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INTRODUÇÃO: 

Os vírus são as entidades biológicas mais diversas e abundantes, com uma população estimada 

em 1039 , a qual habita diversos ambientes e infecta espécies de todos os domínios da vida por meio do 

reconhecimento e ligação de receptores específicos da célula hospedeira para infiltração e exploração 

da maquinaria molecular do hospedeiro. Essencialmente, o viroma intestinal é composto por vírus 

eucarióticos capazes de se replicar nas células humanas, assim como por vírus procariontes como os 

bacteriófagos que se infectam em bactérias intestinais (Lecuit; Eloit, 2017; Garmaeva et al., 2019). 

Numa comunidade microbiana, os bacteriófagos (conhecidos como os fagos) são os principais 

componentes do material genético viral, sendo os fagos 10 vezes mais presentes do que as bactérias. 

Eles são vírus que podem infectar bactérias para sua replicação viral, mas em algumas situações, podem 

beneficiar as populações de bactérias no hospedeiro, demonstrando o seu impacto crucial na 

composição da comunidade microbiana. Eles medeiam a transferência lateral de genes e alteram o 

metabolismo do hospedeiro por meio de genes metabólicos auxiliares (AMGs) (Wommack et al., 2000; 

Al-Shayeb et al., 2020; Wu et al., 2021). Compreender os fagos e as AMGs significa entender melhor os 

papeis ecológicos dos vírus e seus mecanismos de funcionamento. 

Há apenas 2640 genomas de fagos completamente sequenciados, demonstrando que a maioria 

dos fagos tem sua composição desconhecida, devido à dificuldade de cultivo isolado do vírus.  Uma 

abordagem para explorar estes vírus é por meio do sequenciamento de nova geração (NGS), a qual 

realiza a leitura de cada base (A, C, T, G) individual do DNA, em larga escala, gerando reads com 

abundância de dados genéticos dependendo apenas do material genômico viral extraído diretamente de 

uma amostra (Al-Shayeb et al., 2020). 

Estes sequenciamentos possibilitam a leitura de pares de base curtos, short-reads, e pares de 

base longos, long-reads. As short-reads, são leituras de pequenos fragmentos, 50 à 600 pb, por meio 

da quebra do DNA em pequenos fragmentos, anexando adaptadores em cada extremidade destes para 

ser possível a leitura completa do DNA nos instrumentos de sequenciamento, como NovaSeq, HiSeq, 

NextSeq e MiSeq da Illumina (Goodwin et al., 2016; Jeon et al., 2019). Elas são leituras econômicas e 
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eficientes com diversos pipelines, usualmente, aplicado para a contagem da abundância de sequências 

específicas, a identificação de variantes em sequências bem conservadas ou para traçar o perfil da 

expressão de transcrições específicas (Amarasinghe, 2020).  

Entretanto, este tipo de leitura pode dificultar a reconstrução e contagem das sequências originais 

do metagenoma dado que os polímeros naturais de ácidos nucleicos abrangem oito ordens de grandeza 

de comprimento. Desse modo, tecnologias como o da Pacific Biosenses (PacBio) foram desenvolvidas 

para a realização de leituras superiores a 10 kb, sendo utilizadas para a leitura de trechos contíguos e 

lidar com regiões complexas do genoma para a montagem de novo genoma e detecção de variação 

estrutural (Amarasinghe, 2020). 

O uso destas técnicas para o sequenciamento de DNA possibilita a identificação com alta 

qualidade das regiões complexas e contíguos dos fagos. Entretanto, não se é estabelecido um pipeline 

computacional que utilize os dois dados de sequenciamento como input para a identificação dos vírus, 

o que dificulta no tratamento destes dados de maneira eficiente e com alta acurácia. 

Logo, este projeto propõe um pipeline computacional para o desenvolvimento de uma ferramenta 

de automação para identificação e dereplicação de bacteriófagos reconstruídos a partir de genomas 

virais montados em metagenoma (vMAGs) usando dados dos sequenciadores Illumina NovaSeq e 

PacBio SequelIIE. Genomas de bacteriófagos serão identificados usando ferramentas de aprendizado 

profundo voltadas para caracterização de novas espécies e construção de uma interface amigável para 

iniciantes em bioinformática. Espera-se que o projeto facilite o processo de caracterização de 

bacteriófagos para os grupos de pesquisa em bioinformática do Laboratório Nacional de Biorrenováveis 

(LNBR) do Centro Brasileiro de Pesquisa em Energia e Materiais (CNPEM), bem como contribua para a 

formação de novos recursos humanos no campo emergente de Biologia Computacional e Virologia 

Metagenômica na Ilum - Faculdade de Ciências, CNPEM. 

METODOLOGIA: 

 Para o desenvolvimento do projeto estão sendo utilizados metagenomas de espécies animais 

nativas de biomas brasileiros a partir do sequenciamento em larga. Na Figura 1, há o esquemático do 

pipeline que consiste em três grandes etapas: o processamento de dados das leituras de short-reads, o 

processamento das long-reads e a integração dos dados das diferentes tecnologias.  

 Todo as etapas estão sendo organizadas no sistema de fluxo de automatização de 

dados Nextflow, o qual tem seu pipeline construído de acordo com processos individuais que são 

configurados com requisitos de entradas e declarações de saída. A execução de um processo começa 

quando todos os seus requisitos de entrada são atendidos. Ao especificar a saída de um processo como 

a entrada de outra etapa, uma conexão lógica e sequencial entre os processos é criada (Tommaso, 

2017).  
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Figura 1 – Pipeline para a exploração de fagos na microbiota intestinal de animais do bioma brasileiro por meio de sequenciamento de short e 
long-reads. O esquema ilustra o controle de qualidade (1), a montagem dos genomas (2), a identificação dos genomas dos bacteriofágos (3), 

eliminação de redundância genômica (dereplicação) (4), identificação taxonômica (5) e anotação funcional (6). Imagem de autoria própria. 

 

O pré-processamento de short-reads do metagenoma está ocorrendo por meio do FASTQC para 

checagem da qualidade da leitura. A remoção de adaptadores e sequencias de baixa qualidade, ocorreu 

pelo software FASTP (Chen, 2018). 

As reads de alta qualidade das short-reads dos metagenomas poderão ser montados a partir de 

estratégias de novo usando a ferramenta megahit v.1.2.0 (Li, 2015) com parâmetro de tamanho mínimo 

de 1.000 bp e tamanho k-mer de 21 a 141 com incremento de 20. 

A identificação dos bacteriófagos ocorrerá por meio do software PhaMer (Shang, 2022), o qual utiliza 

um modelo de análise de contextos advindo da Linguagem de Processamento Natural (NPL) para 

aprender padrões associados a proteínas em fagos. De modo a inferir a qualidade e a integridade da 

análise, utiliza-se o sofftware CheckV que observa os genomas virais fechados, estimando a integridade 

dos fragmentos do genoma e removendo as regiões hospedeiras flanqueadoras de provírus integrados 

(Nayfach, 2021). 

Após o tratamento isolado de cada técnica, os dados serão postos para a dereplicação para 

compreender a redundância de genomas que foram identificados em ambas as técnicas por sequências 

por meio do software dRep (Olm, 2017). Estabelecido este processo, realiza-se a taxonomia viral dos 

bacteriófagos através do software vContac2 (Jang, 2019), um algoritmo de classificação taxonômica 

para determinar a taxonomia do genoma dos bacteriófagos.  
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Por fim, as análises se direcionam para a determinação da anotação funcional dos genomas dos 

fagos por meio do software Pharokka (Boura, 2023), uma ferramenta exclusiva para a análise dos 

bacteriófagos que permitem a utilização de features como o pequeno tamanho do gene, alta densidade 

de codificação e códons de início alternativos, ajudando a identificar as AMGs para a classificação destes 

genes. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO: 

 O pipeline computacional é funcional, todos os softwares atuam como bons identificadores e 

classificadores de fagos. Atualmente, o projeto está alocando por meio do workflow do Nextflow uma 

interface automatizada, sendo decidido a separação do processo em duas etapas: (1) o pré-tratamento 

de dados que consiste no controle de qualidade e montagem dos genomas e a (2) identificação, 

dereplicação e caracterização dos fagos. 
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