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Resumo

Metagendmica é o estudo genético de uma amostra ambiental, e
permite a anélise de organismos nao-cultivaveis em laboratorio. E
uma area de estudo nova e possui muitos desafios computacionais, com
poucas ferramentas dedicadas disponiveis. O objetivo deste trabalho
é realizar um estudo metagenomico de amostras da unidade de com-
postagem da Fundacao Parque Zoologico de Sao Paulo, analisando os
programas existentes. O estudo das comunidades microbianas que ali
vivem é de grande importancia para um melhor entendimento do papel
biolégico desses organismos.

1 Introducao

Este documento tem o objetivo de apresentar o plano de trabalho a ser de-
senvolvido durante o mestrado. A Secao 2 apresentara os conceitos basicos
necessarios. A Seg@o 3 fornece detalhes sobre o objeto de estudo deste tra-
balho. Finalmente, as Secoes 4 e 5 tratam da proposta e do cronograma das
atividades a serem executadas.

2 Conceitos Basicos

Nesta secao faremos uma breve descrigdo de alguns conceitos béasicos que
contextualizam o cenério em que o trabalho esta inserido.

2.1 Genética

Um nucleotideo é uma substancia quimica composta por um agticar chamado
pentose, um grupo fosfato e uma base nitrogenada. Nucleotideos sao dife-
renciados pela base nitrogenada que os compoem, que pode ser: adenina,
citosina, guanina, timina ou uracila. A pentose de um nucleotideo pode
se ligar ao grupo fosfato de um outro, formando uma cadeia. Uma cadeia
formada por varios nucleotideos é chamada de polinucleotideo.



Existem dois tipos de polinucleotideos que armazenam informagoes ge-
néticas: o DNA (4cido desoxirribonucleico) e o RNA (4cido ribonucleico).
Suas estruturas sao representadas na figura 1.
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Figura 1: Estrutura das moléculas de DNA e RNA

O DNA é formado por duas fitas de nucleotideos, e a pentose que o cons-
titui é a desoxirribose. As duas fitas do DNA s&o unidas através de pontes de
hidrogénio formadas entre as bases nitrogenadas. A adenina sempre forma
pontes de hidrogénio com a timina, e a citosina com a guanina. As duas fitas
de DNA sao ditas complementares, e sempre é possivel construir uma fita a
partir da outra. A sequéncia de bases nitrogenadas ao longo da cadeia de
DNA constitui a informagao genética.

O RNA é composto por apenas uma fita e sua pentose é a ribose. O
RNA possui uma base nitrogenada chamada uracila, que substitui a timina
do DNA. Uma fita de RNA pode se dobrar de tal forma que parte de suas
proprias bases nitrogenadas se pareiam umas com as outra. Esse pareamento
intramolecular é um fator importante no formato tridimensional do RNA,
que é capaz de assumir uma variedade maior de formas complexas do que a
dupla hélice de DNA.

Genética é um ramo da biologia que estuda os genes. Genes sao as
unidades orgénicas basicas que contém informagoes sobre as caracteristicas
fisicas e comportamentais de um organismo e sao passadas de geragao para
geragdo. Essas informagOes sdo usadas pra criar proteinas que constroem
e regulam o funcionamento das células e do organismo com um todo. Os
genes sao regioes de moléculas de DNA que se encontram no interior de cada
célula.



2.2 Expressao Génica

Para produzir proteinas a partir do cédigo genético, acontece uma série de
transformagoes bioquimicas conhecida como expressao génica. Uma sequén-
cia de bases do DNA ¢ lida e segmentos do codigo sdo traduzidos em ami-
noacidos que juntos formarao uma proteina.

O processo de sintese de RNA a partir de um gene codificado no DNA é
chamado de transcri¢do. Uma enzima chamada RNA polimerase se liga ao
genoma em um marcador conhecido como promotor e comega a processar o
DNA, formando um complexo de transcrigao. A partir deste complexo, uma
fita de RNA é formada com base na sequéncia de nucleotideos do DNA. Esse
RNA é conhecido como mRNA ou RNA mensageiro. Existem dois outros
tipos de RNA: rRNA (RNA ribossomal) e tRNA (RNA transportador), que
também sado gerados a partir do DNA, e sdo utilizados na fase de traducao,
descrita mais adiante.

Em organismo procariotos, como as bactérias e arqueobactérias, o mRNA
nao sofre mais alteracdes. Nos eucariotos o mRNA é processado para a
adicao de uma sequéncia de bases adenina, chamada de poli-A, que d&4 maior
estabilidade para o RNA. Também é feito o splicing, um processo de remocao
de introns, que sado regides nao-codificadoras do DNA, deixando apenas as
regioes codificadoras, chamadas de exons. Nesse processo, nem todos os
exons sao preservados, e uma mesma sequéncia de DNA é capaz de gerar
diferentes mRNAs, aumentando a diversidade genética desses organismos.

Figura 2: Coédigo genético utilizado pela maioria dos organismos. A ordem
das bases de um codon ¢ lida do centro para as extremidades. O aminoécido
Metionina, em azul, é também o start-codon.



O tradugao é o processo de sintese de proteinas a partir de um mRNA, e
se baseia em conjuntos de triplas de nucleotideos chamados codons. Existem
43 = 64 codons diferentes, e cada um identifica um aminoécido, no entanto,
um aminoacido pode ser identificado por mais de um codon, uma vez que
existem 20 aminoacidos distintos. Um codon pode também ter um significado
especial, marcando o inicio ou final de uma regiao de tradugao (start-codon
e stop-codon, respectivamente).

Existem tabelas que descrevem a relacao entre um codon e o seu ami-
noacido correspondente. Na péagina do NCBI [13] podemos encontrar 17
tabelas. A Figura 2 mostra uma representacao da tabela ntimero 1 da péa-
gina do NCBI, que é o padrao para a maioria dos organismos.

A tradugdo comega com a ligagdo do mRNA com o ribossomo, que é uma
organela no interior da célula responséavel por percorrer o mRNA a partir do
start-codon. Para cada codon, um tRNA ¢é ativado, esse RNA transportador
é responsével por ligar um codon especifico a um aminoacido, juntando-o a
cadeia de aminoécido ja existente e formando assim a proteina codificada.

2.3 Sequenciamento Gendémico

O sequenciamento de um genoma é a determinagao da cadeia de nucleotideos
que o compoe. Este processo envolve vérias etapa, que serao brevemente
descritas a seguir.

2.3.1 Preparacao do Material Genético

Nos métodos atuais de sequenciamento existe uma limitacao fisica que im-
pede que sejam sequenciadas cadeias de nucleotideos maiores que 1000 bases.
Devido a essa limitacao, a cadeia de nucleotideos a ser estuda é primeiro frag-
mentada e depois re-montada para obter a sequéncia original. Existem dois
métodos principais para fragmentar o DNA: shotgun e digestao.

O método shotgun consiste em submeter o DNA a altas taxas de vibra-
¢oes, fazendo com que a cadeia de nucleotideos se quebre em varios pontos
aleatorios. O método da digestao utiliza enzimas especiais, chamadas enzi-
mas de restri¢do, que cortam o DNA em regioes especificas, conhecidas com
sitios de restrigao.

Os fragmentos obtidos sdo replicados através de um processo chamado
de amplificagdo. A amplificagdo pode ser feita tanto por PCR (Polymerase
Chain Reaction), que utiliza enzimas que sintetizam novas fitas de DNA a
partir dos fragmentos existentes, quanto por clonagem, que insere os frag-
mentos em bactérias para serem replicados por elas.

2.3.2 Meétodos de Sequenciamento

Atualmente existem vérios métodos de sequenciamento. O método mais
classico que é eficiente e sujeito a automatizagao é o da terminacao de cadeia.



Ele é capaz de gerar centenas de sequéncias de tamanhos entre 800 e 1000
pares de bases. Recentemente, a grande demanda por sequenciamentos mais
baratos acelerou o desenvolvimento de tecnologias de alto rendimento, que
paralelizam o processo de sequenciamento e geram milhdes de sequéncias
de uma vez. No entanto, essas tecnologias de sequenciamento de segunda
geragao produzem sequéncias muito menores, de 50 a 500 pares de bases. A
seguir os métodos mais conhecidos sao brevemente descritos:

Método da terminacao de cadeia [31]: também conhecido como
sequenciamento Sanger, gera varias copias de cadeias de nucleotideos que
diferem de tamanho por apenas uma base, que podem ser separadas e orde-
nadas.

Primeiro, os fragmentos de DNA sdo utilizados como moldes para a sin-
tese de uma fita de DNA complementar. Para isso, sdo utlizados primers,
que sao oligonucleotideos que se acoplam a regioes especificas do DNA e
servem de iniciadores da reagdo de sintese do DNA.

O processo de sintese do DNA complementar ocorre em uma solugao que
contem: uma enzima chamada DNA polimerase; os quatro tipos de desoxi-
ribonucleotideos (contendo as quatro bases do DNA); e alguns dideoxinucle-
otideos equivalentes, que servem como terminadores de cadeia, impedindo
que a reacao continue apos ele ter sido acoplado & fita de DNA complemen-
tar. Isso faz com que existam varios fragmentos de DNA complementar de
tamanhos diferentes.

Os fragmentos sao separados por tamanho em um processo chamado
eletroforese. Nesse processo, as cadeias sao colocadss em um gel e é aplicada
uma corrente elétrica que faz com que os fragmentos migrem para a dire¢ao
oposta do gel. Os menores fragmentos tendem a migrar com mais facilidade,
e ao final do experimento estarao mais préximas do lado oposto do gel.

E entdo aplicada uma radiacdo de forma a excitar marcadores quimicos
ligados ao dideoxinucleotideos. Cada tipo de dideoxinucleotideo é ligado a
um marcador quimico fluorescente diferente, o que permite diferenciar em
qual base cada fragmento de DNA termina. Como as cadeias estao separadas
por tamanho, é possivel sequenciar o DNA a partir da ultima base de cada
fragmento.

Esse foi

Pirosequenciamento 454 [30]: é um método de sequenciamento para-
lelizado que detecta a atividade da enzima DNA polimerase com uma outra
enzima quimioluminescente.

O DNA é amplificado dentro de gotas de dgua em uma solucao de 6leo
onde cada gota contém um tnico molde de DNA acoplado a um primer.
Cada um dos moldes de DNA ¢é entdo submetido ao mesmo processo:

Solugoes de cada tipo de nucleotideo (A, C, G e T) e DNA polimerase
sao adicionadas e removidas em sequéncia de cada gota de agua contendo um
molde de DNA. Luz é produzida somente quando a soluc¢ao de nucleotideo
complementa a primeira base ndo-emparelhada do molde. A sequéncia desses



sinais quimioluminescentes determinam a sequéncia do molde, uma base de
cada vez. Quanto mais forte o sinal, mais nucleotideos daquele tipo foram
adicionados a fita complementar.

Esse método é capaz de gerar milhoes de sequéncias de aproximadamente
400-500 pares de bases.

Sequenciamento Illumina (Solexa) [16]: A Solexa, agora parte da
empresa [llumina, desenvolveu uma tecnologia de sequenciamento paralelo
em que moléculas de DNA s&o primeiro acopladas a primers e amplificadas
de modo a formar coloénias de clonagem locais.

Quatro tipos de dideoxinucleotideos com marcadores fluorescentes sao
adicionados, e os nucleotideos nao incorporados na sequéncia sao removidos
da solugao. Diferente do pirosequensiamento, o DNA s6 é extendido um
nucleotideo por vez. Uma camera fotografa os dideoxinuleotideos marcados
e entao o marcador e o terminal que bloqueia a continuacao da sintese de
DNA sao removidos, permitindo um novo ciclo [20].

Esse tipo de sequenciamento gera milhoes de sequéncias de 50-100 pares
de base.

SOLiD sequencing [5]: é uma tecnologia que aplica sequenciamento
por ligagdo. Em vez de usar a DNA polimerase, uma outra enzima, chamada
DNA ligase é usada para identificar o nucleotideo presente em uma dada
posicao do DNA.

DNA ligase é uma enzima que une as pontas de moléculas de DNA. O
sequenciamento por ligacdo se utiliza da sensitividade dessa enzima para
alinhar pares de bases.

O DNA a ser sequenciado passa por um processo de amplificagao PCR e
cada fita tnica de DNA gerado é processada paralelamente. Cada fita é aco-
plada a uma sequéncia conhecida através de uma pequena sequéncia “a4ncora’.
Uma mistura de oligonucleotideos (com oito a noves bases) sao adicionado
a reagao, marcados com substéancias fluorescentes de acordo com a posi¢ao
que serd sequenciada. Essas moléculas se unem ao DNA desconhecido nas
proximidades da sequéncia ancora, e a DNA ligase preferencialmente une as
moléculas quando as bases casam com as do DNA desconhecido. Baseado
na fluorescéncia produzida pela molecula, é possivel inferir qual nucleotideo
foi unido naquela posicao da sequéncia.

E possivel construir oligonucleotideos de tal forma que se possa remover
o marcador e permitir um novo ciclo de ligacao, para gerar gsequéncias mais
longas. Esse método sequencia toda n-ésima base, onde n é o tamanho
do oligonucleotideo utilizado. Para sequenciar as posicoes intermediarias, a
ancora e os oligonucleotideos ligado sdo separados da fita de DNA e uma
outra rodada de sequenciamento pode ser iniciada com uma &ncora mais
curta.

Esse método gera bilhdes de sequéncias de aproximadamente 50 pares de
bases.



3 Fluxo de Trabalho de um Projeto Metagenémico

Os primeiros estudos de genomas que utilizaram procedimentos de sequenci-
amento foram feitos no meio da década de 1970. Desde entao foram desenvol-
vidas técnicas de sequenciamento mais eficientes, os genomas de milhares de
espécies se encontram em bancos de dados e ferramentas como o BLAST [2]
permitem buscar e comparar sequéncias com as ja existentes nesses bancos
de dados.

Ainda assim, o sequenciamento de genomas de organismos isolados tem
seus limites. Primeiro, limitagoes tecnolégicas impoem que o organismo deve
ser antes mantido em cultura e clonado para que se faga o sequenciamento
de seu genoma completo [35]. No entanto, apenas uma pequena porcenta-
gem de micrébios na natureza podem ser cultivados, o que significa que os
dados genémicos existentes sao altamente tendenciosos e nao representam
uma imagem verdadeira das espécies microbianas [29]|. Segundo, raramente
micrébios vivem em comunidades isoladas de outras espécies: espécies in-
teragem tanto com outras quanto com o seu habitat, incluindo organismos
hospedeiros [35].

Novas tecnologias de sequenciamento e a drastica reducao dos custos do
sequenciamento ajudaram a superar essas limitacoes. Atualmente é possivel
obter informagao genoémica diretamente de comunidades microbianas em seus
habitats naturais. Esses dados de sequéncias de DNA retirados diretamente
do ambiente sdo chamados de Metagenoma [35].

Por n#o ser necessario obter culturas puras para o sequenciamento, a
metagendmica promete revelar genomas da maioria dos microorganismos os
quais nao se podem fazer culturas [15]. Além disso, como as amostras sdo
obtidas de comunidades e nao de populagoes isoladas, metagenémica pode
servir para estabelecer hipdteses sobre a interacao entre os membros da co-
munidade [19].

O processo de um tipico projeto metagenémico é brevemente descrito a
seguir, mostrando suas diferengas em relagdo a uma anélise gendémica tradici-
onal, algumas tecnologias existentes e os desafios computacionais associados.

3.1 Amostragem

O primeiro passo no estudo metagenoémico é a obtengao de amostras ambien-
tais. As amostras devem representar a populacao de onde elas fora retiradas.
O problema é descobrir quantas amostras sao necessarias para obter uma boa
representatividade [35]. Curvas de raridade sao utilizadas para estimar a fra-
cao de espécies sequenciadas. Essas curvas relacionam o niimero de espécies
como uma fung¢do do nimero de individuos na amostra.

A complexidade da comunidade também deve ser avaliada antes do se-
quenciamento [19]. Complexidade da comunidade é uma fungao do ntmero
de espécies em uma comunidade (riqueza) e sua abundancia relativa (igual-



dade). Uma comunidade com muitas espécies que sdo proximas em abun-
dancia é mais complexa que uma comunidade com menos espécies que tem
abundéncias desiguais.

A presenca ou auséncia de uma populagdo dominante afeta bastante o
tipo de anélise que pode ser feita, independente do numero total de es-
pécies [19]. Populagoes dominantes que abrangem mais que uma pequena
porcentagem do ntmero total de células em uma comunidade terao uma re-
presentacao maior no conjunto de dados, e uma maior chance de montagem
e recuperacao de contigs.

3.2 Anotagao de Metadados

Coletar dados associados com uma amostra ambiental melhora bastante a
habilidade de interpretar as sequéncias, particularmente para uma anélise
comparativa de uma série temporal ou espacial [7,34]. Tais metadados in-
cluem dados bioquimicos, geograficos, data de coleta, método de extragao de
DNA, dentre outros. Metadados podem se tornar muito importantes quando
dados suficientes sao gerados para comparar comunidades [19].

Quanto mais condi¢bes de amostragem para metagenomas forem repor-
tados, mais detalhadas podem ser as inferéncias das caracteristicas ambien-
tais [27]. Foi proposto na comunidade um padrao de ‘Minimum Information
about a Metagenomic Sequence (MIMS)’ para que sejam aplicadas medidas
essenciais quando os dados forem submetidos a bases publicas [9].

3.3 Sequenciamento

Em metagenoémica, o sequenciamento por shotgun é feito da mesma forma
que em genomas de culturas clonadas. No entanto, o material genético ori-
ginal nao é de apenas um organismo, mas de uma comunidade. Dependendo
da amostra, o DNA fornece apenas um fragmento do genoma dos organismos
daquele ambiente.

Métodos de sequenciamento de segunda geracao como os descritos na
Segao 2.3.2 estao substituindo o sequenciamento Sanger para genomas e me-
tagenomas pequenos [35].

3.4 Montagem

Montagem € o processo de combinar sequéncias lidas em trechos continuos de
DNA, chamados contigs, baseados na similaridades das sequéncias lidas [19].
A sequéncia consenso para um contig é ou o nucleotideo de maior qualidade
em qualquer leitura em cada posicao, ou o nucleotideo mais frequente em
cada posi¢do. O namero de leituras em que a sequéncia consenso foi baseada
é chamado de cobertura.

Quando se esté sequenciando um genoma completo, as leituras sao mon-
tadas em sequéncias ou contigs cada vez maiores, e finalmente no genoma



completo [35]. Lidando com dados genoémicos, ¢ comum analisar grandes
sequéncias. Em contraste, na maioria dos metagenomas, uma montagem
completa nao é possivel. Primeiro, porque a amostragem é incompleta e
muitos, se nao todos, os genomas das espécies estao apenas parcialmente
amostrados. Segundo, porque as informagoes das espécies em si é incom-
pleta, e é dificil mapear leituras individuais a suas espécies de origem. Existe
também o perigo de se montar sequéncias a partir de leituras de espécies di-
ferentes, gerando quimeras.

Usualmente é possivel montar a maior parte dos genomas de ambientes
que tenham um pequeno namero de espécies dominantes [10], porém, amos-
tras com alta riqueza de espécies, como solo [33], dificilmente podem ser
montadas.

Montadores atuais como Phrap [12], Arachne [17], CAP3 [14], e Celera [3]
estao sendo adaptados e usados para montar metagenomas. A montagem de
metagenomas é um processo problemético e qualquer programa de montagem
produzira varios erros [19]. Idealmente, toda montagem metagenoémica deve
ser inspecionada manualmente. Erros de montagem podem ser identificados
com ferramentas de visualizagdo, como o Consed [11], que sao utilizados
para facilitar a finalizagdo de genomas. Ainda assim, a grande quantidade
da maioria dos dados metagenémicos impossibilitam a inspecao manual, e
por sua vez a corre¢ao de todos os erros de montagem identificados.

Uma abordagem para essa limitagao é fazer duas ou mais montagens dos
mesmos dados utilizando diferentes montadores [10]| para facilitar a identifi-
cagdo de montagens erroneas.

Outra estratégia para aliviar os problemas de montagem é o uso de
sequéncias de referéncias. No entanto, o nimero de genomas de referéncias
ainda é insuficiente para montagens de metagenomas complexos e o processo
de classificacao so parece ser satisfatorio em comunidades muito simples [27].

Muitos algoritmos de montagem representam cada leitura como um vér-
tice e cada sobreposi¢ao como uma aresta entre os vértices que se sobrepoem.
Encontrar a montagem correta é entao reduzida a um problema de encontrar
um caminho hamiltoniano no grafo, um caminho onde cada vértice é visi-
tado apenas uma vez [35]. Para leituras curtas, no entanto, essa técnica nao
é adequada. Para estabelecer uma cobertura adequada, leituras curtas de-
vem ser produzidas em grandes quantidades. Isso faz com que o grafo tenha
um grande nimero de vértices e arestas. O tempo necessario para resolver o
problema do caminho Hamiltoniano cresce exponencialmente com o niimero
de vértices, e o problema se torna intratavel com as grandes quantidades de
sequéncias geradas pelos sequenciadores de segunda geragao.

Uma solugao é usar os vértices para representar palavras e as leituras
em si serem as arestas conectando os vértices. Assim, o grande nimero de
leituras e suas redundéncias nao afetam o ntmero de nds, e o problema é
reduzido para o de encontrar um caminho Euleriano, onde cada aresta é
visitada apenas uma vez. Existem algoritmos mais eficientes para encontrar



caminhos Eulerianos. O montador Velvet [36] ¢ um exemplo que utiliza essa
abordagem.

Recentemente, foi desenvolvida uma extensao do montador Velvet, cha-
mada MetaVelvet [24], para a montagem de leituras curtas de metagenomas.
A idéia é decompor o grafo construido de uma mistura de sequéncias de
véarias espécies em sub-grafos individuais, que servem de esqueleto para a
diferenciacao de espécies dentre as sequéncias.

3.5 Predicao de Genes

Genes sao a unidade béasica funcional em um genoma, que podem compor
grandes unidades funcionais como operons, unidades de transcricao e redes
funcionais [35].

Predicao de genes é o procedimento de identificar proteinas e sequéncias
de RNA codificantes nas amostras de DNA [19]. Duas abordagens diferentes
sao aplicadas para predicao de genes: métodos intrinsecos e extrinsecos.
Métodos intrinsecos analisam propriedades de sequéncias de genomas para
diferenciar entre sequéncias codificadoras e regides nao-codificadoras [18].
As ferramentas que utilizam esses métodos sdo, em sua maioria, baseadas
em aprendizado supervisionado e métodos estatisticos de reconhecimento de
padroes. Genemark.hmm [4] é um programa que usa modelos de Markov
nao-homogéneos baseados em anélise de frequéncia de monocodons para a
predicao de genes. Uma grande vantagem de métodos intrinsecos é que
eles permitem a identificacdo de genes sem homologos em bases de dados
disponiveis [19].

Métodos extrinsecos predizem genes procurando por fragmentos de DNA
que foram conservados durante a evolugdo. A maioria dos novos genes sao
formados por eventos de duplicagdo, rearranjos e mutacgoes de genes exis-
tentes [6]. Esses métodos usam ferramentas como o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) 1] para identificar genes similares aos observados e
informar a existéncia de familias de genes dentre o metagenoma. Entretanto,
o BLAST por si s6 ndo pode ser usado para encontrar novas familias e novos
genes [35].

Krause e seus colegas [18] apresentaram um algoritmo que nao usa com-
paracoes de pares de sequéncias, mas combina informacoes de todos os hits
do BLAST ao mesmo tempo. Calculando a taxa de substituigoes sind6nimas
é possivel diferenciar sequéncias codificadoras de regioes nao-codificadoras,
pois em proteinas funcionais os genes codificadores mostram um ndmero
muito maior de substitui¢coes sinénimas.

Novamente, a natureza incompleta e fragmentada dos dados metagendmi-
cos apresenta desafios na identificacao de genes. Muitas leituras permanecem
intocadas, em vez de serem unidas a outras e formarem contigs ou ainda sao
quimeras devido a erros de montagem [35].

Os métodos de predicao de genes tem de ser adaptados para lidar com a
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enorme quantidade de genes fragmentados em sequéncias curtas, bem como
com a diversidade filogenética das amostras, que dificultam o uso de con-
juntos de treinamento especifico de espécies, e com a baixa qualidade de
sequéncias [27].

3.6 Classificacao

Apoés a predicao de genes, é importante associa-los as suas espécies de origem
(ou grupos taxonoémicos de alto-nivel). Essa analise é chamada binning ou
classificagao [35].

Uma forma de classificar sequéncias é encontrar similaridades com sequén-
cias de referéncia que podem ser usadas para construir uma arvore [35]. Essa
técnica é 1til quando a maioria das sequéncias da amostra possuem simila-
ridades significantes com sequéncias de referéncias conhecidas. Sequéncias
de genes preditas, quando nao tem homologos, sdo adicionados em seu pro-
prio no isolado na arvore. O quadro resultante das sequéncias na arvore de
espécies podem mostrar uma visao geral das espécies dominantes da amostra.

No entanto, existem varias limitacoes para esse tipo de abordagem. Pri-
meiro, a base de dados do genoma de referéncia é atualmente incompleta
e altamente tendenciosa para apenas trés filos de bactérias (Proteobacteria,
Firmicutes e Actinobacteria) dentre pelo menos 50 filos [15]. Segundo, genes
derivado de dados metagendmicos, particularmente aqueles com montagem
minima, sao normalmente fragmentados e produzem alinhamentos incom-
pletos. Terceiro, predigao errdonea de genes, particularmente de proteinas ri-
bossomais, as vezes nao sao detectadas por preditores de genes automaticos
pelo seu tamanho reduzido [21]. Finalmente, genes informativos conservados
filogeneticamente representam apenas uma pequena fracao do total de dados
metagendmicos [19].

Mesmo com tantas limitagoes, o algoritmo SOrt-ITEMS [23]| consegue
bons resultados. O algoritmo adota uma abordagem exaustiva para julgar
primeiro a qualidade do alinhamento de uma sequéncia com seus hits e chega
a um nivel apropriado na arvore taxondémica para o qual a sequéncia pode ser
atribuida. O algoritmo entdo usa uma abordagem de genes ortdlogos para
identificar hits que mostram uma significante similaridade reciproca com
a sequéncia consultada. Genes ortélogos sao genes de diferentes espécies
que evoluiram de um ancestral comum através de especiacao. Normalmente
esses genes tem a mesma fungao através da evolugdo. O algoritmo avalia
os alinhamentos obtidos entre a leitura e seus hits correspondentes na saida
do BLASTXx [2| para criar subconjuntos especifico de hits que compartilham
uma relagao ortéloga com a leitura dada.

Uma outra abordagem ¢ a classificagao baseada em composigao, que usa
analises estatisticas das sequéncias [35]. Modelos de Markov baseados em
frequéncias de k-mers se mostraram bem poderosos para analises estatisti-
cas [32]. Esses métodos, porém, nao sao livres de erros. Quanto mais pro-
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ximas filogeneticamente sao as espécies estudadas no metagenoma, e quanto
mais numerosas elas sdo, maior é a frequéncia de erros de classificagao. A
forca da classificacao baseada em k-mers é que sequéncias de referéncias nao
sd0 necessarias para a classificacdo em si, toda a informacao é intrinseca.
Isso permite classificar sequéncias que tem poucos ou nenhum homologo e
portanto nenhuma fung¢ao conhecida.

Outros métodos de classificacao baseado em composi¢ao seguem o conhe-
cimento de que processos celulares como uso de cédons, sistemas de restricao-
modificacdo, e mecanismos de consertos de DNA produzem assinaturas de
composi¢ao de sequéncias, primariamente frequéncias de oligonucleotideos
(palavras), que sao distintas em diferentes genomas [8|.

Métodos baseados em composicao podem ser divididos em procedimen-
tos (de clusterizagao) supervisionados e nao-supervisionados [19]. Proce-
dimento nao-supervisionados agrupam fragmentos metagenémicos em um
espago de assinaturas de composigoes sem a necessidade de um modelo de
treinamento com sequéncias de referéncia. Uma vantagem da classificagao
nao-supervisionada é que novas populacoes podem ser classificadas por com-
partilharem semelhancas de caracteristicas de composi¢ao, embora a iden-
tificagdo de fragmentos ainda necessite da similaridade de sequéncias para
referenciar organismos. Uma desvantagem é que esses métodos tendem a
focar em classes majoritarias de um conjunto de dados e nao tem bons re-
sultados em populagoes de baixa abundancia.

Métodos supervisionados classificam fragmentos metagendémicos contra
modelos treinados em sequéncias de referéncia classificadas e, a principio,
podem classificar fragmentos de populagoes de baixa abundéncia, se ha um
modelo para treinar. Como sao capazes de aprender caracteristicas relevan-
tes que distinguem uma populacao em particular das outras, métodos su-
pervisionados geralmente tem uma acuracia (sensitividade e especificidade)
maior que modelos nao-supervisionados, mas dependem de um conhecimento
prévio sobre as espécies sequenciadas [19].

3.7 Analise de Dados

Os primeiros passos da anélise de qualquer metagenoma envolvem comparar
as sequéncias lidas de uma amostra com bases de dados de sequéncias co-
nhecidas. Essa tarefa computacionalmente intensiva prové os tipos basicos
de dados para varias analises posteriores [22].

A anélise de comunidades de baixa complexidade é, em varios aspectos,
similar & anéalise de genomas isolados. Genomas de populagoes dominantes
tem cobertura suficiente e contexto genético para permitir uma reconstrugao
metabolica razoavelmente compreensivel [19]. Uma combinacao de composi-
¢ao de sequéncias, classificagdo e montagem parece ser suficiente para quase
que completamente sequenciar os membros da comunidade. Isso permite a
atribuicao de algumas atividades metabdlicas para membros individuais do

12



ecossistema [27|. Se mais de uma populagdo dominante é sequenciada, a
potencial interacao metabolica dessas populagdes também pode ficar apa-
rente [19].

Sequenciamentos de comunidades microbianas de alta complexidade re-
sultam em pouca ou nenhuma montagem de fragmentos [33]. A abordagem
mais comum para a anotacao funcional é baseada no BLAST, entretanto
essa técnica s6 permite anotar funcionalmente 25-50% das proteinas por
metagenoma publicado [28].

Duas metodologias adicionais estao sendo usadas para melhorar esse ni-
mero: buscas homologas e contexto de genes [27]. Enquanto abordagens
baseadas em homologias sdo tteis para tragar novas subfamilias funcional-
mente distintas dentro de superfamilias conhecidas, abordagens baseadas em
contexto sao particularmente tteis para descobrir e anotar proteinas com-
pletamente novas associadas a processos conhecidos.

O servidor metagenomico RAST [22] é um sistema de codigo aberto de-
senvolvido para processar automaticamente as sequéncias de metagenomas,
fazer comparacoes com bases de dados existentes e computar reconstrugoes
filogenéticas e classificar funcionalmente os potenciais genes encontrados na
amostra. Ele esta disponivel através da web para todos os pesquisadores.

A alta densidade de areas codificadoras em genomas de bactérias e o
tamanho médio de um gene significam que a maioria das leituras irdo cap-
turar uma sequéncia codificadora [19]. Isso permite uma andlise dos dados
centrada em genes, que trata a comunidade como um agregado, ignorando a
contribuicao de espécies individuais.

Assim, pode-se estudar o potencial funcional da comunidade microbiana
do qual o metagenoma foi derivado [35]. Primeiro sao atribuidas fungoes
biologicas para os genes. Depois sao descobertos genes que constituem redes
biologicas, como vias metabdlicas, nos dados. Varios estudos foram feitos e
levaram & descoberta de vias metabdlicas complementares de micrébios que
constituem a comunidade.

A forca do método estd na comparacao relativa de familias de genes
ou abundancias de subsistemas entre metagenomas para realcar diferencas
funcionais. Como a determinagéo de frequéncias relativas de familias de
genes dentro e entre conjuntos de metagenomas é um aspecto fundamental
desse método, é importante que as frequéncias ndo sejam mascaradas pela
montagem. Ou a analise é feita em leituras nao montadas, ou as coberturas
dos contigs devem ser levadas em consideragao [21].

3.8 Metagendmica Comparativa

A anélise de sequéncias de genomas mostrou que muito se ganha com abor-
dagens comparativas, uma vez que elas provém contexto para amostras in-
dividuais [27]. Comparacoes de amostras diferentes do mesmo ambiente ou
similar, podem revelar a influéncia de fatores ambientais particulares em
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comunidades microbianas. A comparacao de metagenomas de diferentes ha-
bitats permite a descoberta de tendéncias gerais que ligam metagenomas e
propriedades das comunidades com caracteristicas fenotipicas dos ambientes.

O framework SEED [25] foi desenvolvido para genoémica comparativa
e foi usado como base para funcionalidades do servidor RAST [22]. Sao
construidos mapas de taxonomias e subsistemas para encapsular diferencas
entre as amostras e comparar suas similaridades.

Apesar do grande potencial de abordagens metagenémicas comparativas,
elas devem ser aplicadas com cautela [27]. Varios fatores biologicos especifi-
cos do ambiente e varios problemas técnicos dificultam a comparagao direta
de ambientes, pois eles influenciam um ao outro e a maioria dos resultados
derivados. Diferengas no tamanho médio de genomas das amostras implici-
tamente levam a diferengas da composigao funcional relativa das amostras.
A complexidade filogenética das amostras influenciam fortemente a analise,
e diferentes caracteristicas funcionais dos ambientes podem resultar em di-
ferentes taxas evolucionérias, distorcendo a deteccdo de genes e fungoes. A
cobertura limitada das amostras e a diversidade filogenética podem dificul-
tar a comparacao direta de parametros genéticos populacionais, uma vez
que estimativas robustas baseadas em poucos dados sao dificeis e as espé-
cies abundantes podem ocultar a real estrutura populacional das amostras.
Além dos varios fatores biol6gicos, muitos problemas técnicos relacionados a
amostragem, sequenciamento e anotacao influenciam toda a anélise.

4 Proposta

O estudo de metagenomas é recente e contem muitos desafios computacio-
nais. A maior parte das ferramentas existentes nao foram projetadas para
lidar com dados metagendémicos. A proposta deste trabalho é fazer um estudo
metagendmico a partir de dados coletados na Fundacao Parque Zoologico de
Sao Paulo (FPZSP).

A FPZSP possui uma unidade de compostagem que aproveita matéria
orgénica de varias origens, desde excrementos de animais a colunas de agua
do lago. Este material, atualmente utilizado como fertilizador de areas agri-
colas do proprio zoologico, tem uma grande riqueza microbiologica, podendo
conter varias espécies ainda nao descritas.

Estima-se que a maior parte dos microrganismos que habitam este mate-
rial nao seja cultivavel, devido as diversas condi¢des naturais desconhecidas,
impossibilitando a reproducao do habitat em laboratério. Assim, a aborda-
gem metagendmica é a mais indicada para esse estudo.

Com os dados do sequenciamento de amostras desse material, realizare-
mos testes com as diversas ferramentas de montagem disponiveis. Com isso
pretendemos obter a melhor montagem possivel para o conjunto de dados da
FPZSP.
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A predicdo de genes é uma outra fase importante do estudo metageno-
mico, e também realizaremos testes com ferramentas destinadas a esse fim.
Pretendemos analisar os métodos utilizados e propor melhorias para esse
procedimento.

As ferramentas disponiveis para classificacdo também serao analisadas
de forma que suas limitagoes sejam estressadas, e diversas combinacoes de
parametros sejam testadas. Os resultados desses testes auxiliarao num me-
lhor entendimento sobre as amostras estudadas e qual conjunto de softwares
é o mais indicado atualmente para esse tipo de estudo metagendmico.

A anélise dos dados obtidos nos permitiré ter uma visdo mais detalhada
sobre a composicao e o funcionamento da comunidade microbiana amostrada.
Além disso, ha expectativas de obtencao de informacao de genomas ainda
nao explorados, constituindo dados genéticos que podem ser estudados por
toda a comunidade cientifica.

5 Cronograma

As atividades a serem realizadas durante a execugdo deste trabalho segue
descrita na Tabela 1.

Tabela 1: Cronograma de Atividades

2011 | 2012 [ 2013
mar abr mai jun jul ago set out nov d('z‘jan fev. mar abr mai jun jul ago set out nov daz‘ jan  fev
1
I I‘I I [ 11
| v [ vV ]VI]
VI [ Vil [IX]

| X [ xi XIT ]

[ XTI [XIV

oot | el o] =

1. Créditos:
e | - Obtengdao dos créditos obrigatorios.
2. Proposta:

e II - Escrita da proposta de qualificacdo de mestrado.

e [II - Exame de qualificacdo de mestrado.
3. Montagem:

e IV - Analise dos métodos existentes e identificagdo de melhorias
nos métodos de montagem metagenomica.

e V - Montagem metagendmica das sequéncias do Zoolégico.

e VI - Escrita dos resultados obtidos nos testes de montagem me-
tagenomica.
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4. Predigao de Genes:
e VII - Analise dos métodos existentes e identificagdo de melhorias
nos métodos de predigao de genes em dados metagendémicos.
e VIII - Predicao de genes dos dados metagenémicos do Zoolégico.
e IX - Escrita dos resultados obtidos nos testes de predi¢ao de genes
em dados metagendémicos.
5. Classificagao e Analise de Dados:
e X - Estudo dos métodos e ferramentas de classificagao de dados
metagendmicos existentes.

e XI - Testes com os programas de classificagdo e valores de paré-
metros.

e XII - Analise e escrita dos resultados obtidos nos testes de classi-
ficacdo em dados metagenomicos.

6. Dissertacao:

e XIII - Revisao final do texto da dissertacao.

e XIV - Defesa da dissertagao.
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