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Estudo de genomas isolados 

• Isolar organismo 

• Cultivar 

• Extrair DNA 

• Fragmentar DNA 

• Sequenciar os fragmentos DNA 

• Montar os fragmentos → bioinformática 

• Anotar a sequência final → bioinformática 

• Correlacionar fenótipo com genoma 

• Comparar com outros genomas 



Entrada para montagem 

tamanhos: 50 bp a 1000bp 



Montagem 

buraco 

contig 



Resultado da anotação 



premissa 

• isolamento resultou numa população de 
indivíduos genomicamente idênticos 



Metagenômica 

• DNA é amostrado de um nicho ecológico 

– solo 

– composteira 

– pele, estômago, gengiva 

– Água do mar 

 

• O DNA amostrado provém de vários 
organismos, tudo misturado 
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comunidade 

populações 

Um nicho ecológico 



JC Setubal 9 

DNA 
A comunidade 



Por que metagenômica? 

• Procariotos: “a maioria invisível” 

 Tanto carbono quanto plantas [Whitman et al, 1998] 

 9 de cada 10 células do corpo humano são de procariotos 

 Estão por todo lugar 

 Da atmosfera superior ao subsolo 

• Enorme diversidade genética 

 organismos 

 proteínas 

 



Sabemos cultivar menos do que  
1% dos procariotos 

 

• Metagenômica: não há necessidade de cultura 
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Uma motivação mais bioquímica 

• Taq polimerase 

• DNA polimerase que funciona a 70 oC 

• Presente na bactéria Thermus aquaticus, 
isolada em fontes termais (Parque 
Yellowstone) por Thomas Brock em 1965 

• Ingrediente essencial de PCR, desenvolvida em 
1983 



Estudo de metagenomas 

• Isolar organismo 

• Cultivar 

• Extrair DNA 

• Fragmentar DNA 

• Sequenciar os fragmentos DNA 

• Montar os fragmentos  

• Anotar contigs 

• Correlacionar fenótipo com metagenoma 

• Comparar com outros metagenomas 

• Fazer análise de abundância 



Bioinformática é complexa 

• Volume de dados: milhões de reads (NGS) 

• Baixa cobertura de genomas individuais 

• Depende da diversidade da amostra 

•  erros de sequenciamento  

 

→ baixa qualidade de dados 

→ algoritmos precisam ser mais robustos 



Questões básicas 

• Que organismos estão na amostra? 

• Que funções estão presentes? 

• Avaliação quantitativa (abundância) 

• Metagenômica comparativa 

• Metadados são essenciais 

 



Metadados 



Metadados 

• A tirania da sequência diminuiu a importância 
dos metadados 

• Precisam ser revitalizados 

• Metadados precisam ser computáveis! 

– Ontologia 

– Informações mínimas 
 

• Environmental Microbiology Volume 12, Issue 7, pages 1803–1805, July 2010 

• Nature Biotechnology 29, 415–420 (2011) doi:10.1038/nbt.1823 

 

http://onlinelibrary.wiley.com/doi/10.1111/emi.2010.12.issue-7/issuetoc


Montagem 

• Em genomas bacterianos isolados, é um 
processo razoavelmente bem compreendido 

• Em metagenomas há velhas e novas 
dificuldades 
– Mistura de organismos 

• Quimeras 

• Transferência lateral 

– Repetições 

– Tamanho dos conjuntos de dados 



Exemplo de quimerismo 

chlorobium 
firmicutes euryarch. 

 proteob. 

crenarch. 

g1 g2 g3 g4 g5 contig 

genes 



Reads vs. contigs 

• Reads: o que sai da máquina sequenciadora 

• Contigs: resultado da montagem 



Reads 

• Essencial usar reads para análises de 
abundância 

• Também é melhor usar reads para 
classificação filogenética por causa do possível 
quimerismo 



Contigs 

• Bons para achar genes 

– Mais provável achar ORFs completas em contigs 

• Para simples presença de genes quimerismo 
não é um problema sério 
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DNA 

A comunidade 

SEQ 
BIOINFO 



Classificação filogenética 

• 16S 
– Primers específicos 

– Ribosomal Database Project (RDP) 
• Inclui muito mais espécies do que GenBank 

• Dados de DNA total 
– Maior parte das sequências vem de genes 

codificadores de proteínas, mas também tem 16S 

• Qual escolher depende dos objetivos do 
projeto 

 



Classificação de reads de DNA total 

• Similaridade com sequências de origem 
conhecida 

– BLAST 

• Propriedades intrínsicas de cada sequência 

– Assinaturas genômicas 



 
Classificação com base na frequência 

de palavras de k bases 
  k = 4: AAAA, AAAC, AAAG, AAAT, CAAA, etc… 

Dada uma janela de x kb, podemos contar as 
ocorrencias de cada uma dessas palavras dentro da 
janela 

Exemplo: 

AGATTAGCGACTATTATAGCCTAGATCGATCATTACC 

AGAT ocorre 2 vezes 

ATTA ocorre 3 vezes 

etc 



Matriz de frequências 

janela AAAA AAAC AAAG AAAT ACAA ACAC ACAG ACAT 

1 15 2 

2 16 3 

3  14 0 

4 13 2 

5 15 4 

6 12 0 

7 18 1 

8 17 3 

9 16 1 



Zhou, Olman, Xu, BMC Bioinformatics, 2009 

Genome “barcodes” 



Não funciona bem com fragmentos curtos 

Fragment size, bp 

Accuracy, % 

Zhou et al, 2009 simulated data 



Análise de abundância 

• Que organismos ou funções são mais 
abundantes num nicho? 

• Abundância relativa 

– Curvas de rarefação 

– Variação temporal 

– Variação espacial 

• Usar contagem de reads como indicador de 
abundância 



Curvas de rarefação 

0

250

500

750

1000

1250

1500

1750

2000

2250

2500

2750

3000

0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

N
u

m
b

e
r 
o

f 
S

p
e

c
ie

s

Number of Sequences

ZC1

ZC2

2,260 

2,816 

(16S rRNA) 



Exemplos de análise de abundância 

 



Schwartz et al. Genome Biology 2012 13:r32   doi:10.1186/gb-2012-13-4-r32 

Variação da microbiota intestinal entre 
bebês amamentados no seio e com 

mamadeira 



Variação da abundância relativa no tempo 

% 

dias 

Prejeto metagenoma zoológico - compostagem 



Abundância de funções 

• BLASTX de reads contra um banco de COGs 
Cluster of Orthologous Groups 

38 

Example of a COG: monoamine oxidase 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21090/ eggNOG [Jensen et al. 2008] 



• COGs diferencialmente representados 

• Semelhante a genes diferencialmente 
expressos 

• Heat maps, clusterização hierárquica 

 

 

Abundância relativa espacial 



41 COGs with higher 

abundance in photic 

zones 

34 COGs with 

higher abundance in 

aphotic zones  



Platformas web de processamento 

• Laboratórios governamentais 

• Serviços padronizados de processamento 








