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Classificação de reads de DNA 
total
• Similaridade com sequências de origem conhecida

• BLAST

• Propriedades intrínsecas de cada sequência
• Assinaturas genômicas

• Apropriado para binning



Por analogia com classificação de 
reads em dados de 16S (OTUs)
• Separar reads em “caixinhas”
• no caso de OTUs, cada caixinha tem os reads que 

mutuamente se parecem num nível de 97 ou 98% 
de identidade

• qual seria o análogo para DNA total?



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 ocorrências

de cada uma dessas palavras dentro da janela
Exemplo:
AGATTAGCGACTATTATAGCCTAGATCGATCATTACC
AGAT ocorre 2 vezes
ATTA ocorre 3 vezes
etc
Palavras de k bases: k-mers (kâmeros)



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



Exercício

• S1 = TTCTACTACT

• S2 = TTGTACTAGG

• S3 = ACTTCTACTA

• Montar as matrizes de frequências para essas 3 
sequências, supondo palavras de tamanho 2

• Quais duas sequências são mais similares entre si 
em termos das frequências dessas palavras?
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Genome “barcodes”

E. coli K12 E. coli O157

Burkholderia pseudomallei

Pyrococcus furiosus
random



Explicação da imagem anterior

• Cada barra (ou bar code vertical) corresponde a 1 Mbp 
de um genoma de um procarioto (com exceção da 
última)

• cada barra pode ser entendida como a matriz de 
frequência desse fragmento genômico, com valores de 
frequência convertidos para tons de cinza

• as faixas verticais de cada barra significam k-meros de 
alta frequência (mais escuro) ou de baixa frequência 
(mais claro) ao longo desse trecho do genoma

• o fato de que existem essas faixas verticais mostra que 
diferentes k-meros tem diferentes frequências ao longo 
do genoma, e essas frequências são razoavelmente 
constantes ao longo do genoma



• as faixas horizontais indicam prováveis regiões de 
transferência horizontal, um fenômeno comum em 
bactérias. Essas regiões tem frequências de k-meros 
diferentes das frequências que caracterizam o genoma

• a última barra é uma sequência artificial, em que as 
bases A,T,C,G foram escolhidas aleatoriamente

• note sua falta de estrutura
• Conclusão: podemos usar as frequências de k-meros 

como assinaturas genômicas
• crie uma biblioteca com esses “códigos de barras”
• compare as frequências de k-meros de um novo fragmento 

com os códigos da biblioteca; se houver “similaridade 
suficiente”, teremos uma identificação



Esta técnica não funciona bem com 
fragmentos curtos

Fragment size, bp

Accuracy, %

Zhou et al, 2009 simulated data



Exercício

• Que explicação você daria para o decréscimo de 
acurácia com decréscimo de comprimento?



Montagem de genomas

buraco

contig



Montagem

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

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

• pode causar quimeras
• Transferência lateral pode causar erros

– Repetições
– sempre um problema, especialmente se forem longas

– Tamanho dos conjuntos de dados
– Chegando a bilhões de reads



Exemplo de quimerismo: os 
organismos identificados são muito 
discrepantes entre si

chlorobium firmicutes euryarch.
γ proteob.

crenarch.

g1 g2 g3 g4 g5contig

genes



Paradigmas de montagem

• OLC
• overlap, layout, consensus
• mais rigoroso, mas mais lento

• k-meros + grafos de de Bruijn
• menos rigoroso, mas muito mais rápido
• mais apropriado para metagenômica



grafos de de Bruijn

http://chessprogramming.wikispaces.com/De+Bruijn+sequence

Sobreposição de k-mers

alfabeto binário

k = 1



http://www.homolog.us/blogs/wp-content/uploads/2011/07/i6.png

Grafo de de Bruijn em montagem



Metagenome-assembled 
genomes ou MAGs

• Genomas de micro-organismos obtidos a partir de 
sequenciamento metagenômico shotgun e 
posterior agrupamento/montagem

• Ou seja, genomas que NÃO são obtidos a partir de 
sequenciamento de isolados

• Tornaram-se ferramenta importante no estudo das 
microbiotas



Kang et al. 2015
MAGs



explicação do diagrama anterior

• É para ler de cima para baixo
• no topo: representação dos genomas nas amostras
• sequenciamento
• montagem
• análise de contigs por tetranucleotídeos e 

abundância relativa
• recuperação dos genomas



MetaWRAP é um ótimo pipeline 
para recuperar genomas



fluxo de processamento no 
metaWRAP



MAGs podem nos dar uma visão 
detalhada do ambiente de interesse
• Classificação pode chegar ao nível de espécie

• Em alguns casos, de cepas

• abundância relativa
• Informações sobre genes e suas funções
• Redes de interações

• Positivas e negativas
• Ecologia microbiana

• Muitas oportunidades para análise computacional



MAGs são reais?

• Precisam passar por um controle de qualidade
• Completude
• Contaminação
• o programa CheckM (Parks et al. 2015) faz essas 

estimativas

• MAGs em geral são mosaicos de cepas



Genoma single cell

Genoma de isolado
(bulk)MAG

O espectro de “pureza genômica”

mais puromenos puro



Confirmação adicional

• Um MAG deveria poder ser recuperado de 
diferentes amostras, que sejam totalmente 
independentes uma da outra

• Na próxima imagem, os pontos em volta do círculo 
são MAGs, recuperados de diferentes amostras

• cada amostra é um arco do círculo em sua própria 
cor

• as linhas ligam MAGs que foram considerados “os 
mesmos” entre amostras





Classificação taxonômica de 
MAGs



Existe um descompasso entre taxonomia (o processo 
de dar rótulos válidos e universalmente aceitos a 
organismos) e a genômica

• genômica avança muito mais rápido do que 
taxonomia

• então hoje em dia existem milhares de MAGs que 
estão sem rótulo!

• Para lidar com esta situação, um grupo na Austrália 
criou um banco chamado GTDB

• Junto com o banco, eles disponibilizam uma 
ferramenta chamada GTDB-tk, que permite 
classificar um novo MAG de acordo com as 
informações do banco



August 2018

GTDB



• há discrepâncias entre a taxonomia tradicional do 
NCBI e a taxonomia proposta pelo GTDB

• veja figura no próximo slide





Anotação funcional

• Pipelines para genomas completos podem ser
usados em MAGs

• IMG/M
• RAST
• PGAP

• Revejam aula sobre anotação de genomas



Cobertura

• Quanto cada genoma é coberto pelos reads obtidos
• Ambientes de grande riqueza: cobertura baixa
• Cobertura baixa cria contigs pequenos

• maioria das ORFs são parciais
• Dificulta atribuição de função

• Potencial gerador de erros



Sumário de MAGs

• MAGs são “reais”
• Contribuem para lançar luz na “materia escura 

microbiana”
• Permitem melhor compreensão dos seus 

ambientes
• Cuidado com a representatividade dos MAGs

• Complementar com análise de todos os reads/contigs de 
sua amostra, pois os MAGs representam apenas uma 
fração dessa massa de dados



Muitos MAGs estão sendo 
recuperados de amostras humanas

janeiro 2019

julho 2020



Comparação de metagenomas

• Aqui estamos falando não mais em termos de 
MAGs, mas em termos de coleção de reads

• Genomicamente
• Taxonomicamente
• Funcionalmente
• Recursos oferecidos pelo IMG/M



Uma comparação muito simples 
de se fazer é %GC
• verificamos como %GC nos reads varia para um 

dado metagenoma (coleção de reads que veio de 
um determinado ambiente – pode ser junção de 
mais de uma amostra)

• comparamos essa variação entre vários 
metagenomas

• Veja próxima figura



Figure 1. Distribution of the GC content percentage for ZC1 and ZC2 compared with selected metagenomes.

Martins LF, Antunes LP, Pascon RC, de Oliveira JCF, Digiampietri LA, et al. (2013) Metagenomic Analysis of a Tropical Composting Operation at 
the São Paulo Zoo Park Reveals Diversity of Biomass Degradation Functions and Organisms. PLoS ONE 8(4): e61928. 
doi:10.1371/journal.pone.0061928
http://127.0.0.1:8081/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0061928

} compostagem

http://127.0.0.1:8081/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0061928


Outras comparações mais complexas são oferecidas 
pelo mecanismo de Genome clustering do IMG/M



Figure 8. Hierarchical clustering of functional gene groups of ZC1 and ZC2 and seven public metagenomes.

Martins LF, Antunes LP, Pascon RC, de Oliveira JCF, Digiampietri LA, et al. (2013) Metagenomic Analysis of a Tropical Composting Operation at 
the São Paulo Zoo Park Reveals Diversity of Biomass Degradation Functions and Organisms. PLoS ONE 8(4): e61928. 
doi:10.1371/journal.pone.0061928
http://127.0.0.1:8081/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0061928

Categorias COG COGs

http://127.0.0.1:8081/plosone/article?id=info:doi/10.1371/journal.pone.0061928


Abundância de funções

• mapeamento de reads em ORFs anotadas

42



• é necessário o conceito de família gênica
• COG: Clusters of Orthologous Groups
• É um jeito de agrupar genes em famílias
• Se temos os genes dos metagenomas classificados por 

COGs, podemos computar
• representação diferencial dos COGs

• Semelhante a genes diferencialmente expressos
• Ou seja, há COGs que estão mais representados (mais 

abundantes) em certas amostras comparadas com 
outras?

• Podemos representar o resultado por heat maps com 
clusterização hierárquica

Abundância relativa espacial



Based on 386 COGs 
shared by ATIIC, Aloha, 
BATS with differential 
representation

Iquique not included

COGs



Exercício

• Na imagem anterior, as linhas representam COGs e 
as colunas representam amostras

• a cor vermelha indica sub-representação e a cor 
verde indica super-representação; preto (ou 
escuro) significa estar próximo da media (nem sub-, 
nem super-)

• Quais resultados este diagrama nos mostra?



Platformas web de 
processamento
• Laboratórios governamentais
• Serviços padronizados de processamento









Sugestões de leitura





Nature Reviews
Microbiology
2018



julho de 2020
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