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Os micro-organismos estão
por toda parte

• São responsáveis por muitos processos
fundamentais para a vida do planeta em geral
e para a vida dos seres humanos em particular
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www.earthmicrobiome.org
tem por objetivo sequenciar amostras dos mais 

variados ambientes do planeta

http://www.earthmicrobiome.org/


Não confundir...

• Earth Microbiome Project 

• com

• Earth Biogenome Project (EBP)

– Este é um projeto lançado em 2017 que pretende
sequenciar “all life on Earth”

– voltado para eucariotos



Comunidades microbianas –Microbiotas– são típicas 

de cada ambiente
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Microbiotas contêm
variedade de microrganismos

Bacteria

Archaea

Eukarya
Fungi
Protozoans

Vírus e Bacteriófagos
7



Imagem adaptada de: Whiteside, S. A. et al. (2015) The microbiome of the urinary tract—a role beyond infection Nat. Rev. Urol. doi:10.1038/nrurol.2014.361

Genes, Genomas,
Proteínas e Metabólitos da 
Microbiota

Definição de
Microbioma

Proteínas e Metabólitos da resposta
do Hospedeiro à interação com a 
microbiota 

Metabólitos do hospedeiro
Proteínas do hospedeiro

Metabólito da microbiota
Proteína da microbiota



Como acessar essa extraordinária riqueza 
microbiológica?

Tradicionalmente com 
Abordagens dependentes 

de cultivo

Cultivo de  bactérias em meio sólido
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cultivo significa ser capaz de fazer o micro-organismo 
crescer em laboratório; ou seja, “acertar” o meio de 
cultura do qual o micro-organismo precisa, assim como 
demais condições de sobrevivência

Dado empírico: a fração cultivável da vasta riqueza 
microbiana da biosfera é muit0 pequena (estimada em 
apenas 1%). Ou seja, para 99% dos procariotos que se 
estima que existam, não sabemos como cultivá-los

Porém...
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Como acessar a extraordinária maioria invisível?

→ Abordagens independentes do cultivo
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MetaGenômica
revela as espécies, os genes e genomas de 

comunidades microbianas

MetaTranscritômica
revela os genes expressos (microbiota ativa)

MetaProteômica
revela as proteínas expressas (microbiota ativa)

Esta são as Meta-ômicas



Amostra ambiental

454 - Roche
Illumina HiSeq

Illumina MiSeq

Ion ProtonPacBio

SoLiD

Illumina
NextSeq500
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MetaGenômica e MetaTranscritômica

Extrair o DNA
(ou RNA)

Sequenciamento de DNA  
alto-desempenho

Sequenciar

Analisar as sequências de

DNA: metagenômica
cDNA: metatranscritômica
Bioinformática!



Tecnologias de sequenciamento

• NGS – next generation sequencing

– Illumina

• 90% do mercado

• Em metagenômica talvez seja perto de 100%

– PacBio

• Long reads

– Nanopore

• Long reads



Metagenômica é Big Data

• Uma corrida de sequenciamento (Illumina) de uma 
amostra ambiental resulta em milhões de reads

• Supondo

– cada read com 300 bp

– 10 milhões de reads para uma amostra

– 10 x 106 x 300 = 3 x 109 bp

– Um genoma bacteriano: 5 x 106 bp

– Equivalente a 600 genomas bacterianos em uma única 
corrida do sequenciador

• A bioinformática é essencial



Metagenômica: tipos de Dados

16S / 18S / ITS DNA total ou

shotgun



Alberts et al. 2008



Crédito: Christel Chehoud, http://slideplayer.com/slide/4641762/



Sequenciamento da unidade 16S 
do RNA ribosomal

• 16S é um marcador

• a ideia é “pescar” um trecho do 16S de 
“todos” os procariotos presentes na amostra, 
e sequenciar esses trechos

• fazendo a classificação taxonômica desses 
trechos, teremos um perfil da população de 
procariotos presentes na amostra



Exemplo de perfil taxonômico obtido com 
16S -- microbioma humano (próximo slide)

• separado por região do corpo

• Exercício:

– indique quais são os principais grupos bacterianos 
em cada região do corpo que foi amostrada

• fezes, bochecha, placa dentária, língua, nariz, vagina, 
pele
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o 16S rRNA é um bom marcador, 
por que...

• tem regiões altamente conservadas entre 
diferentes espécies de bactérias e de arquéias

– o que permite “primers universais”

• tem também regiões de alta variabilidade, o 
que permite distinguir o 16S entre diferentes 
organismos (geralmente apenas até o nível de 
gênero)



Alta variabilidade

Baixa variabilidade

nomes das regiões com alta variabilidade

no eixo Y: entropia (uma medida de variabilidade em sequências)



tamanho esperado do inserto para 
V3/V4

• 550 bp



O que é o inserto?

• Os reads podem ser paired-end ou single-end

Nesta ilustração, temos paired-end, e o “miolo” 
do inserto não será sequenciado

primers

read forward

read reverse

inserto



DNA shotgun

• Sequenciar o DNA total da amostra

• Resultado

– Milhões de fragmentos (reads)

– Mistura dos DNAs dos diversos organismos
presentes

– fragmentos precisam ser montados



Montagem de genomas

buraco

contig

fragmentos

a montagem é 

possível por causa 

de sobreposição 

entre os reads

buracos ocorrem 

quando trechos do 

genoma não são 

cobertos por reads



Montagem

• Montagem é essencial para

– Análise funcional (genes)

– Recuperação de genomas (falaremos disto mais tarde)

• Objeto principal resultante

– contigs

– um contig é uma sequência que foi montada

– presume-se que um contig se refere a uma região contígua
de um genoma de um organismo presente na amostra



Comparação entre 16S e shotgun

• 16S

– Composição e estrutura da microbiota

• “perfil taxonômico”

• DNA total ou Shotgun

– Resultados mais detalhados

• Perfil taxonômico

• Funções gênicas

• genomas



16S e shotgun: positivos e 
negativos

16S shotgun

custo Mais baixo Mais alto

Vieses (biases) Menor chance de ser
representativo

Maior chance de 
“pegar tudo”

Bancos de dados Maior cobertura Menor cobertura

Identificação
taxonômica

Menos precisa (não 
mais do que gênero)

Mais precisa, podendo
chegar a especie, e 
talvez cepas



Em dados de 16S é comum os 
reads serem agrupados em OTUs

• Operational Taxonomic Unit ou Unidade taxonômica
operacional

• Ideia básica: agrupar os reads em caixinhas por meio de 
similaridade de modo que
– numa dada caixinha, todos os reads se parecem entre si com pelo 

menos 97% de identidade

– não existe read em nenhuma outra caixinha que seja pelo menos 97% 
similar a reads desta caixinha

• Pega-se uma sequência representativa de uma caixinha, e faz-
se uma busca num banco de 16S

• Se houver similaridade de pelo menos 97%, podemos rotular 
a OTU com o mesmo rótulo da sequência do banco 

• Caso contrário, a OTU fica sem classificação



Que perguntas básicas queremos 
fazer com dados metagenômicos?



pergunta 1: A amostra é 
representativa?

• Curvas de rarefação



Curvas de rarefação (ou saturamento)

número de 

especies

ou OTUs

número de amostras

amostras não representativas (diversidade longe de se esgotar)

amostras começando a atingir platô

amostras atingiram platô



Pergunta 2: Quem está na
amostra?

• Identificação taxonômica (16S, shotgun)

• Recuperação de genomas (shotgun)



Taxonomia

• Xanthomonas citri

• Filo: proteobacteria

–Classe: proteobacteria gama

• Ordem: xanthomonadales

–Família: xanthomonadácea

»Gênero: xanthomonas

• Espécie: citri
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16S / DNA shotgun

A comunidade microbiana

SEQ
BIOINFO

populações



Recuperação de genomas
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A comunidade microbiana

SEQ
BIOINFO

populações



Identificação taxonômica depende
de bancos de dados



Bancos de dados de 16S







Bancos de dados para DNA total

• GenBank

– nt: nucleotídeos

– nr: proteínas

– env_nr: proteínas inferidas de dados 
metagenômicos

– refSeq: genomas de referência

– WGS: whole genome shotgun

• aqui estão dados de genomas draft de isolados



Classificação taxonômica e abundância 
relativa: tipicamente expressas por um 

gráfico de pizza

Proteobacteria, 
29%

Firmicutes, 27%

Actinobacteria, 16%

Bacteroidetes, 15%

Chloroflexi, 5%

Deinococcus-
Thermus, 2%

Cyanobacteria, 1% Planctomycetes, 
1%

Acidobacteria, 
1%

other, 3%



É preciso cuidado com viéses

• A abundância relativa “observada” pode ser 
apenas um reflexo das abundâncias relativas 
de sequências em bancos de dados

• principalmente quando de omitem das tabelas 
ou gráficos as sequências sem classificação



Genomas de procariotos no GenBank

filo # genomas %

Actinobacteria 4059 13

Bacteroidetes/chlorobi 932 3

Cyanobacteria 340 1

Firmicutes 9628 31

Proteobacteria 14268 46

Spirochaetes 525 2

Others 1500 5

Source: Land et al. 2015



Exercício

• Compare as abundâncias relativas do gráfico de pizza 
de slide anterior com as abundâncias relativas da 
tabela do slide anterior (que mostra como eram as 
abundâncias no GenBank em 2015)

• Os números são muito parecidos!

• Duas hipóteses

– 1) essa é a abundância relativa na natureza

– 2) a abundância da amostra é enviesada; apenas reflete o 
que se tem no banco de dados



O problema do viés dos bancos tem 
diminuído com o passar do tempo

• Esforços de muitos grupos de pesquisa ao 
redor do mundo tem gerado sequências de 
novos grupos taxonômicos, até agora 
desconhecidos



pontos vermelhos 

indicam novas 

categorias 

taxonômicas para as 

quais não havia 

isolados quando este 

paper foi publicado 

(2016)



pergunta 3: Quais funções estão
presentes?

• Em genes (shotgun)

• Em genes expressos (metaTranscritômica)

• precisamos anotar contigs



1     2   3    4   5   6             7                    8            9           10 11   12 13 14 15 16  17 18 19

ZC1 contig00009.9 (27,919 bp)

1. Beta-xylosidase (376aa, COG3507)
2. Dehydrogenases (280aa, COG1028) 
3. hypothetical protein (379aa);
4. hypothetical protein (283aa)
5. 5-keto 4-deoxyuronate isomerase (280aa, COG3717)
6. Dehydrogenases (267aa, COG1028)
7. hypothetical protein (1799aa)
8. SusD family protein (606aa, pfam07980)
9. TonB-linked outer membrane protein (1068aa, COG4771); 
10. Pectate lyase (518aa, COG3866)
11. Predicted unsaturated glucuronyl hydrolase
12. Pectin methylesterase (568aa, COG4677)
13. Endopolygalacturonase (523aa, COG5434)
14. Nucleoside-diphosphate-sugar epimerase (326aa, COG0451)
15. Nucleoside-diphosphate-sugar pyrophosphorylase (249aa, pfam00483)
16. Galactokinase (377aa, COG0153)
17.Soluble lytic murein transglycosylase (347aa, COG0741)
18. hypothetical protein (235aa)
19. Predicted UDP-glucose 6-dehydrogenase (283aa, COG1004).

Exemplo de anotação de um contig



pergunta 4: como são as interações entre os 
organismos presentes na amostra?

• Responder a esta pergunta exige a inferência 
de redes de interação

– geralmente aproximadas por redes de co-
ocorrência

• em diferentes locais

• em diferentes pontos do tempo

– co-ocorrência negativa (sempre que A está 
presente, B está ausente, ou vice versa) também é 
importante



Exemplo de rede de interações 
para amostras seriadas no tempo



É sempre bom ter em mente que análise de 
dados metagenômicos está sujeita a múltiplas 

fontes de erro

• Amostragem

• Preparação da biblioteca

• Sequenciamento

• Tamanho da sequência (pode ser curta demais)

• Programas (montadores, classificadores)

• Viéses dos bancos de dados


