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Resumo. Uma tarefa importante na bioinformatica € explorar informacoes
evolutivas contidas em arvores filogenéticas, para a identificacdo padrdes ou
assinaturas que demonstrem a presenca de determinado processo evolutivo. A
presente pesquisa visa explorar as arvores filogenéticas de genes ortélogos
nos genomas de protozoarios no nivel genémico, na procura de padrées nas
sub-arvores relacionadas a processos evolutivos ou filogendmicos. No
entanto, realizar a exploracdo e comparacao de arvores de forma manual é
invidvel. Neste artigo foi desenvolvido um workflow cientifico de mineracéo
de dados filogenémicos, o SciPhyloMiner, que apoia as comparacoes
multiplas de centenas ou milhares de &rvores. A metodologia foi dividida em
trés etapas, com a etapa-1 geracdo de arvores, etapa-2 mineracao de arvores
e etapa-3 andlise de arvores via consulta em bancos de dados de
proveniéncia. Experimentos mostram que SciPhyloMiner permite a mineracao
de uma grande quantidade de arvores em ambientes de nuvem. Resultados de
desempenho apresentam melhoras de até 94,54% no tempo de execucao
guando comparado com a execucdo sequencial, que cai de 4 dias para
aproximadamente 4,85 horas.

1. Introducéo

O volume de dados gendémicos disponiveis cresce em um ritmo acelerado devido as
recentes melhorias nas ciéncias biologicas e na computagfoas tecnologias de
sequenciamento de proxima geracdo (SPG) e computacao de alto desempenho (CAD).
Atualmente, um desafio para os bioinformatas na area da filogenia e filogenémica
molecular € analisar o grande volume de dados biologicos gerados, uma vez que o
conhecimento sobre processos evolutivos ou relagdes filogenéticas na atual era pés-
gendmica € inferido no nivel de genomas (Céteal., 2012; Darlinget al., 2014; Ocafa

e Dévila, 2011; Eisen, 2003).

A filogendmica utiliza principios da filogenia molecular na analise evolutiva de
dados gendmicos. Experimentos filogendbmicos produzem arvores e estatisticas
utilizadas para inferir a histéria evolutiva das espécies (Eisen, 2003). Uma tarefa
importante do dominio da filogendmica € explorar informac¢des evolutivas contidas
nessas arvores, mediante a exploracéo e identificacdo de caracterésticadroes ou
assinaturas que demonstrem a presenca de determinado processo evolutivo (Eisen,
2003). Por exemplo, determinar quais sdo as sub-arvores frequentes (FST) em arvores
filogenbmicas de familias de proteinagy., ortdlogos universais (OU) (Ciccareliial,

2006) pode confirmar que espécies muito relacionadas apresentam “assinaturas”
filogenéticas similares em varias dessas arvores, indicando padrdes ou forcas selecédo de
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conservagao semelhantes na evolugao desses esses genes (Eisen, 2003). A identificacao
de tais padrdes ajuda aos cientistas a estabelecer relacbes filogenéticas entre
organismos, além de aceitar ou refutar hipoteses sobre a vida evolutiva desses genes ou
genomas.

A procura de FST ndo é uma tarefa simples de ser analisada; ela pode envolver a
comparacao de centenas ou milhares de arvores (nUmero que pode aumentar de acordo
com a quantidade de genomas avaliados). Comumente, cientistas inferem esse
conhecimento de forma manual. Entretanto, este processo é laborioso e propenso a
erros, devido ao grande volume de dados. Acreditamos que técnicas de Mineragdo de
Dados (MD) (Wang, 2005) sdo capazes de auxiliar os cientistas na extracdo de padrbes
e informacdes Uteis desse grande volume de dados. Uma vez que tais técnicas séo
capazes de extrair conhecimento néo trivial, implicito, previamente desconhecido e Uteis
dos dados (Wang, 2005). A identificacdo de FST em arvores filogenémicas utilizando
algoritmos de MD pode potencialmente descobrir mecanismos genéticos subjacentes a
uma doenca, resumir regras de agrupamento para multiplas sequéncias de DNA ou
proteinas, etc., que sao problemas emergentes na area (Clark, 2006).

Experimentos cientificos em larga escala que envolvem tarefas de MD em
analises filogenbmicas sdo comumente executados centenas ou milhares de vezes e a
andlise dos resultados deve considerar (e cruzar dados de) todas essas avaliacdes. Esses
experimentos podem ser apoiados por técnicas comoradowscientificos (Tayloret
al., 2007) e sistemas de gerénciawdekflowscientificos (SGWfC), responsaveis por
executar taisworkflows. Como muitos desseworkflows sdo de larga escala, eles
precisam ser executados em ambientes de CAD, o que insere mais uma complexidade.
Outrosworkflowsna area de bioinformatica ja foram propostos anteriormente (@tafia
al., 2014; Ocafnat al, 2014; Ocafiat al, 2013; Oliveiraet al, 2013), porém nenhum
gue focasse na mineragao de arvores filogenémicas.

Este artigo propde o SciPhyloMiner, wmorkflow cientifico para mineracdo de
dados filogenémicos, que visa a identificacdo de padrbes comein$ST nas
topologias de arvores a nivel genémico. O SciPhyloMiner estendearkilow ja
existente e consolidado (SciPhy) (Ocafial, 2011). No SciPhyloMiner, as atividades
do SciPhy permanecem, mas atividades especificas de mineragcdo de dados sé&o
adicionadas. O SciPhyloMiner foi modelado e executado com o SGWfC SciCumulus
(Oliveira et al, 2010). O SciPhyloMiner permite que todas as &rvores produzidas
(formato Newick), assim como outros dados de proveniéncia sejam minerados e
armazenados no banco de dados de proveniéncia do SciCumulus. Desta forma, o
SciPhyloMiner permite a analise desses dados via consultas SQL ao banco. Assim, 0s
cientistas sdo capazes, por exemplo, de rastrear a linhagem taxonémica de um taxon
dentre varias arvores apenas consultando o banco de elgdodeterminando os nos
filhos de um pai dentro de arvores ou pesquisando sub-arvores compartilhadas entre
diferentes arvores. Na avaliagcdo da abordagem proposta, analisamos um conjunto de
800 arvores filogenéticas de genes e de protozoarios; as quais foram construidas com 4
programas de filogenia diferentes; dados contidos nessas arvores foram minerados e a
presenca de FST foi realizada em uma analise a nivel filogenémico.

Esse artigo esta organizado em 5 secodes, além desta introducdo. A Secao 2
discute os trabalhos relacionados. A Secao 3 apresenta o SciPhyloMiner. A Secéo 4
apresenta a analise dos resultados experimentais. Finalmente, a Secao 5 conclui o artigo.
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2. Trabalhos Relacionados

No melhor de nosso conhecimento, ndo existarkflowsque propdem aplicacao de
técnicas de MD em arvores filogenbmicas de forma estruturada. Dessa forma,
apresentamos aplicacoes existentes que mineram arvores filogenébmicas e que
facilmente poderiam ser incorporadas ao SciPhyloMiner. Um dos algoritmos mais
usados na identificacdo de padrdes comuns, o FST, foi implementado pelo algoritmo
Evominer (Deepalet al, 2014), acoplado aworkflow SciPhyloMiner. Deepakt al.

(2014) apresentam uma revisdo sobre os métodos mais usados na identificacdo da
informacdao filogenética. Dentre deles, o TreeMiner, 0 FREQT, o Chopper e XSpanner,
o Unot, o uFreqt, o CMTreeMiner, o DRYADE, o Phylominer e o HybridTreeMiner.
Nessa revisdo, os autores afirmam que o Unico algoritmo de cédigo acessivel foi o
Phylominer, que e foi usado para as comparacdes de desempenho, onde o Evominer se
mostrou 100 vezes mais rapido.

O PhyloFinder (Cheret al, 2008) é uma aplicacdo baseadaWeab para a
procura de arvores em banco de dados (TreeBASE); a entrada € uma arvore que é
comparada contra o0 TreeBase via consulta por palavra-chave ou nome do taxon,
podendo navegar pelos ancestrais e filhos desse taxon. O PhyloSift ([2arkbg
2014) e uma ferramenta para analises filogenéticas em genomas focado na anotacédo e
analise funcional e taxondmica de metagenomas. O EnsemblCompara GeneTrees
(Vilella et al, 2009) € umpipeline computacional para agrupamento, Alinhamento
Multiplo de Sequéncia (AMS) e geracédo de arvore, incluindo o tratamento de grandes
familias de genes.

3. Abordagem Proposta: o SciPhyloMiner

O SciPhyloMiner é unworkflow para analise de arvores filogenémicas baseado em
técnicas de MD. Ele € composto por 9 atividades principais, distribuidas esulirés
workflows como apresentado na Figura 1. O primauobworkflow de filogenia, o

SciPhy (Ocafat al, 2011), tem 4 atividades: (1) construcao de AMS, (2) converséo de
AMS para o formato PHYLIP, (3) eleicdo do melhor modelo evolutivo, e (4) construcao
das arvores filogenéticas. Os programas que executam respectivamente essas atividades
sdo MAFFT, ReadSeq, ModelGenerator e RAXML. Na atividade de construcao de
arvores, o SciPhyloMiner utiliza outros 3 programas: PhyML, Garli e MrBayes. As
arvores filogenéticas produzidas sdo usadas como entrada para a mineracdo de dados
filogenémicos nosubworkflowsque se seguengue usam como principal programa o
Dendropy. Osubworkflow 2 é composto pelas atividades (5) jungcédo de arvores para
reducao, (6) mineracao de arvores e (7) representacédo de B8owoOrkflow 3 realiza

tanto a mineracdo quanto a andlise dos dados com as atividades (8) juncédo de arvores
para analise sintatica e (9) andlise sintatica de arvores para representacdo. A seguir
detalhamos cada uma das atividades do SciPhyloMiner.

A atividade 1 recebe o arquivo multi-fasta e constréi o AMS com o0 MAFFT. A
atividade 2 executa o ReadSeq para converter o AMS ao formato PHYLIP. A atividade
3 executa 0 ModelGenerator para a escolha do melhor modelo evolutivo. A atividade 4
€ responsavel pela construgdo das arvores usando algoritmos de maxima
verossimilhanca (MV) com o RAXML, PhyML e Garli e inferéncia Bayesiana (IB) com
o MrBayes (outros programas como Phylip, Weighbor, Be#st,podem também ser
acoplados). Esta atividade usa como entrada tanto o modelo evolutivo do
ModelGenerator quanto o AMS do MAFFT.
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Figura 1. Especificacdo Conceitual do SciPhyloMiner

No SciPhyloMiner, cada uma das atividades de filogenia € executada em
paralelo para cada entrada (arquivo multi-fasta). Mas o mapeamento, comparacéo de
todos os programas e a juncao/filtragem de resultados ndo é uma tarefa trivial de ser
realizada, pois € necessario realizar uma combinacéo 2 a 2 entre todos os métodos de
geracdo de arvores filogenéticashiyffle) Assim, consultas SQL ao banco de
proveniéncia do SciCumulus (para atividades sldsworkflows2 e 3) apoiam essas
tarefas. Por exemplo, para cada arquivo de entrada multi-fasta processados com 4
programas filogenéticos (R: RAXML, P: PhyML, G: Garli e M: MrBayes), como
descrito na Figura 1, serd gerado um total de 6 comparacdes. Entdo, para 0o nosso
conjunto de dados de 200 arquivos multi-fasta de entrada, 800 arvores filogendmicas
finais de consenso sdo comparadas (uma para cada programa filogenético). No total,
1.200 comparacdes sao realizadas entre essas arvores, gerando 1.200 arquivos
intermediarios com estatisticas. Neste trabalho consideramos somente as arvores obtidas
ao final da execucéo do experimento. Entretanto, muitos outros arquivos, como arvores
intermediarias e arquivos com estatisticas, também sao gerados, e que embora néo
sejam minerados, podem conter informacdes Uteis para o bioinformata que ajudem a
reforgar uma analise.

Na atividade 5, todos os arquivos com arvores filogenéticas sdo mapeados e
organizados aos pares em uma tabela que facilita futuras consultas de dados de dominio,
usada pela atividade 6. A atividade 6 executa o programa Dendropy v4.0 usando Python
2.7 e os algoritmos de Mfingerprint (Karp e Rabin, 1987) e Evominer (Deepslal,

2014). Ofingerprint trata as folhas das arvores como wstring. Osfingerprints de

cada sub-arvore séo classificados “frequentes” em uma thasta o que facilita a
contagem e verifica a frequéncia minima das sub-arvores candidatas em uma arvore de
k folhas. O Evominer |é cada tabela contendo os pares de arvores, calcula a FST e gera
dois arquivos, @otalFSTcom a quantidade de folhas sobrepostas em todas as arvores e
o maxFSTcom o valor madximo de folhas sobrepostas em todas as arvores. A frequéncia
minima requerida para o calculo de FST foi fixado neste artigo com o padréao de 0,5.

A atividade 7 é responsavel por transformar o formato Newick das arvores
filogenéticas em um formato tabular. O formato tabular €, entdo, armazenado e
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consultado no banco de dados, tornando a tabela compreensivel também para os
cientistas, conforme ilustrado na figura 3. As atividades finais 8 e 9 podem ser usadas
em outros processos como na andlise estatistica ou visualizagdo que exigem tratar e
explorar arvores; a atividade 8 analisa arvores e a atividade 9 representa as arvores por
meio de tabelas.

4. Avaliacdo Experimental

Esta secdo, apresenta uma avaliacdo dos resultados obtidos pela nas execug¢bes do
SciPhyloMiner, tanto sob a perspectiva biolégica quanto no aspecto computacional. Do
ponto de vista biologico, destacamos 0 uso e vantagens na exploracdo de topologias de
arvores em um conjunto de genes denominados ortélogos universais (OU) presentes em
genomas protozoarios (Ocafia e DAavila, 2011). O objetivo é detectar as FST
apresentadas nas arvores que podem sugerir uma assinatura filogenética representativa
de tais genes. Esta informagdo é util para a categorizacdo de novas espécies de
protozoarios que possam ser sequenciados por metodologias gendmicas/metagendmicas.
Do ponto de vista computacional, analisamos o desempenho da execucdo paralela do
SciPhyloMiner usando SciCumulus em nuvens de computadores. Implementamos todas
as aplicagbes de bioinformética MAFFT, ReadSeq, RAXML, PhyML, Garli, MrBayes,
Dendropy, bibliotecas e componentes do SciCumulus no ambiente do Amazon EC2.

A Amazon EC2 fornece diferentes tipos de maquinas virtuais (VM). A VM
c3.8xlarge (60 GB de RAM, 32 nucleos) foi a escolhida para as execuc@eskflow.
Esta VM usa o Linux Cent OS 5 (®ts) como sistema operacional e foi configurada
com os programas de bioinformética e bibliotecas necessarios. Além de permitir o
acesso via SSH. A imagem utilizada na VM em questao foi a ami-2579d333, a qual esta
disponibilizada na nuvem.

Para executar SciPhyloMiner em paralelo, nossos experimentos usam como
entrada um conjunto de dados de arquivos multi-fasta de sequéncias de proteinas
extraidas do NCBI (Ocafia e Davila, 2011). Este conjunto de dados é formado por 200
arquivos multi-fasta, cada arquivo relacionado a um determinado gene OU encontrado
nas diferentes espécies de genomas de protozoarios. Para realizar a andlise
filogendémica, cada arquivo multi-fasta é processado usando as seguintes versfes dos
programas: MAFFT verséo 6.857, ReadSeq verséao 2.1.26, ModelGenerator versao 0.85,
RAXML-7.2.8-ALPHA, PhyML 3.1, Garli 2.0.1.1067, MrBayes v3.2.6 x64 e Dendropy
v4. 0 com Python 2.7.

A Figura 2 apresenta as arvores construidas com os programas de filogenia
PhyML, RAxXML, Garli e MrBayes. T1-T4 mostram as topologias das arvores
filogenéticas visualizadas no programa Mega. A Figura 3 apresenta o formato de tabela
legivel que pode ser armazenada e consultada via SQL no banco de proveniéncia do
SciCumulus. O gene analisado apresenta arvores muito semelhantes (de Tl a T4)
baseado na topologia, comprimento de ramos nas arvdresisirap e a probabilidade
a posteriori O comprimento do ramo se refere a quantidade de mudangas genéticas ou
tempo decorrido. Mootstrap e a probabilidade posteriorisédo técnicas estatisticas de
confiabilidade das estimativas das relagbes evolutivas corretas. Neste trabalho, eles
apresentaram valores altos (>95) indicando relagdes consistentes entre 0s taxons.

Em relagdo a avaliacdo de desempenho vdarkflow, executamos o
SciPhyloMiner com o SciCumulus na nuvem da Amazon EC2. Primeiramente,
medimos o desempenho do SciPhyloMiner quando executado em uma VM com um
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nacleo para medir a otimizacdo local antes de aumentar o nimero de nudcleos. A seguir,
medimos o desempenho do SciPhyloMiner com uma VMs c3.8xlarge, que possui 32
ndcleos virtuais.

T1 T2 T3 T4

Figura 2. Representacgéo de arvores

Figura 3 Representacdo de uma arvore em forma de tabela

Na Figura 4 sdo apresentadas as medi¢cdes do tempo de execucéo total (TET) em
horas de SciPhyloMiner. Esse tempo diminui, em todos os casos, quando o SciCumulus
permite que mais ndcleos sejam utilizados na execucdo. Por exemplo, o TET foi
reduzido de 88,90 horas (usando um unico ndcleo virtual) para 4,85 horas (usando 32
nacleos virtuais), o que significa melhorias de desempenho de até 94,54%. Para avaliar
0 comportamento do ganho de desempenho de acordo com 0 numeoyege
utilizamos a métrica depeedup. A execucdo do SciPhyloMiner usando 16 nucleos
virtuais levou a um speedup de 14,39.

Além da analise de desempenho e biologica, realizamos consultas analiticas na
base que permitem ao cientista consultar de fato o resultado da mineracéo. A Tabela 1
apresenta uma consulta que calcula o nimero maximo de FST encontrados pela
comparacao de todos os programas de filogenia (A) e o resultado dessa consulta (B),
usando uma entrada de gene OU. O interessante deste resultado € a diferenca entre os
programas PhyMLversus Garli (ambos baseados no algoritmo MV), o mesmo
comportamento foi obtido para as demais entradas (OU). Enquanto todas as outras
comparacdes convergiram em um valor FST Bhyml_garliapresentou FST 1. Este
resultado leva ao especialista levantar possiveis causas que levaram a estes diferentes
valores e.g., caracteristicas bioldégicas das entradas ou a parametrizacao/programa.
Podemos afirmar baseados nos dados obtidos neste experimento, que esses dois
programas foram os que mais divergiram. Uma causa pode estar relacionada a
otimizacdo e refinamento que o préprio algoritmo dentro do Garli faz na parte da
procura de topologias, 0 que é calculado e configurado de uma maneira mais simples no
PhyML. Mas por outro lado, se o0 objetivo € uma andlise exploratoria, a eleicdo do
PhyML pode se tornar uma boa alternativa, devido a rapidez na execucdo,
especialmente na reconstrucdo de arvores muito grandes.
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Tabela 1 Consulta (A) e resultado da consulta (B) de sub-arvores frequentes (FST)

SELECT ewf.tagexec, evocount.maxi rum fsts Pr ogr amas Tagexec Max. FST
FROM ( SELECT ev.ewkfid, count(*) as maxi mumfsts | nrbayes_garli 1wftreeni ner 2
FROM ( SELECT di stinct evo. ewkfid, phyn _garl i 1wftr eeni ner 1
evo.tree_reference FROM hv b 1w . 2
sci phyt reeni ner. oevot r eepar ser_{ net odol_net odo2} | PhymM _nTbayes treem ner
as evo) as ev raxm _garli 1wt reem ner 2
. . Lo raxm _nrbayes 1wftreeni ner 2
GROUP BY ev.ewkfid) as evocount inner joi 2

n X
ewor kfl ow as ewf on ewf.ewkfid = evocount.ewkfid | Faxn _phyn 1wftreen ner

5. Conclusoes

Neste artigo, apresentamos um experimento de mineragcdo de dados filogenémicos
modelados navorkflow cientifico SciPhyloMiner que foi executado em um ambiente de
nuvem publica (Amazon EC2) usando o SciCumulus para fornecer as capacidades de
paralelismo necessarias. Por meio do acoplamenteoddlows cientificos, SGWfC e
abordagens especializadas para paralelizavookflows o SciPhyloMiner permite: (i)
gerenciar os experimentos de mineracdo para filogenémica, (ii) extrair e consultar a
proveniéncia de dados do experimento, com foco em topologias de arvores e (iii) se
beneficiar do poder de processamento das nuvens.

O desempenho e a escalabilidade da execucédo do SciPhyloMiner envolveram
milhares de tarefas e arquivos de dados do experimento. Analisando o desempenho
geral, podemos afirmar que o desempenhowadokflow melhorou em até 94,54%
quando comparado a uma execucdo sequencial do mesmo. A anakpeedep
mostrou que quando aumentamos o numero de M$geedup também aumentou com
uma leve degradacdo (aceitavel). No entanto, o custo/beneficio de adicionar MVs
precisa considerar varios aspectos, como 0 numero e caracteristicas das atividades do
workflowa serem executadas, o custo monetéario e os ganhos esperados.

Agradecimentos. Os autores gostariam de agradecer ao CNPqg e FAPERJ pelo
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