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Resumo 2.1

Neste artigo, você irá aprender sobre Metagenômica e Amplicon.

2.1 O que é Metagenômica?

O���� informações genéticas sobre comunidades microbianas presentes nos

mais variados ambientes com as técnicas clássicas de biologia molecular

possui um grande obstáculo, que é como acessar o genoma desses organismos se

apenas 1%dasbactérias conhecidaspodemser cultivadasutilizandometodologias

atuais? [1]. Dessa forma, uma alternativa foi a clonagem de genes específicos ao

invés da clonagem do genoma completo [2].

Na década de 1980, trabalhos moleculares utilizaram a técnica de PCR para

explorar a diversidade de sequências de RNA ribossômico, levando a ideia de

clonar DNA diretamente de amostras ambientais já em 1985. [3]. Após este ponto

de partida, foi publicado o primeiro trabalho a utilizar o termo metagenômica.

Este trabalho analisou as bases para clonagem para a análise funcional de

microrganismos do solo [2] e, a partir desta técnica, também surgiu a chamada

análise por Amplicon. Atualmente a metagenômica e a Amplicon são técnicas

que garantem acesso a diversidade e caracterizaçãomicrobiana nosmais variados

ambientes sem a necessidade de cultura dos microrganismos [4].

"Dessa forma, ametagenômica é uma valiosa ferramenta para a

descoberta de novos genes, vias metabólicas e enzimas que são de

extrema importância biotecnológica e para saúde [5]."

Antes de se encontrar as respostas pra pergunta fundamental sobre

metagenômica, ecologia microbiana e tudo mais. Primeiro deve-se saber a

pergunta, e as principais perguntas que são respondidas em um estudo de

metagenômica são “Quem são os microrganismos presentes em um determinado

ambiente”, “O que eles estão fazendo” e “Como estão fazendo isto?”.
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2.2 Metagenômica e amplicon? São as mesmas

coisas?

A resposta rápida é: não! Contudo precisamos entender que no início ambos

eramsinônimospara análises de genes demicrorganismos amplificados/clonados

direto de um determinado ambiente. Atualmente essas análises metagenômicas

são diferenciadas e chamadas de metagenômica e amplicon.

"A terminologia amplicon vem da amplificação de um determinado

gene marcador presente no ambiente que será analisado."

Tal gene marcador é geralmente caracterizado como house-keeping, ou seja,

essencial para certo grupo de microrganismos. Além disso, ele precisa ter outras

características, como ser altamente conservado em uma espécie, mas ter certas

diferenças em outras espécies. Isso permite que tais genes possam ser usados

como uma ferramenta para distinguir diferentes tipos de microrganismos [6].

A utilização do gene rRNA 16S como marcador filogenético está consolidada

principalmente por apresentar características como: baixa taxa de transferência

horizontal, baixa taxa de recombinação gênica, sequência extremamente

conservada, mas, que possui regiões hipervariadas que são espécie-específicas

[6]. Portanto, a partir da análise dessa região hipervariada, é possível se identificar

a nível taxonômico e distinguir diferentes espécies bacterianas [7]. Outros

exemplos de genes marcadores de microrganismos incluem o gene recA em

bactérias, o gene ITS em fungos e o gene SSU rRNA em eucariotos unicelulares.

A importância de utilizar genes bem descritos na literatura permite a realização

de comparações entre diferentes comunidades, ressalvadas as diferenças

metodológicas empregadas [7][8]. A metodologia padrão desse tipo de análise

busca formar clusters com as sequencias dos genes marcadores semelhantes,

esses clusters são denominados de “Unidade taxonômica operacional” (OTU’s)

[6].

37



Já o termo metagenômica é normalmente utilizado para tratar da

metagenômica shotgun que é uma técnica que permite analisar o material

genético de uma amostra complexa contendo todos os genes de muitas espécies

diferentes. Ou seja, além de amplificar e obter genes, como o 16s bacteriano,

no método shotgun, o DNA da amostra é fragmentado aleatoriamente em

pequenos pedaços sendo, em seguida, sequenciado em massa para assim se

obter uma grande variedade de genes presentes neste ambiente [9][10]. A análise

metagenômica shotgun tem a uma ampla variedade de aplicações, incluindo a

investigação de ecossistemas microbianos em ambientes naturais, estudos de

microbiomas humanos para entender a relação entre a microbiota intestinal e a

saúde humana, e até mesmo para descobrir novas enzimas e produtos naturais

produzidos por microrganismos [11].

2.3 Como se analisa dados demetagenômica

Shotgun?

Esta pergunta é bastante ampla, uma vez que a metagenômica gera uma grande

quantidade de dados a serem analisados. Dentro do “tiroteio de shotgun",

existem todos os genes presentes na amostra, como genes marcadores como

16S, genes relacionados às funções metabólicas dos microrganismos, dentre

outros. Assim, os objetivos fundamentais da metagenômica podem ser a

análise do perfil das comunidades bacterianas, do perfil funcional dos genes

e até mesmo a montagem metagenômica para tentativa de obter genomas a

partir do metagenoma [10][12]. As análises destes dados ocorre através de

ferramentas de Bioinformática onde após o tratamento das leituras brutas

oriundas do sequenciamento metagenômico, as metodologias computacionais

podem prosseguir para diversos caminhos dependendo da pergunta fundamental

que será respondida.

Com os dados do metagenoma tratados, é possível responder à pergunta

“quem são os microrganismos presentes”. Isso pode ser feito comparando as

sequências com bancos de dados de sequências conhecidas, como o banco

de dados NCBI, SILVA [13] e RDP [14], usando ferramentas como BLAST [15]
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ou DIAMOND [16]. Contudo, essa metodologia pode ser considerada bastante

trabalhosa. Dessa forma, surgiram softwares que fazem essas análises utilizando

seus próprios métodos, como Kraken2 [17], MetaPhlAn2 [18], MEGAN [19] e o

MGRAST [20].

A utilização destas ferramentas propicia a obtenção da diversidade e

abundância dos microrganismos presentes, sendo que cada uma utiliza sua

própria metodologia computacional. Por exemplo, uma maior diversidade

bacterianas foi encontradapelametodologia shotgundoqueusandoométodo16S

rRNA, o que permitiu ainda prever a classificação de táxons demaneiramais eficaz

em nível de filo e, emmenor grau, em nível de gênero [21].

Outra abordagem é a obtenção de contigs por meio de softwares conhecidos

como montadores. Os montadores convencionais utilizam diversas abordagens,

uma delas é a de grafo De Bruijn, o qual divide as leituras em k-mers e reduz a

demanda dememória do computador. Alguns exemplos demontadores baseados

em grafo De Bruijn incluem o MetaVelvet [22], IDBA-UD [23], MEGAHIT [24] e

o metaSPAdes [25]. A escolha do montador irá depender do dado e variar para

cada amostra, por isso sempre importante comparar as montagens utilizando o

METAQUAST.

Após a obtenção de contigs, é possível aplicar diversas metodologias para

análises dos dados dos metagenomas. Uma dessas técnicas consiste em construir

genomas a partir de metagenomas (MAGs – Metagenome-assembled genomes).

Nesse caso, o primeiro passo consiste no binning das leituras, que irá agrupar

as contigs com base em suas características, como base nas frequências de

tetranucleotídeos (TNFs), abundância de genes marcadores e uso de códons [26].

Os softwares mais utilizados com intuito de obter os genomas são o MetaBAT

[27], CONCOCT [28] e MaxBin2 [29]. O grau de contaminação de um MAG pode

ser analisado através do software CheckM [30]. Assim, a taxa de contaminação

depende do método de obtenção do MAG e da diversidade dos microrganismos

na amostra do metagenoma. Os MAGs que apresentam alta completude e

baixos níveis de contaminação são então selecionados para posterior anotação

taxonômica e predição de genes.
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As análises apresentadas a seguir podem ser utilizadas tanto para contigs

montados quanto para os MAGs preditos. Além disso, eles respondem a duas

perguntas funcionais que são: “o que estão fazendo”e “como estão fazendo?”.

Dessa forma, para fazer a análise das funçõesmetabólicas dos genes encontrados,

pode-se utilizar ferramentas baseadas em homologia, como BLAST [15], para

comparar as sequências de genes previstos com as de genes conhecidos. No

entanto, métodos modernos, como eggNOG-mapper [31], GhostKOALA [32], MG-

RAST [33] e PANNZER2 [34], empregam estratégias de alinhamento otimizadas

que permitem alinhamentos rápidos de sequências de genes com bancos de

dados. O MG-RAST [33] fornece uma interface de análise metagenômica online

que inclui upload de dados, controle de qualidade e alinhamento com bancos

de dados de referência. Ele permite a análise tanto funcional dos genes quanto

a predição das comunidades microbianas ali presentes. Dessa forma, percebe-se

queaabordagemdequemestápresente, oqueestão fazendoe comoestão fazendo

possui vários caminhos e, tudo isso, depende dametodologia escolhida para obter

a resposta mais completa. Entretanto, estas são só algumas das ferramentas mais

utilizadas para obter estas respostas.

2.4 Como se analisa dados de amplicon?

A tecnologia de amplicon é uma abordagemmais comum para a análise de dados

ambientais, pois utiliza a amplificação de regiões específicas do DNA para estudar

a diversidade e função de comunidades microbianas em diferentes ambientes.

Essa abordagem pode ser usada para estudar comunidades microbianas em

diversos tipos de amostras, incluindo solo, água, fezes e mucosas. Uma das

principais vantagens da tecnologia de amplicon é a sua alta sensibilidade e

especificidade, que permite a detecção de baixas abundâncias demicrorganismos

e a identificação de espécies específicas dentro de uma comunidade complexa.

Além disso, a tecnologia de amplicon é relativamente simples e acessível, o

que torna essa abordagem uma das mais populares na análise de dados de

metagenômica [35] [36].

A técnica de amplicon é baseada em homologia e predição. As espécies

podem ser identificadas com base na sequência lida da região variável dos genes
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marcadores. Ométodo requer o alinhamento de uma sequência do gene escolhido

com todas as sequências de umbanco de dados de referência. Dentre os bancos de

dados utilizados, encontram-se alguns similares a metagenômica shotgun, como

SILVA [13] e RDP [14]. Algumas ferramentas e pipelines estão disponíveis para

a análise dessas sequências de forma automatizada, como QIIME (Quantitative

Insights Into Microbial Ecology) [37], MOTHUR [38] e USEARCH [39], bem como

opções mais recentes DADA2 [40] e Qiime2-Deblur [41].

Os softwares QIIME, MOTHUR e USEARCH-UPARSE agrupam sequências

com 97% de identidade em Unidades Taxonômicas Operacionais (OTUs). Já os

Qiime2-Deblur, DADA2 e USEARCH-UNOISE3 tentam reconstruir as sequências

biológicas exatas presentes na amostra, chamadas de Amplicon Sequence Variants

(ASVs). Assim, uma OTU representa um grupo de sequências muito próximas

(>97% de identidade), que se separa das demais OTUs pela aplicação de técnicas

de agrupamento hierárquico utilizando limites de identidade de sequência

independentemente de inferências filogenéticas [7].

ASVs são referidos por outros autores como “zero noise OTUs” ou “sub-OTUs”.

Assim, elas buscam identificar e distinguir sequências de amplicons individuais

combase emdiferenças nucleotídicas. Em vez de agrupar as sequências emOTUs,

o método ASV atribui um número de identificação único para cada sequência de

amplicon presente nos dados, representando assim variantes únicas. O uso de

ASVs permite uma resolução mais alta na análise da diversidade microbiana. Ao

considerar cada sequência individualmente, é possível identificar diferenças sutis

entre as variantes, comomutações oupolimorfismos, quepoderiamser agrupados

em uma única OTU utilizando uma abordagem baseada em similaridade [42][43].

O sequenciamento de metagenoma também é particularmente útil no estudo

de comunidades virais. Como os vírus carecem de um marcador filogenético

universal compartilhado, a única maneira de acessar a diversidade genética da

comunidade viral de uma amostra ambiental é por meio da metagenômica.

A metagenômica tem o potencial de avançar o conhecimento em uma ampla

variedade de campos. Também pode ser aplicado para resolver desafios práticos

em medicina, engenharia, agricultura, sustentabilidade e ecologia [11][21]. Por
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fim, cabe ressaltar que a escolha entre as abordagens de metagenômica por

amplicon ou shotgun depende principalmente dos objetivos da pesquisa, dos

recursos disponíveis e do tipo de amostra a ser analisada.

Saiba mais 2.1

Este artigo está disponível em https://bioinfo.com.br/a-bioinformatica-na-metagenomica-

e-amplicon-perguntas-frequentes-e-respostas-essenciais/
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