foi executado como uma etapa isolada do fluxo principal, pois
ele ja ocorre de forma interna nas ferramentas de polimento utilizadas (por exemplo, nas
rodadas de Racon e Medaka), que realizam o alinhamento automaticamente como parte
de seus proprios procedimentos. Assim, optou-se por nao inserir uma etapa explicita
de mapeamento no script automatizado. Entre as ferramentas identificadas na revisao
sistemdtica, o minimap?2 foi a mais frequentemente utilizada e, por isso, foi adotado como
referéncia metodoldgica para o alinhamento interno nas etapas de polimento [85]].

A tabela[I(]indica quais ferramentas de mapeamento apareceram na revisao.
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Tabela 10: Ferramentas de mapeamento utilizadas nos artigos incluidos na revisao sis-

tematica
Artigo Minimap2 MUMmer Bowtie BBmap GraphMap
[163] X X
[182]) X
117 X
[4] X
(18] X
791 X X
[25]) X
[21]) X
[152] X
[41]) X
[180] X
[L05] X
1751 X
[L58]] X
[L55] X
159] X
1881 X X
[62] X
[44] X
[120] X
[167] X
Ol X X
[50] X

Minimap?2 foi a ferramenta de mapeamento mais frequente (20 artigos), seguida por MUMmer (3), Bowtie
(2), BBmap (1) e GraphMap (1).

4.1.1.7 Polimento

A etapa de polimento tem como objetivo reduzir erros residuais das montagens
geradas a partir de leituras longas, especialmente inser¢des, dele¢des e substituicdes de-
correntes das caracteristicas do sequenciamento por Nanopore. Conforme observado na
revisdo sistematica (Figura[T4)), os polidores mais frequentemente empregados foram Me-
daka [[112], presente em 25 artigos, € Racon [151]], em 17 artigos, sendo portanto seleci-
onados para compor o fluxo experimental deste estudo. O Racon € um polidor baseado
em alinhamento de leituras ao genoma montado, realizando corre¢des iterativas de con-
senso, enquanto o Medaka utiliza modelos de aprendizado profundo treinados para dados

Nanopore a fim de refinar a sequéncia consenso e melhorar a acurcia final.
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Frequency of Genome Polishing Tools (n = 53 studies)
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Figura 14: Polidores

No delineamento experimental adotado, foram avaliadas diferentes estratégias de
polimento com o objetivo de verificar o impacto do nimero e da combinagdo de roda-
das de correcao sobre a qualidade final das montagens. As seguintes combinagdes foram
testadas: (1) montagem raw (sem polimento) (i) uma rodada de Racon; (ii1) mais uma
rodada de Racon na montagem jé polida uma vez (iv) uma rodada de Racon seguida por
uma rodada de Medaka; e (v) duas rodadas de Racon seguidas por uma rodada de Me-
daka e (vi) uma rodada de Medaka sozinho. A utilizacdo de multiplas rodadas de Racon
¢ comum em fluxos de montagem com leituras longas, pois as primeiras iteracdes ten-
dem a corrigir erros mais evidentes, enquanto rodadas adicionais refinam o consenso. A
aplicacao do Medaka apds o Racon busca realizar um ajuste final com base em mode-
los especificos para sinais de sequenciamento Nanopore, frequentemente resultando em
melhorias adicionais na acuricia e reducao de indels.

Ap6s o polimento, as montagens foram novamente submetidas ao controle de qua-
lidade utilizando as mesmas ferramentas aplicadas na etapa anterior de avalia¢ao (Figura
[12), como QUAST e BUSCO. Essa avaliacdo final permitiu verificar o ganho de qua-
lidade estrutural e bioldgica obtido com as estratégias de polimento e determinar se as
montagens atingiram qualidade adequada para analises posteriores.

A tabela[TT|representa a frequéncia das ferramentas de polimento incluidas nessa

revisao.
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Tabela 11: Ferramentas de polimento utilizadas nos artigos incluidos na revisdo sis-

tematica
Artigo Medaka Racon Pilon POLCA  Outros
1154] X X
127] X X
[162] X
1831 X X X
115 X X
4] X X
184] X
[21] X X
[152] X X X
(23] X
24 X X X
[80] X X
[105] X X X
137] X
1751 X
1158] X
194] X X X X
[155] X X
159] X X X
1881 X
162] X
[120] X X
[167] X X
[153] X
[159] X
[9] X
(4] X
1501 X
[76] X X
177) X X
1911 X
173 X
163 X X
[46] X
122] X
131 X X
2] X
[12] X

Outros: NanoPhase (pipeline), PEPPER, Homopolish, NextPolish, NeuralPolish, Apollo, HyPo, ntEdit,

cgMLST (pipeline).

4.2 Analise dos Fluxos e Ferramentas

A Figura|l5|apresenta o fluxo metodolégico adotado neste estudo para avaliacao

comparativa das diferentes combinacdes de ferramentas e estratégias aplicadas aos dados

de sequenciamento por Nanopore. A execugdo do fluxo foi distribuida em dois ambientes

computacionais distintos, de acordo com as demandas especificas de cada etapa.

A etapa de basecalling, por exigir alto desempenho computacional e utilizacdo

de aceleracao por GPU, foi realizada no ambiente de Cluster do C3 (Centro de Cié€ncias
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Computacionais) da FURG. Nessa fase, os dados brutos foram processados por duas fer-
ramentas amplamente utilizadas (Guppy e Dorado), cada uma operando com trés mode-
los de acurécia (Fast, HAC e SUP). Embora o basecalling nao tenha sido incorporado
diretamente ao script automatizado da pipeline, ele integra conceitualmente o fluxo expe-
rimental, pois cada modelo gerado constituiu uma condi¢do experimental independente
considerada nas analises comparativas.

Ap6s a geracdo dos arquivos basecalled no cluster, todas as etapas subsequentes
foram executadas no desktop do COMBI-Lab (Laboratério de Biologia Computacional).
Essas etapas incluiram o controle de qualidade das reads com NanoPlot, a filtragem com
NanoFilt e Filtlong, a montagem gendmica utilizando o montador Flye e as diferentes
estratégias de polimento. Essa divisdo operacional permitiu otimizar o uso dos recursos
computacionais, reservando o ambiente com GPU para a etapa mais intensiva e mantendo
as demais andlises em um ambiente local controlado.

As montagens geradas foram submetidas a seis estratégias de polimento distin-
tas, incluindo montagem bruta (sem polimento), aplicacdo isolada de Medaka, rodadas
sucessivas de Racon e combinagdes entre essas ferramentas. A combinacdo entre duas
ferramentas de basecalling, trés modelos de acuricia, dois filtros das reads e seis es-
tratégias de polimento resultou em um total de 72 combina¢des experimentais avaliadas
para cada organismo. Esse delineamento possibilitou investigar de forma sistematica o

impacto de cada etapa do fluxo na qualidade final das montagens geradas.
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[ Dados brutos de sequenciamento }
Basecalling
2 ferramentas: Guppy e Dorado
3 modelos
Fast « HAC » SUP
Controle de qualidade das reads
NanoPlot
Filtragem das reads
NanoFilt e Filtlong
Montagem
Flye

Estratégias de polimento (6)
Raw Medaka
Racon 1x Racon 2x
Racon 1x + Medaka  Racon 2x + Medaka

72 combinacdes finais
2 basecallers x 3 modelos x 2 filtros x 6 polimentos

Figura 15: Fluxo metodoldgico geral e combinacdo experimental resultando em 72 mon-

tagens avaliadas.

Para comparar o desempenho das 72 combinacdes geradas para cada organismo,
foi adotada uma abordagem de ranqueamento multifatorial baseada em métricas estru-
turais e de precisdo amplamente utilizadas na avaliacdo de montagens gendmicas. Fo-
ram consideradas quatro varidveis principais: (i) completude gendmica estimada pelo
BUSCO, (i1) nimero de misassemblies, (ii1) taxas de indels e (iv) contiguidade da monta-
gem, representada pelo N50.

A completude gendmica foi estimada com o BUSCO, ferramenta que avalia a
presenca de genes conservados universais esperados para o grupo taxondmico analisado,
fornecendo uma medida da integridade biologica da montagem. O nimero de misassem-
blies foi utilizado como indicador de erros estruturais, como inversdes, translocacdes ou
jungdes incorretas de regides gendmicas. As taxas de indels foram consideradas como
métricas de precisdo em nivel de base, refletindo a acurdcia das sequéncias montadas. Por
fim, a contiguidade foi avaliada pelo N50, que corresponde ao comprimento minimo dos

contigs necessdrios para cobrir 50% do tamanho total da montagem, sendo amplamente
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utilizado como indicador de continuidade estrutural.

Cada métrica foi classificada de acordo com sua dire¢do de otimizacdo: valores
mais altos foram considerados desejaveis para completude (BUSCO Complete) e N50,
enquanto valores mais baixos indicaram melhor desempenho para indels e misassemblies.
Para cada variavel, as combinacdes foram ordenadas e receberam um ranking ordinal. O
escore final de cada combinacao foi calculado pela soma dos ranks atribuidos em todas as
métricas avaliadas. As combinacdes com menor escore total foram consideradas aquelas
com melhor desempenho global.

Essa estratégia permitiu integrar multiplas dimensdes de qualidade em uma unica
métrica comparativa, possibilitando a identificacdo objetiva das combinacdes de ferra-

mentas e parametros que apresentaram melhor equilibrio entre precisdo, completude e

contiguidade das montagens geradas.

4.2.1 Basecalling

4.2.1.1 Desempenho computacional do Guppy nos modelos fast, hac e sup

A Tabela [12] apresenta o desempenho computacional da ferramenta Guppy nos

tr€s modelos de acurécia (fast, hac e sup) para os seis organismos analisados. O tempo

de execug¢ao foi mensurado em minutos por meio do tempo real (wall-clock time), obtido

com o comando time em ambiente de cluster com utilizacdo de GPU.

Tabela 12: Tempo de execucao (minutos) do Guppy nos modelos fast, hac e sup.

Organismo fast  hac sup
Acinetobacter pittii 0,20 2,11 3,20
Haemophilus haemolyticus 0,26 1,52 3,20
Klebsiella pneumoniae 4,53 6,06 8,29
Shigella sonnei 6,45 8,43 11,49
Staphylococcus aureus 2,59 324 6,17
Stenotrophomonas maltophilia 1,29 10,34 15,34

4.2.1.2 Desempenho computacional do Dorado nos modelos fast, hac e sup

A Tabela [I3] apresenta o tempo de execugdo da ferramenta Dorado nos trés mo-

delos de acuricia avaliados. Assim como para o Guppy, os tempos foram obtidos em

ambiente de cluster com uso de GPU.

Tabela 13: Tempo de execu¢@o (minutos) do Dorado nos modelos fast, hac e sup.

Organismo fast hac sup

Acinetobacter pittii 0,14 0,37 2,16
Haemophilus haemolyticus 0,29 1,25 4,50
Klebsiella pneumoniae 0,59 2,42 11,18
Shigella sonnei 1,16 3,47 15,54
Staphylococcus aureus 044 2,30 9,00
Stenotrophomonas maltophilia 0,55 2,31 10,12
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De forma geral, observou-se aumento progressivo do tempo de execug¢ao conforme
a complexidade do modelo de basecalling, sendo os modelos sup 0s mais custosos com-
putacionalmente em ambas as ferramentas. O Dorado apresentou tempos menores nos
modelos fast e hac, enquanto o modelo sup demonstrou aumento expressivo no tempo de
processamento para ambas as ferramentas. O Guppy apresentou maior variabilidade entre
organismos, sugerindo diferencas na forma como cada ferramenta escala com o volume
de dados de entrada.

A comparacdo apresentada nesta se¢do considera exclusivamente o custo compu-
tacional da etapa de basecalling, mensurado em minutos de execucdo em ambiente de
cluster com GPU. Entretanto, a avaliagao do desempenho dos modelos nao se baseia ape-
nas no tempo de processamento. A qualidade das leituras geradas por cada modelo de
basecalling foi avaliada indiretamente nas etapas subsequentes do fluxo, por meio do im-
pacto nas montagens gendmicas e nas métricas estruturais e de precisdo obtidas ao final
do pipeline. Dessa forma, a andlise do basecalling neste trabalho integra duas dimensoes
complementares: (i) o custo computacional de execucdo em ambiente de cluster e (ii) a
qualidade resultante das montagens geradas ao longo do fluxo automatizado.

Cabe destacar ainda que, como a execuc¢do ocorreu em ambiente de cluster com
GPU compartilhada, variagdes na carga de processamento podem influenciar os tempos
absolutos observados, embora o padrdo geral de aumento de custo entre os modelos se

mantenha consistente.

4.2.2 Avaliacao individual por organismo

4.2.2.1 Acinetobacter pittii

A avaliagdo individual de Acinetobacter pittii foi conduzida considerando todas
as 72 combinagoes testadas. A andlise foi estruturada inicialmente a partir das métricas
globais de completude (BUSCO), taxa de indels (QUAST) e contiguidade (N50), repre-

sentadas graficamente para todas as combinacdes avaliadas.

* Completude gendomica (BUSCO)

A andlise da completude (BUSCO Complete) evidencia um padrdo claro de
separacdo entre os modelos de basecalling. Observa-se aumento progressivo da
completude ao comparar os modelos fast, hac e sup, independentemente do ba-
secaller utilizado. Esses resultados sdo evidenciados de maeira gréfica na Figura
16}

As combinagdes envolvendo o modelo sup concentraram os maiores valores de
BUSCO, atingindo até 98,5%. O modelo hac apresentou desempenho intermediério
(94-96%), enquanto o modelo fast apresentou os menores valores, especialmente

nas montagens ndo polidas.

O efeito do polimento foi consistente em todos os cendrios, com aumento sis-
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BUSCO (%) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Acinetobacter pittii

Guppy - Filtlong

Guppy - NanoFilt

Dorado - Filtlong

Dorado - NanofFilt

Figura 16: Avaliacdo da completude gendmica das montagens de Acinetobacter pittii
utilizando BUSCO, considerando diferentes combinacdes de ferramentas de basecalling
(Guppy e Dorado), modelos de acuricia (FAST, HAC e SUP), filtros de melhoria das
reads (Nanofilt e Filtlong) e estratégias de polimento (sem polimento, Racon, Medaka e
combinacgoes).

temdtico da completude apds aplicacdo de Medaka ou combina¢des com Racon.
Entretanto, o ganho absoluto foi mais expressivo nos modelos de menor acuracia

inicial (fast e hac), enquanto no modelo sup o polimento atuou como refinamento
final.

Taxa de indels (QUAST)

A taxa de indels por 100 kb apresentou comportamento inverso ao BUSCO, con-
forme esperado. O modelo sup concentrou os menores valores absolutos de indels,

seguido por hac e, por ultimo, fast.

O polimento promoveu redugdo substancial dos indels em todas as configuracdes.
Nas montagens brutas derivadas do modelo fast, os valores ultrapassavam 70 in-
dels/100 kb, sendo reduzidos para aproximadamente 30 apds polimento com Me-
daka. Ja no modelo sup, os valores iniciais eram significativamente menores (16

indels/100 kb) e foram reduzidos para menos de 9 indels/100 kb apds polimento.

Observa-se que a aplicagcdo exclusiva de Medaka ja foi suficiente para promover a

maior parte da correcdo de erros, enquanto rodadas adicionais de Racon produziram




apenas variacdes marginais.
Esses resultados sdo mostrados na Figura[I7]

Indels por 100 kb (QUAST) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Acinetobacter pittii

HAC SUP

Guppy - Filtlong

| ™ | -

Guppy - NanoFilt

Dorado - Filtlong

Dorado - NanofFilt

Figura 17: Taxa de indels por 100 kb (QUAST) em montagens de Acinetobacter pittii sob
diferentes combinacgdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

* Contiguidade (N50)

Para facilitar a visualizagdo das diferencas de contiguidade, o N50 foi representado
como diferenca em relacdo ao menor valor observado (N50). Essa abordagem evita
a compressao visual causada pelos valores absolutos préximos a 3,8 Mb (megaba-

ses).
O padrao observado refor¢a o comportamento das métricas anteriores:

As maiores diferencas positivas de N50 concentram-se no modelo sup. O mo-
delo hac apresenta desempenho intermediario. O modelo fast concentra as menores
diferencas relativas.

O polimento promoveu ganhos discretos no N50, sendo seu impacto menos pronun-
ciado do que nas métricas de erro (indels) e completude (BUSCO). Isso indica que o
polimento atua principalmente na correcdo de erros de base, com menor influéncia

na estrutura global da montagem.

Os resultados de N50 podem ser analisados na Figura
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AN50 - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Acinetobacter pittii
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Figura 18: Variacao da contiguidade das montagens (N50) para Acinetobacter pittii sob
diferentes combinagdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

N50 = N50 menor N50 Ou seja: quanto maior — melhor que o pior cendrio

¢ Sintese dos melhores fluxos

A Tabela [I4] apresenta as cinco combinagdes com melhor escore global, conside-

rando o ranqueamento multifatorial.

Tabela 14: Top 5 combinacdes ranqueadas para A. pittii com base no escore global.

Rank Basecaller Modelo Filtro Polimento BUSCO (%) N50 (bp) Indels/100kb

Dorado sup  NanoFilt Medaka 98.5 3,815,297 8,94
Dorado sup  NanoFilt 1xRacon+Medaka 98.3 3,815,286 9,44
Guppy sup  NanoFilt Medaka 98.0 3,815,266 8,86
Guppy sup  Filtlong Medaka 98.0 3,815,267 8,89
Dorado sup  NanoFilt 2xRacon+Medaka 98.3 3,815,272 9,39

kAW N =
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Todas as cinco melhores combinagdes utilizaram o modelo sup, refor¢ando a in-

fluéncia determinante da acurdcia do basecalling na qualidade final da montagem.

O filtro NanoFilt esteve presente em quatro das cinco melhores combinagdes, suge-

rindo impacto ligeiramente superior em relag@o ao Filtlong nas métricas integradas.
O melhor fluxo foi: Dorado — sup — NanoFilt — Medaka

Essa configuracdo apresentou:

Maior completude (98,5%)

Elevado N50 (3.815.297 bp)

Baixa taxa de indels (8,94/100 kb)

A inclusdo de rodadas adicionais de Racon antes do Medaka nao resultou em ga-
nhos substanciais. As diferencas entre Medaka isolado e combinagdes com Racon
foram pequenas e ndo alteraram significativamente o desempenho estrutural ou de

precisao.

A andlise conjunta das métricas indica que: o modelo de basecalling é o principal

determinante da qualidade estrutural e da precisdo final.

O polimento com Medaka ¢ suficiente para atingir alto padrao de qualidade. Es-
tratégias mais complexas de polimento produzem ganhos marginais. O modelo sup

amplifica os efeitos positivos do polimento.

4.2.2.2 Haemophylus haemolyticus

As Figuras [I9] [20] e [21] sintetizam o impacto combinado das decisdes de basecal-
ling (Guppy vs. Dorado), do modelo (fast/hac/sup), do filtro (NanoFilt/Filtlong) e das
estratégias de polimento sobre trés métricas-chave: completude (BUSCO), precisdao em
nivel de base (indels/100 kb, QUAST) e contiguidade (N50; aqui representado como N50

em relacdo ao pior cenario).

* Completude gendomica (BUSCO)

Pela Figura observa-se que a completude (BUSCO Complete) é fortemente in-
fluenciada pelo modelo de basecalling: as configuragdes com modelo sup tendem a
concentrar os maiores valores, enquanto o fast apresenta desempenho mais limitado
e maior sensibilidade as variacdes do pds-processamento. Em todos os cendrios, as
estratégias envolvendo polimento com Medaka (isolado ou apds Racon) aparecem
associadas aos melhores patamares de completude, sugerindo ganhos consistentes

na recuperagdo de genes conservados.



BUSCO (%) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Haemophilus haemolyticus
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Figura 19: Avaliacdao da completude gendmica das montagens de Haemophilus haemoly-
ticus utilizando BUSCO, considerando diferentes combinacoes de ferramentas de base-
calling (Guppy e Dorado), modelos de acurdcia (FAST, HAC e SUP), filtros de melhoria
das reads (Nanofilt e Filtlong) e estratégias de polimento (sem polimento, Racon, Medaka

e combinacoes).

e Taxa de indels (QUAST)

A Figura 20| indica um padrdo complementar ao BUSCO: as menores taxas de in-
dels tendem a ocorrer com o modelo sup, e o polimento reduz os erros em nivel de
base quando comparado as montagens brutas (raw). Em particular, combinacdes
com Racon + Medaka aparecem como estratégias mais robustas quando a meta é

reduzir indels.




Indels por 100 kb (QUAST) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
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Figura 20: Taxa de indels por 100 kb (QUAST) em montagens de Haemophilus haemoly-

ticus sob diferentes combinacdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

* Contiguidade (N50)

Na Figura [21] as combinag¢des com maiores N50 concentram-se nas configuracoes

com modelo sup, sugerindo que a maior acuricia do basecalling facilita montagens

mais contiguas (maior N50), enquanto cendrios de menor acuracia (principalmente

fast) tendem a limitar a contiguidade final.
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AN50 - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Haemophilus haemolyticus

dorado | hac | filtlong | racon2_medaka -
guppy | sup | filtlong'| racon2 -

guppy | fast | nanofilt | raconl_medaka -
dorado | sup | filtlong | medaka_raw —
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au fast | nanofilt | medaka_raw -
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quppy | sup | nanofilt | medaka_raw -
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Figura 21: Variagdo da contiguidade das montagens (N50) para Haemophilus haemolyti-
cus sob diferentes combinacgdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

¢ Sintese dos melhores fluxos

A Tabela [I5] apresenta as cinco combinac¢des de melhor desempenho global para
H. haemolyticus, considerando simultaneamente completude (BUSCO), contigui-
dade (N50) e precisao (indels/100 kb), conforme o escore multifatorial descrito na

metodologia.

Um ponto central é que todas as cinco melhores combinagdes foram obtidas com
Dorado no modelo sup, o que refor¢a que, para este organismo, a acurdcia do ba-
secalling foi o principal fator determinante do desempenho global. Além disso,
as diferencas entre as primeiras posi¢des sdo pequenas (BUSCO e N50 pratica-
mente invariantes), € o que passa a discriminar melhor as combinagdes é sobretudo
a taxa de indels, isto é, precisdo em nivel de base. Nesse contexto, as estratégias

com 1xRacon + Medaka aparecem de forma recorrente no topo, sugerindo que a
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combinacdo sequencial de polidores oferece um balango favordvel no refinamento
final.

Tabela 15: Top 5 combinacdes ranqueadas para H. haemolyticus com base no escore

global.
Rank Basecaller Modelo Filtro Polimento BUSCO (%) N50 (bp) Indels/100kb
1 Dorado sup Filtlong 1xRacon+Medaka 93.5 2,051,276 30,36
2 Dorado sup  NanoFilt 1xRacon+Medaka 93.5 2,051,270 30,17
3 Dorado sup  NanoFilt 2xRacon+Medaka 93.5 2,051,271 30,27
4 Dorado sup Filtlong Medaka 93.5 2,051,273 30,66
5 Dorado sup  NanoFilt Medaka 93.3 2,051,267 30,56

4.2.2.3 Klebsiella pneumoniae
* Completude Genomica (BUSCO)

A Figura 22| de completude gendmica (BUSCO) evidencia que a variagc@o entre os
modelos de basecalling exerce influéncia direta sobre a qualidade final das monta-
gens. Observa-se um aumento progressivo dos valores de BUSCO Complete dos
modelos fast para hac e, sobretudo, para sup, independentemente do basecaller ou
da estratégia de polimento empregada. As combinacdes baseadas no modelo sup
concentram os maiores valores de completude, atingindo valores superiores a 97%
nas melhores configuragdes. Nos modelos fast, a completude apresenta maior dis-
persao e valores consistentemente inferiores, enquanto o modelo hac ocupa posicao
intermedidria, indicando que a acurdcia inicial do basecalling é um dos principais

determinantes da recuperagdo de genes conservados.



BUSCO (%) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Klebsiella pneumoniae
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Figura 22: Avaliacdo da completude gendmica das montagens de Klebsiella pneumoniae
utilizando BUSCO, considerando diferentes combinacdes de ferramentas de basecalling
(Guppy e Dorado), modelos de acuricia (FAST, HAC e SUP), filtros de melhoria das
reads (Nanofilt e Filtlong) e estratégias de polimento (sem polimento, Racon, Medaka e

combinagdes)

e Taxa de indels (QUAST)

A anilise das taxas de indels por 100 kb (Figura [23)) refor¢a esse padrdo. As mon-
tagens derivadas do modelo sup apresentaram as menores taxas de erro em nivel
de base, com redugdo consistente apos o polimento. Nos modelos fast e hac, as
taxas de indels sao mais elevadas e mostram maior sensibilidade a estratégia de
polimento aplicada. Observa-se que o polimento com Medaka, isoladamente ou
combinado a rodadas de Racon, promove redugdo sistemadtica das taxas de erro,
com impacto mais evidente quando aplicado a montagens provenientes do modelo
sup. Esse comportamento sugere que montagens iniciais mais acuradas permitem

maior eficiéncia das etapas subsequentes de corre¢ao.
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Indels por 100 kb (QUAST) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Klebsiella pneumoniae
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Figura 23: Taxa de indels por 100 kb (QUAST) em montagens de Klebsiella pneumoniae

sob diferentes combinagdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

* Contiguidade (N50)

A andlise de contiguidade por meio do ANS5O0 (diferenca em relagdo ao menor N50
observado), obserava na Figura [24] indica que as maiores contiguidades também
se concentram nas combinacdes que utilizam o modelo sup. As diferencgas entre
estratégias de filtragem (NanoFilt e Filtlong) mostraram impacto discreto sobre a
contiguidade final, enquanto a escolha do modelo de basecalling e a presenga de
polimento com Medaka exerceram influéncia mais evidente. As combinagdes com
maior ANS50 correspondem as montagens mais continuas e coincidem, em geral,
com aquelas que apresentam maiores valores de BUSCO e menores taxas de indels,

indicando convergéncia entre métricas estruturais e de precisao.
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AN5O0 - Impacte do basecalling, filtragem e polimento\Klebsiella pneumoniae

guppy | sup | nanofilt | racon2 - .
guppy | sup | nanofilt | raconl - '
guppy | sup | nanofilt | racon2_medaka —
dorado | fast | nanofilt | racon1_medaka ~ Q
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Figura 24: Variacdo da contiguidade das montagens (N50) para Klebsiella pneumoniae

sob diferentes combinagdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

¢ Sintese dos melhores fluxos

A Tabela [16] sintetiza as cinco combinagdes com melhor desempenho global. Di-
ferentemente do observado para os organismos anteriores, todas as configuracdes
do top 5 utilizaram o basecaller Guppy associado ao modelo sup, indicando maior
consisténcia desse conjunto especifico para K. pneumoniae. As variacdes entre as
combinacdes concentram-se principalmente nas estratégias de polimento, com des-
taque para o uso combinado de Racon e Medaka. A melhor configuragdo global foi
obtida com a combina¢do Guppy—sup—NanoFilt-2xRacon+Medaka, que apresen-
tou a maior completude (97,4 %), elevada contiguidade (N50 superior a 5,13 Mb) e

uma das menores taxas de indels observadas.
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Tabela 16: Top 5 combinagdes ranqueadas para K. pneumoniae com base no escore global.

Rank Basecaller Modelo Filtro Polimento BUSCO (%) NS50 (bp) Indels/100kb
1 Guppy sup  NanoFilt 2xRacon+Medaka 97.4 5,134,685 16,75
2 Guppy sup  NanoFilt 1xRacon+Medaka 97.4 5,134,453 16,85
3 Guppy sup Filtlong 1xRacon+Medaka 96.6 5,134,004 16,79
4 Guppy sup  NanoFilt 2xRacon 95.7 5,135,032 20,93
5 Guppy sup  Filtlong 2xRacon+Medaka 96.6 5,133,963 16,71

As diferencas entre as cinco melhores combinagdes foram relativamente discretas,
indicando que, uma vez adotado o modelo sup, o impacto adicional das estratégias
de filtragem e do nimero de rodadas de polimento torna-se marginal. Ainda assim,
a presenca do Medaka esteve associada as menores taxas de erro, enquanto rodadas
adicionais de Racon contribuiram principalmente para ajustes finos na precisao lo-
cal. Em conjunto, os resultados indicam que, para K. pneumoniae, a acuricia inicial
do basecalling e a aplica¢ao de polimento com Medaka constituem os fatores mais
determinantes para a qualidade final das montagens, enquanto a escolha do filtro

exerce influéncia secundaria.

4.2.2.4 Shigella sonnei

A avaliagdo das montagens para S. sonnei indicou padrdes consistentes entre as
métricas de completude, continuidade e acuricia, com forte influéncia do modelo de ba-

secalling e do polimento final.

* Completude Genomica (BUSCO)

Os resultados de completude (Figura[25]) mostraram clara superioridade dos mode-
los sup em relacdo aos modelos fast e hac, independentemente do basecaller. As
combinacdes com Dorado e Guppy em modelo sup apresentaram valores proximos
ao maximo observado para o conjunto de dados, com diferengas discretas entre
estratégias de filtragem. O uso de NanoFilt ou Filtlong ndo produziu variacdes ex-
pressivas nos percentuais de BUSCO quando o polimento final incluiu Medaka. Em
contrapartida, montagens sem polimento final ou com apenas racon apresentaram
redugdes perceptiveis na completude, especialmente nos modelos fast e hac. De
forma geral, o polimento combinado (Racon seguido de Medaka) foi determinante

para atingir os maiores valores de BUSCO.
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BUSCO (%) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Shigella sonnei
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Figura 25: Avaliacdo da completude gendmica das montagens de Shigella sonnei uti-
lizando BUSCO, considerando diferentes combinacdes de ferramentas de basecalling
(Guppy e Dorado), modelos de acuricia (FAST, HAC e SUP), filtros de melhoria das
reads (Nanofilt e Filtlong) e estratégias de polimento (sem polimento, Racon, Medaka e

combinagdes)

e Taxa de indels (QUAST)

A taxa de indels (Figura[26) apresentou comportamento inverso ao de completude:
os menores valores foram obtidos com modelos sup e polimento final com Medaka.
O uso isolado de racon reduziu parcialmente os erros, porém a adi¢do de Medaka
resultou nas menores taxas observadas. As diferencas entre NanoFilt e Filtlong fo-
ram discretas, sugerindo que o impacto da filtragem foi secundario em comparacdo
ao modelo de basecalling e ao polimento. Nos modelos fast, as taxas de indels per-
maneceram elevadas mesmo apds polimento, evidenciando limitagdo na acuricia
inicial das leituras. Nos modelos hac, a redugdo de erros foi intermedidria, en-

quanto o modelo sup apresentou os melhores resultados de forma consistente.
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Indels por 100 kb (QUAST) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Shigella sonnei
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Figura 26: Taxa de indels por 100 kb (QUAST) em montagens de Shigella sonnei sob

diferentes combinacgdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

* Contiguidade (N50)

A andlise de contiguidade indicou variacdes relativamente pequenas entre as
combinagdes, com valores de N50 bastante proximos entre si quando compara-
das apenas as melhores montagens, como é observado na Figura[27]. O grifico de
ANS50 mostrou que as diferengas absolutas entre as combinagdes de maior desem-
penho foram modestas, indicando que a contiguidade gendmica foi menos sensivel
as etapas de filtragem e polimento do que as métricas de acurdcia. Ainda assim,
as maiores diferengas em relagdo ao pior cendrio ocorreram nos modelos sup, es-
pecialmente quando combinados a polimento com racon seguido de Medaka. Nos
modelos fast, a variabilidade foi maior e associada principalmente ao tipo de filtra-

gem e a auséncia de polimento final.
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AN50 - Impacto do basecalling, filtragem e polimento\Shigella sonnei

guppy | hac | nanofilt | racanl - @
guppy | hac | nanofilt | racon2 - .
dorado | sup | nanofilt | racon2 -
dorado | sup | nanofilt | raconl -

dorado | sup | nanofilt | racon2_medaka ~
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Figura 27: Variagcdo da contiguidade das montagens (N50) para Shigella sonnei sob dife-

rentes combinacdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

¢ Sintese dos melhores fluxos

De modo geral, os resultados para S. sonnei indicam que o principal determinante
de qualidade das montagens foi o modelo de basecalling, seguido pelo polimento
final com Medaka. A filtragem teve impacto secundério e mais evidente apenas nos
cendrios com menor qualidade inicial de leitura. O top 5 das dos fluxos de S. sonnei

podem ser observados na tabela[T7]
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Tabela 17: Top 5 combinacdes ranqueadas para S. sonnei com base no escore global.

Rank Basecaller Modelo Filtro Polimento BUSCO (%) NS50 (bp) Indels/100kb
1 Dorado sup  NanoFilt 2xRacon+Medaka 95.5 4,777,370 29,21

2 Dorado sup  NanoFilt 1xRacon+Medaka 95.7 4,777,322 30,30

3 Dorado sup  NanoFilt 2xRacon 93.0 4,777,407 32,63

4 Guppy sup  NanoFilt 1xRacon+Medaka 97.7 4,771,267 29,43

5 Guppy sup  NanoFilt 2xRacon+Medaka 97.0 4,771,251 29,21

Entre as combinagdes ranqueadas, observa-se predomindncia do modelo sup asso-
ciado ao uso de NanoFilt e polimento final com Medaka. As diferencas de N50
entre as cinco melhores estratégias foram minimas, reforcando que a selecao do
melhor pipeline para S. sonnei deve priorizar métricas de acuricia, especialmente
taxa de indels e completude BUSCO. A presenca recorrente de estratégias com
I1xRacon+Medaka ou 2xRacon+Medaka no topo do ranking indica que o polimento

hibrido foi essencial para otimizar simultaneamente continuidade e acuricia.

4.2.2.5 Staphylococcus aureus
* Completude Genémica (BUSCO)

Os resultados de completude gendmica (Figura [28)) apresentaram valores elevados
em praticamente todas as combinagdes testadas, especialmente para os modelos hac
e sup, que atingiram valores proximos de 100% independentemente do filtro ou do
polimento aplicado. No modelo fast, observou-se maior variagdo, com completude

inferior e maior sensibilidade as etapas de polimento.

De modo geral, o impacto do basecaller foi discreto: Guppy e Dorado exibiram
desempenhos muito semelhantes, com leve vantagem para os modelos de maior
acuracia. O polimento contribuiu para pequenos ganhos em completude, sobretudo
quando Medaka foi aplicado apds Racon, mas essas diferencas foram modestas.
Isso indica que, para S. aureus, a montagem ja atinge alta completude em estagios

iniciais do fluxo, e o ganho adicional das etapas de refinamento € limitado.
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BUSCO (%) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Staphylococcus aureus
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Figura 28: Avaliacdo da completude gendmica das montagens de Staphylococcus aureus
utilizando BUSCO, considerando diferentes combinacdes de ferramentas de basecalling
(Guppy e Dorado), modelos de acuricia (FAST, HAC e SUP), filtros de melhoria das
reads (Nanofilt e Filtlong) e estratégias de polimento (sem polimento, Racon, Medaka e

combinagdes)

e Taxa de indels (QUAST)

A taxa de indels, representada na Figura [29] foi globalmente baixa em comparagio
com os demais organismos analisados, com valores concentrados em faixas reduzi-
das mesmo antes do polimento. A aplica¢cdo de Racon e Medaka promoveu redugao
consistente dos erros, principalmente nas configuragdes fast e hac, nas quais o im-

pacto do basecalling inicial é mais evidente.

Nos modelos sup, as taxas ja eram minimas desde as montagens iniciais, € o poli-
mento resultou em melhorias marginais. Observou-se que o filtro Filtlong associado
ao basecalling sup gerou as menores taxas de indels, sugerindo que a combinacao
entre alta acurécia de leitura e filtragem de qualidade reduz substancialmente a ne-

cessidade de correcdes posteriores.
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Indels por 100 kb (QUAST) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Staphylococcus aureus
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Figura 29: Taxa de indels por 100 kb (QUAST) em montagens de Staphylococcus aureus
sob diferentes combinagdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

* Contiguidade (N50)

A andlise do N50 (Figura evidenciou baixa variacdo entre as combinacoes,
refletindo a elevada contiguidade obtida em praticamente todos os cendrios. As
diferencas entre as montagens ficaram restritas a pequenas variacoes em relacdo ao
menor N50 observado, indicando que a estrutura global das montagens foi estavel
independentemente das etapas de polimento. Nao houve tendéncia clara de aumento
de N50 com o aumento de ciclos de Racon ou com a adi¢ao de Medaka, sugerindo
que a contiguidade ja € maximizada na etapa de montagem inicial. O filtro Filtlong
contribuiu para leve melhoria em algumas configuragdes, mas o efeito foi discreto

quando comparado ao observado em organismos com genomas mais fragmentados.
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AN50 - Impacto do basecalling, filtragem e polimento\Staphylococcus aureus
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Figura 30: Variacdo da contiguidade das montagens (N50) para Staphylococcus aureus

sob diferentes combinagdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

¢ Sintese dos melhores fluxos

Para S. aureus, os trés indicadores convergem para um cendrio de alta robustez do
pipeline. A completude gendmica se mantém elevada em praticamente todas as
combinagoes, a taxa de indels € baixa e pouco varidvel, e o N50 apresenta estabili-

dade estrutural, conforme indica a tabela [I8]

As melhores combinagdes ranqueadas indicam que o uso de Guppy sup com Fil-
tlong j4 produz montagens de alta qualidade mesmo sem polimento, e que a
aplicagdo de Medaka ou ciclos adicionais de Racon resulta em melhorias pontu-
ais, sem alteracoes substanciais na qualidade global. Assim, o organismo se mostra
pouco sensivel a variacdes no pipeline, permitindo maior flexibilidade na escolha

das etapas sem comprometer significativamente os resultados finais.
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Tabela 18: Top 5 combinagdes ranqueadas para S. aureus com base no escore global.

Rank Basecaller Modelo Filtro Polimento BUSCO (%) NS50 (bp) Indels/100kb
1 Guppy sup  Filtlong raw 99.6 2,902,052 3,48

2 Guppy sup  Filtlong Medaka 99.6 2,902,052 3,76

3 Guppy sup  Filtlong 1xRacon+Medaka 99.3 2,902,052 3,55

4 Guppy sup  Filtlong 1xRacon 99.1 2,902,052 3,27

5 Guppy sup  Filtlong 2xRacon 98.9 2,902,052 3,48

4.2.2.6  Stenotrophomona maltophilia

A avaliacdo das 72 combinagdes testadas para S. maltophilia revelou um cenério
de desempenho elevado e relativamente homogéneo entre os fluxos com modelos hac e
sup, contrastando com a maior variabilidade observada nos modelos fast. A interpretacao
integrada das métricas de completude (BUSCO), precisao (indels) e contiguidade (N50)

permite identificar tendéncias consistentes entre basecalling, filtragem e polimento.

* Completude Gendmica (BUSCO)

Nos gréficos de BUSCO (Figura [31), observa-se que as combina¢des com mode-
los hac e, principalmente, sup atingem valores de completude elevados e estaveis,
geralmente acima de 95%, independentemente do basecaller utilizado. O modelo
fast apresenta maior dispersdo e valores inferiores de completude, sobretudo antes
do polimento. A aplicacdo de etapas de polimento melhora de forma consistente os
resultados, com destaque para Medaka isolado ou em combinag¢ao com Racon, que
eleva a completude em praticamente todos os cendrios. Em geral, as combinagdes
com modelo sup e qualquer estratégia de polimento atingem os maiores valores de

BUSCO, indicando montagem gendmica mais completa.
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BUSCO (%) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Stenotrophomonas maltophilia
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Figura 31: Avaliacdo da completude gendmica das montagens de Stenotrophomonas mal-
tophilia utilizando BUSCO, considerando diferentes combinagdes de ferramentas de ba-
secalling (Guppy e Dorado), modelos de acurdcia (FAST, HAC e SUP), filtros de melhoria
das reads (Nanofilt e Filtlong) e estratégias de polimento (sem polimento, Racon, Medaka

e combinacdes)

e Taxa de indels (N50)

Em relagdo as taxas de indels, os grificos (Figura [32)) indicam uma redugdo clara
ap6s o polimento, principalmente com Medaka e com as combina¢des Racon +
Medaka. As montagens sem polimento (raw) apresentam as maiores taxas de erro,
enquanto a aplicacdo de duas rodadas de Racon seguida de Medaka tende a produzir
as menores taxas. Esse padrdo € consistente entre basecallers e filtros, sugerindo
que o polimento tem impacto mais pronunciado na precisdo de base do que a etapa
de filtragem. O modelo sup novamente se destaca por apresentar menores taxas de
indels ap6s o polimento, refletindo a maior acurdcia das leituras basecalladas nesse

modo.
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Indels por 100 kb (QUAST) - Impacto do basecalling, filtragem e polimento
Stenotrophomonas maltophilia
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Figura 32: Taxa de indels por 100 kb (QUAST) em montagens de Stenotrophomonas mal-

tophilia sob diferentes combinagdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

* Contiguidade (N50)

Em S. maltophilia, o maior N50 foi observado em combinagdes com modelo fast,
como ¢ evidenciado na Figura [33]. No entanto, essa vantagem de contiguidade
nao se refletiu em melhor qualidade global da montagem, uma vez que modelos
hac e sup apresentaram maior completude (BUSCO) e menores taxas de erro. Esse
resultado sugere que, para esse organismo, o modelo fast preservou leituras longas
suficientes para favorecer a conexao entre contigs durante a montagem, enquanto

os modelos mais precisos impactaram principalmente a acuricia da sequéncia final.

As combinagdes baseadas no modelo fast apresentam maior variabilidade de N50,
incluindo tanto os menores quanto alguns dos maiores valores observados, enquanto
os modelos hac e sup tendem a produzir resultados mais consistentes. Isso sugere
que a qualidade do basecalling inicial influencia a contiguidade, mas o efeito nio é

linear e depende da interacdo com as etapas de filtragem e polimento.
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AN50 - Impacto do basecalling, filtragem e polimento\Stenotrophomonas maltophilia

uppy | fast | filtlong | racon2”medaka —
guppy | fast | filtlong | raconl_medaka -
quppy | fast | nanofilt | raconl_medaka —
dorado | fast | filtlong | racon2_medaka — .
dorado | fast | filtlong | raconl_medaka — O
dorado | fast | nanofilt | racon2”_medaka — g

guppy | fast | nanofilt | racon2_medaka — g

guppy | fast | nanofilt [medaka -

guppy | fast | filtlong | medaka —

dorado | fast | nanofilt | racon]l_medaka ~
dorado | sup | filtlong | racen2”_medaka ~
guppy | sup | filtlong | raconl_medaka ~
guppy | sup | nanofilt | raconl_medaka —
guppy | sup | nanofilt | raconZ_medaka —
guppy | sup | filtlong | racon2_medaka —

guppy | hac | filtlong | racon2_medaka ~
quppy | hac | nanofilt | racon2_medaka ~
dorado | sup | filtlong | racenl_medaka —
dorado | sup | nanefilt | racon2_medaka -
dorado | sup | nanofilt | raconl_medaka ~
dorado | fast | nanofilt [medaka -

guppy | sup | nanofilt | medaka

quppy | sup | filtlong | medaka -

quppy | hac | nanofilt | raconl_medaka ~
guppy | hac | filtlong | raconl_medaka —
dorado | fast | filtlong [medaka —
dorado | sup | filtlong | medaka -

dorado | sup | nanofilt | medaka —
dorado | hac | nanofilt | racon2_medaka ~
dorado | hac | filtlong | racon2_medaka —
dorado | hac | nanofilt | raconl_medaka ~
dorado | hac | filtlong | raconl_medaka ~
guppy | hac | filtlong [medaka -

guppy | hac | nanofilt | medaka ~

guppy | sup | nanofilt | raconl -

quppy | sup | filtlong | raconl -
dorado | fast | filtlong | racen2 -
dorado | fast | filtlong | raconl —

dorado | hac | nanofilt | medaka -
dorado | hac | filtlong | medaka —

dorado | sup | nanofilt | racon2 -
quppy | fast | nanofilt | racon2 -
guppy | fast | filtlong | racon2 -

guppy | sup | filtlong | racon2 -
guppy | sup | nanofilt | racon2 -
dorado | fast | nanofilt | raconl -
guppy | fast | nanofilt | raconl -
guppy | fast | filtlong | raconl —
dorado | sup | filtlong | racon2 -
dorado | fast | nanefilt | racon2 -
dorado | sup | filtlong | raconl -
dorado | sup | nanofilt | raconl - .
guppy | sup | nanofilt | raw — ‘
guppy | sup | filtlong | raw -
guppy | hac | nanofilt | racon2 - '
guppy | hac | filtlong | racon2 -

dorado | sup | nanofilt | raw —
guppy | hac | nanofilt | raconl -

guppy | hac | filtlong | raconl —
dorado | sup | filtlong | raw -
guppy | fast | nanofilt | raw - '
quppy | fast | filtlong | raw -

dorado | fast | nanofilt | raw — '
dorado | hac | nanofilt | raconl - .
dorado | hac | filtlong | racen2 - )
dorado | fast | filtlong | raw - '
dorado | hac | nanofilt | racen2 —
dorado | hac | filtlong | raconl - O
guppy | hac | filtlong | raw — '
guppy | hac | nanofilt | raw -
dorado | hac | nanofilt | raw — _’.

dorado | hac | filtlong | raw - .

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500
AN50 (bp acima do menor N50)

Figura 33: Variacdo da contiguidade das montagens (N50) para Stenotrophomonas mal-

tophilia sob diferentes combinagdes de basecalling, filtragem e estratégias de polimento.

¢ Sintese dos melhores fluxos

De modo geral, os trés conjuntos de métricas indicam que as melhores combinagdes
para S. maltophilia concentram-se em fluxos com modelo sup, seguidos de etapas
de polimento envolvendo Medaka. A filtragem por NanoFilt ou Filtlong ndo produz
diferencas substanciais entre os melhores resultados, sugerindo impacto secundario

em relacdo ao basecalling e ao polimento.

As cinco combinagdes mais bem ranqueadas (tabela[I9 reforcam as tendéncias ob-
servadas nos grificos. Todas utilizam o modelo sup, e quatro delas empregam
Guppy como basecaller. O polimento com Medaka, isolado ou combinado com
uma rodada de Racon, estd presente em todas as melhores combinagdes, indicando
seu papel central na melhoria da precisdo e da completude. As diferencas entre

NanoFilt e Filtlong sdo minimas nas posi¢des superiores, sugerindo que ambas as
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estratégias de filtragem sdo adequadas para esse organismo.

Em conjunto, os resultados indicam que, para S. maltophilia, a escolha do modelo
de basecalling e da estratégia de polimento exerce maior influéncia sobre o desem-

penho global do pipeline do que a escolha do filtro de leituras.

Tabela 19: Top 5 combinacdes ranqueadas para S. maltophilia com base no escore global.

Rank Basecaller Modelo Filtro Polimento BUSCO (%) N50 (bp) Indels/100kb
1 Guppy sup  NanoFilt 1xRacon+Medaka 98.3 4,803,236 11,60
2 Guppy sup Filtlong 1xRacon+Medaka 98.3 4,803,236 11,60
3 Guppy sup  NanoFilt Medaka 99.0 4,803,137 9,81
4 Guppy sup Filtlong Medaka 99.0 4,803,137 9,81
5 Dorado sup  NanoFilt 1xRacon+Medaka 99.0 4,803,161 11,20

4.3 Comparacao dos melhores fluxos entre os organismos analisados

A comparacdo entre os melhores fluxos identificados para os seis organismos ava-
liados permitiu a identificacdo de padrdes consistentes quanto a escolha das ferramentas,
modelos de basecalling, estratégias de filtragem e abordagens de polimento, independen-
temente das diferencas gendmicas especificas entre as espécies analisadas.

De modo geral, observou-se convergéncia clara dos fluxos de melhor desempenho
em torno do uso de modelos de basecalling de maior acuricia (sup), tanto para Guppy
quanto para Dorado. Em todos os organismos, as combinac¢des que utilizaram o modelo
sup figuraram entre as primeiras posi¢coes do ranqueamento global, apresentando mai-
ores valores de completude gendmica segundo BUSCO, maior contiguidade estrutural
(N50 elevado) e menores taxas de erro em nivel de base, especialmente indels por 100
kb. Esse padrao foi observado de forma consistente em Acinetobacter pittii, Haemophilus
haemolyticus, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei, Staphylococcus aureus e Steno-
trophomonas maltophilia, indicando que a acuracia do basecalling constitui o principal
fator determinante da qualidade final da montagem.

Quanto a etapa de filtragem, tanto NanoFilt quanto Filtlong foram capazes de gerar
datasets adequados para montagem, com diferengas pontuais no impacto sobre métricas
iniciais de qualidade. Entretanto, apds a aplicacdo do polimento, as diferencas entre os
métodos de filtragem tornaram-se menos evidentes, sugerindo que, em fluxos baseados
em modelos sup e polimento adequado, a escolha do filtro exerce influéncia secundéria
sobre a qualidade final da montagem quando comparada a escolha do modelo de basecal-
ling e da estratégia de refinamento.

A etapa de polimento mostrou-se essencial para o aprimoramento da precisdo em
nivel de base em todos os organismos analisados. A aplicacdo de Medaka, isoladamente
ou combinada com uma rodada prévia de Racon, promoveu reducao substancial das ta-

xas de indels e aumento consistente da completude gendmica. Em diversos casos, como
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observado para A. pittii, H. haemolyticus e K. pneumoniae, a combinacdo de uma rodada
de Racon seguida de Medaka apresentou o melhor equilibrio entre melhoria das métricas
e simplicidade do fluxo, enquanto rodadas adicionais de Racon resultaram em ganhos
marginais, sugerindo efeito de saturacao no refinamento da montagem.

A andlise integrada também evidenciou que, embora modelos fast e hac apre-
sentem menor custo computacional, os ganhos proporcionados pelo uso do modelo sup
foram sistematicos e biologicamente relevantes, especialmente no que se refere a reducao
de erros estruturais e a recuperacao de genes completos. Esse comportamento foi parti-
cularmente evidente em organismos com tamanho de dados de sequenciamento maiores,
como K. pneumoniae e S. sonnei, nos quais diferencas iniciais de acurécia do basecalling
refletiram-se nas métricas da montagem bruta e nas necessidades de polimento subse-
quentes.

Em conjunto, os resultados demonstram que, apesar da variabilidade genomica
entre os organismos avaliados, os melhores fluxos apresentaram alto grau de similari-
dade, caracterizando um padrdo robusto e reproduzivel. Essa convergéncia reforca a apli-
cabilidade geral do pipeline automatizado proposto e fornece evidéncias solidas para a
recomendacao de fluxos otimizados baseados em modelos de basecalling de alta acurécia,
associados a estratégias de polimento eficientes, como abordagem padrdo para montagem
de genomas bacterianos a partir de dados de sequenciamento Nanopore.

A comparacdo dos melhores fluxos por organismo expressos na Tabela 20] evi-
dencia que, embora todos tenham alcangado elevados niveis de completude gendmica e
contiguidade estrutural, observou-se variabilidade no desempenho relativo dos pipelines e
no impacto das etapas de polimento entre os diferentes organismos analisados. De modo
geral, os modelos de basecalling do tipo sup mostraram-se consistentes entre 0s organis-
mos, resultando em altos valores de BUSCO e N50 préximos ao tamanho esperado dos
genomas. Entretanto, o impacto do polimento foi heterogéneo. Organismos como Acine-
tobacter pittii, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei e Stenotrophomonas maltophilia
apresentaram reducdo substancial nas taxas de indels apenas ap0s a aplicacdo de ciclos de
Racon combinados com Medaka, indicando dependéncia do polimento para obtencdo de
maior acurdcia nucleotidica. Em contraste, Staphylococcus aureus destacou-se por atin-
gir simultaneamente o maior valor de BUSCO (99,6%), a menor taxa de indels por 100
kb (3,48) e alta contiguidade estrutural j4 na montagem bruta, sem necessidade de poli-
mento adicional. Esse desempenho sugere que, para esse organismo, a elevada qualidade
intrinseca das leituras geradas pelo modelo sup, aliada ao uso de Filtlong, foi suficiente
para produzir uma montagem de alta qualidade. Assim, considerando conjuntamente
completude gendmica, precisao em nivel de base, simplicidade do fluxo € menor custo
computacional associado a exclusdao do polimento, o pipeline aplicado a Staphylococcus
aureus pode ser definido como o melhor fluxo geral entre os organismos avaliados neste

estudo.
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Organismo Basecaller Modelo Filtragem Polimento BUSCO (%) Indels/100kb N50 (bp) Misassemblies
*Acinetobacter pittii* Dorado sup NanoFilt Medaka 98.5 8,94 3,815,297 0
*Haemophilus haemolyticus* Dorado sup Filtlong Ix Racon + Medaka 93.5 30,36 2,051,276 1
*Klebsiella pneumoniae™* Guppy sup NanoFilt  2x Racon + Medaka 97.4 16,75 5,134,685 1
*Shigella sonnei* Dorado sup NanoFilt 2x Racon + Medaka 95.5 20.21 4,777,370 1
*Staphylococcus aureus* Guppy sup Filtlong Raw (sem polimento) 99.6 3.48 2,902,052 1
*Stenotrophomonas maltophilia®* Guppy sup NanoFilt  1x Racon + Medaka 98.3 11.60 4,803,236 0

Tabela 20: Comparagdo dos melhores fluxos de montagem gendmica por organismo.

4.4 Qualidade versus custo computacional nos fluxos de montagem

A avaliacdo integrada da qualidade das montagens e do custo computacional dos
fluxos permitiu analisar de forma critica o equilibrio entre acuricia e tempo de processa-
mento no sequenciamento por Nanopore. Embora métricas como BUSCO, N50 e taxas
de indels sejam fundamentais para a escolha do melhor pipeline, o tempo de basecalling
representa um fator limitante importante, especialmente em cenérios com grande volume

de dados ou infraestrutura computacional restrita.

4.4.1 Tempo de basecalling e impacto no pipeline

O tempo de basecalling associado aos diferentes modelos estd apresentado na
4.2.1] que sintetizam o custo computacional observado para os modelos fast, hac e sup
dos basecallers avaliados. Os resultados mostram que os modelos sup demandaram con-
sistentemente mais tempo de execug¢do em comparacao aos modelos fast e hac, indepen-
dentemente do organismo analisado. Esse comportamento reflete a maior complexidade
dos modelos sup, que utilizam arquiteturas de redes neurais mais profundas e, consequen-
temente, maior carga computacional.

Apesar dessa diferenca, observa-se que o aumento no tempo de basecalling esta
fortemente associado ao modelo escolhido, e ndo as caracteristicas especificas dos ge-
nomas analisados, uma vez que o padrio de crescimento do tempo foi semelhante entre

organismos com diferentes tamanhos gendmicos.

4.4.2 Relacao entre qualidade final e custo computacional

A comparacao entre os melhores fluxos de cada organismo evidencia um trade-off
claro entre qualidade da montagem e custo computacional. Os fluxos baseados em mode-
los sup apresentaram, de forma consistente, os maiores valores de completude gendmica
(BUSCO) e as menores taxas de indels, resultando em montagens mais precisas em nivel
de base. Em contrapartida, esses fluxos apresentaram os maiores tempos de basecalling.

Por outro lado, os modelos fast e hac mostraram-se computacionalmente mais
eficientes, com tempos de execucdo significativamente menores, porém produziram mon-
tagens com maior taxa de erros, especialmente antes do polimento. Embora etapas adi-
cionais de polimento tenham reduzido essas diferencgas, os fluxos baseados em modelos

de menor acurdcia raramente atingiram o mesmo nivel de qualidade observado nos fluxos
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sup, mesmo apds multiplas rodadas de refinamento.

Esses resultados indicam que a economia de tempo obtida na etapa de basecalling
com modelos mais rdpidos pode ser parcialmente compensada pelo aumento do esfor¢o
computacional nas etapas subsequentes de polimento e validacdo. Assim, quando con-
siderado o pipeline como um todo, o uso de modelos sup tende a concentrar o custo
computacional na etapa inicial, enquanto reduz a necessidade de corre¢des extensivas
posteriores.

A anélise conjunta da qualidade e do custo computacional sugere que ndo existe
um unico fluxo universalmente 6timo para todos os cendrios. Para aplicagdes que exigem
alta precis@o gendmica, como estudos comparativos, andlise de variantes ou investigacao
de resisténcia antimicrobiana, os fluxos baseados em modelos sup se mostram mais ade-
quados, mesmo diante do maior tempo de basecalling. Em contrapartida, para anélises
exploratdrias ou triagens rapidas, os modelos hac ou fast podem representar uma alterna-
tiva vidvel, desde que se aceite uma reducio na qualidade final da montagem.

Em resumo, a integracdo das métricas de qualidade com o tempo de basecalling
fornece uma visao mais realista do desempenho dos pipelines avaliados, permitindo que
a escolha do fluxo seja orientada ndo apenas pela acurédcia, mas também pelas limitacoes

computacionais e pelos objetivos especificos de cada estudo.



5 CONCLUSAO

Este estudo teve como objetivo realizar uma comparagdo de pipelines computaci-
onais para a montagem de genomas de procariotos a partir de dados de sequenciamento
por tecnologia Nanopore com a flow cell R.9.4, avaliando o impacto das escolhas meto-
dolégicas ao longo das etapas de basecalling, filtragem, montagem e polimento. A partir
da anélise integrada de seis organismos bacterianos, foi possivel identificar padrdes con-
sistentes que permitiram tanto a avaliacdo individual de cada fluxo quanto a proposicdo
de um fluxo geral mais robusto.

De forma predominante entre os organismos analisados, a escolha do modelo de
basecalling mostrou-se o principal determinante da qualidade final das montagens. Os
modelos do tipo sup, independentemente do basecaller utilizado, apresentaram melhor
desempenho em métricas de completude gendomica (BUSCO), menor taxa de erros por
base, especialmente indels por 100 kb, e maior estabilidade estrutural das montagens,
quando comparados aos modelos fast e hac. Esses resultados indicam que ganhos iniciais
de acurdcia no basecalling se refletem diretamente na qualidade da montagem bruta e
reduzem a dependéncia de etapas extensivas de polimento.

As etapas de polimento exerceram papel relevante, sobretudo na reducdo de erros
do tipo indel, com efeitos mais pronunciados em montagens derivadas de modelos de
basecalling menos acurados. Entretanto, para organismos como Staphylococcus aureus,
o elevado desempenho observado ja na montagem bruta com modelo sup evidenciou que,
em determinados contextos, a aplicacdo de polimento adicional pode resultar em ganhos
marginais, nao necessariamente justificando o aumento do custo computacional.

A comparagdo entre os melhores fluxos de cada organismo revelou que, embora
variagOes especificas estejam associadas as caracteristicas genomicas individuais, emer-
giu um padrdo geral favoravel ao uso de modelos sup, combinados com filtragem por
NanoFilt ou Filtlong e, quando necessario, uma etapa moderada de polimento com Racon
e Medaka. Entre os organismos avaliados, Staphylococcus aureus apresentou o fluxo mais
eficiente de forma geral, atribuindo elevada completude gendmica, baixa taxa de erros e
menor complexidade computacional, configurando-se como um caso 6timo de equilibrio

entre qualidade e custo.
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De maneira geral, os resultados deste trabalho reforcam que a otimizacao de pi-
pelines para dados Nanopore deve priorizar decisdes iniciais, especialmente na etapa de
basecalling, uma vez que estas exercem influéncia estrutural e funcional sobre todo o
processamento subsequente. As conclusdes obtidas fornecem resultados praticos para a
escolha de fluxos computacionais em projetos de gendmica bacteriana, contribuindo para
0 uso mais eficiente de recursos computacionais sem comprometimento da qualidade das
montagens.

Por fim, este estudo estabelece uma base comparativa sélida que pode ser expan-
dida em trabalhos futuros, incluindo a avaliacdo de novas quimicas de sequenciamento,
arquiteturas de hardware distintas e a aplicacdo dos fluxos propostos a genomas mais
complexos, ampliando o entendimento sobre o desempenho de pipelines computacionais

em sequenciamento por Nanopore.



6 COMUNICACAO CIENTIFICA

O sequenciamento gendmico tem se tornado uma ferramenta cada vez mais impor-
tante para a identificacdo e monitoramento de bactérias associadas a infec¢des humanas,
especialmente diante do aumento global da resisténcia aos antibidticos. Entre as tecno-
logias mais recentes, o sequenciamento por tecnologias nanopore se destaca por permitir
andlises rapidas e portateis. Entretanto, a qualidade final dos genomas obtidos depende
diretamente das ferramentas computacionais utilizadas para processar os dados gerados
durante o sequenciamento.

Neste estudo, foram comparados diferentes pipelines bioinformaticos para mon-
tagem de genomas bacterianos utilizando dados de sequenciamento utilizando tecnologia
nanopore. A pesquisa avaliou combinagdes de ferramentas de basecalling, filtragem, con-
trole de qualidade e polimento aplicadas a diferentes espécies bacterianas de relevancia
clinica, incluindo Acinetobacter pittii, Klebsiella pneumoniae, Shigella sonnei, Staphy-
lococcus aureus, Stenotrophomonas maltophilia e Haemophilus haemolyticus. O ob-
jetivo foi identificar quais estratégias produzem montagens gendmicas mais completas,
continuas e com menor quantidade de erros.

Os resultados demonstraram que os modelos de basecalling do tipo sup apresenta-
ram desempenho consistentemente superior, produzindo genomas com maior completude
e menor taxa de erros. Também foi observado que o impacto das etapas de polimento
variou entre os organismos analisados. Em algumas bactérias, o uso combinado das fer-
ramentas Racon e Medaka foi essencial para reduzir erros de montagem, enquanto em
Staphylococcus aureus foram obtidos excelentes resultados mesmo sem etapas adicionais
de polimento, reduzindo o custo computacional e simplificando o fluxo analitico.

Os achados deste trabalho contribuem para a otimizacdo de pipelines bioin-
formaéticos aplicados ao sequenciamento com a tecnologia nanopore, auxiliando pesqui-
sadores e laboratdrios na escolha de estratégias mais eficientes para andlise gendmica bac-
teriana. Além disso, os resultados podem favorecer aplicagdes em microbiologia clinica,
vigilancia epidemioldgica e monitoramento da resisténcia antimicrobiana, fortalecendo o

uso da gendmica em satide publica.
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