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Rede Metabólica 

Genes: 

 

1. Glicólise (EMP) 

2. VP  

3. VED 

4. Ciclo de Krebs 

5. Síntese de: 

 

. Aa 

. Ác. Graxos 

. DNA/RNA 

 

 

BIOMASSA 

PHA 

 

 

 



Por que construir redes metabólicas? 

A análise e simulações in silico dos modelos fornecerão informações: 

           

          Genótipo                Fenótipo                   Determinado Momento 

 

 Doenças humanas, como câncer e diabetes, etc.; 

 Doenças infecciosas - microrganismos x hospedeiro; 

 Análises genômicas -  identificar alvos de drogas para patógenos; 

 Projetar e produzir organismos geneticamente melhorados; 

 Desenvolver organismos geneticamente modificados (OGMs) – 

Biofábricas - produtos com alto valor agregado; etc. 



Anotação para reconstrução do modelo 

metabólico  

A relação genótipo-fenótipo deve ser bioquimicamente, genomicamente e geneticamente 

acurado. 

Reed et al. 2006 



Reações Metabólicas   

Diferentes níveis de informação são 

necessários para que ocorra uma 

transformação bioquímica. 

 

A reação bioquímica é correta se a 

representação matemática da 

reconstrução pode ser usada para 

cálculos subsequentes, caso 

contrário as propriedades da rede 

calculadas são incorretas. 

Reconstruct biochemical-reaction networks 

Reed et al. 2006 



Modelo metabólico representado em 

texto, reação estequiométrica ou gráfico 

Reed et al. 2010 



Como construir um modelo metabólico em 
escala genômica?                     

 

Sequenciamento e montagem de novo do genoma  

 

 

           

 Anotação dos genes 
Ferramentas de bioinformática + Bancos de dados + Dados da 

literatura +  Análises  experimentais  

 

               

         Reconstrução da rede metabólica 
Ferramentas de bioinformática + Bancos de dados +  

Dados da literatura + Dados experimentais  

 



Sequenciamento, montagem de novo 

e anotação genômica de 

Pseudomonas sp. LFM046 
                         

Etapa 1. 



Sequenciamento de Nova 

Geração - NGS 

  

Acelerar o processo de sequenciamento  

Baixar os custos 

Aumentar a acurácia 

 

 

Processamento paralelo massivo  

de fragmentos de DNA 

 

 



Sequenciadores de nova geração 

Roche:  454 Piro GS FLX Titanium   

                             GS Júnior 

Illumina : Genetic Analyzer 

                  MiSeq  

                  NextSeq  

                     Hi Seq 2000  

                 NextSeq 1000 and NextSeq 2000 
 

Thermo Fisher Scientific: Genetic Analyzer 

                                             Solid 5500XL  

                                             PGM Ion Torrent   

                                             Ion Próton 

                                             Ion Chef System 
 

Pacific Biosciences: Sequel system 

                                   PacBio RSII  

                                

 

 



Características das plataformas 

disponíveis no mercado 

Gullapalli et al. 2019 



Sequenciamento 

1) Preparação da Amostra: Fragmentação do DNA   

 

2) Preparação da biblioteca: Ligação dos adaptadores  

 

               Possível combinar diferentes amostras! 

 

3) Validação da biblioteca 

 

4) Sequenciamento utilizando o MiSeq Illumina 

 

5) Análise dos dados 

(http://www.illumina.com/products/truseq-dna-pcr-free-sample-prep-kits.ilmn/25/03/2019) 
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1) Preparação da Amostra 

NanoVue –  Espectofotometer 

                      Abs. 260/280 e 260/230  

1.1.  Extração e quantificação do DNA genômico 

Qubit® 3.0 Fluorometer 

1.0.  Cultivo da Pseudomonas sp. LFM046 

 

 
Luria-Bertani (LB) a 30 ºC por 24 horas no incubador TE-420  a 150 rpm. 

DNeasy Blood and  Tissue Kit  (Qiagen) 



1.3. Fragmentação do DNA genômico 

Tamanho médio de 550pb 

1.2.  Amplificação e sequenciamento do gene de rRNA 16S 

2,5 μg do DNA genômico  

 100% de identidade a sequência parcial do gene de rRNA16 de  

Pseudomonas sp. IPT 046 depositado no GenBank: JF922302.1 

 



2) Preparação da biblioteca 

 

 Ligação dos adaptadores e Barcodes nas pontas 

dos fragmentos de DNA. 

 

http://pt.slideshare.net/josephevaristo/sequenciamento-denova-gerao-cig2019 

TruSeq DNA PCR-Free LT Sample 

Preparation Kit – Set A (Illumina, San 

Diego, CA). 



3) Validação da biblioteca 

 
3.1.  Quantificação e análise em relação ao tamanhos dos fragmentos  

de DNA genômico ligados ao adaptadores. 

Qubit® 3.0 Fluorometer 

Agilent Bioanalyzer 2100  



3.1.  Quantificação dos fragmentos da biblioteca 

de Pseudomonas sp. LFM046 por Real-time PCR 

KAPA Library Quantification kit (KapaBiosystems, USA) 



4. Sequencimento - Illumina MiSeq 

Amplificação por Ponte 

Sequenciamento por método de 

 terminação de cadeia reversível 

MiSeq Reagent Kit v3  

(Illumina, San Diego, CA)  

Seq. paired-end de 2 x 300 pb 



5) Análise dos dados do Sequenciamento 

Total de reads obtidos: 7.471.827 

Triagem inicial: exclusão de sequências do barcode  

e dos adaptadores flanqueando os reads 

BaseSpace NGS Data Analysis (https://basespace.illumina.com/) 



Análise de qualidade dos reads 



Montagem de novo do genoma de 

Pseudomonas sp. LFM046 

                 Número de Reads 

Forward Reverse 

Total Bruto de Reads 1.950.218  1.900.789 

Após Filtragem (QV>20  90%) 1.632.546  (-13,3%) 1.519.391 (-21,8%) 

Juntou reads 1.516.647  (-7,6%) 1.516.647  (-0,2%) 

Eliminou Reads < 200pb 1.516.491  (-0,01%) 1.516.491  (-0,01%) 

Total de Reads                             3.032.982 

Cobertura                                    60% 

Controle de qualidade dos reads e montagem 

(https://usegalaxy.org/ ; Velvet (Bruijn graph assemblers)  

Cardinali Rezende et al. 2020 

https://usegalaxy.org/


Draft do Genoma 

 3.032.982 reads após triagem por qualidade (Galaxy software) 

  Draft genoma: 34 contigs   

Contig: 1,038,386 pb , sendo  N50 contig of 640,128 bp.  

5.970.318   pb 

Cobertura:  60X 

 G+C: 64%.  

5.440 sequências  codificadoras 

 75  = RNAs 

 204 genes  - Metabolismo Central dos Carboidratos 

Cardinali Rezende et al. 2015 





- Montagem de novo do genoma 

1. DiscoVar de novo assembly 

 (https://www.broadinstitute.org/software/discovar/blog/).  

  

     20 contigs com um N50 de 641Kb 

 

2. MEDUSA  - Multi-Draft based Scaffolder, V. MeDuSa++ 

 

 
 

                                Dra. Marie-France Sagot, Inria-Lion, França. 



Com base em sequências de genes de rRNA16S, 

 espécies de Pseudomonas filogeneticamente próximas a  

Pseudomonas sp. LFM046 foram identificadas .  

O gene de rRNA 16S de Pseudomonas sp. LFM046 apresentou:  

98% de identidade com P. resinovorans NBRC106553 e P. aeruginosa PAO1.  



Alinhamento dos scaffolds de Pseudomonas sp. 

LFM046 com genoma de espécies mais próximas 

A) x- Pseudomonas sp. LFM046 e y- P. resinovorans NBR106553   

B) B) x-Pseudomonas sp. LFM046 e y- P.  aeruginosa PAO1.   

     MEDUSA  - Multi-Draft based Scaffolder, V. MeDuSa++ 

Cardinali Rezende et al. 2020 



- Montagem de novo do genoma 

2. MEDUSA  (Multi-Draft based Scaffolder, V. MeDuSa++) 

 

              

- Alinhamento com   Pseudomonas resinovorans 

NBR106553: 

    

            7 scaffolds com N50 de 2.671 Kb:    

            13 gaps e 1.550 bases desconhecidas 

 

            

- Gapfilling usando reads brutas do sequenciamento:  

 

             135 bases desconhecidas 
Cardinali Rezende et al. 2020 



Genoma da Pseudomonas sp. LFM046 

Grupos de proteínas 

 ortólogas (COG) 

 

 

 

 

Cobertura:  150 X 

 

 1 scaffold:  

       5.972.904 bp 

       5.419 genes 

 

1 cromossomo e                                    

3  plasmídios  (60kb) 

   1)  13.100 pb 

   2) 45.000 pb 

   3) 1.900 pb 

  

 

Cardinali Rezende et al. 2020 

































- Conferência da anotação automática dos 

genes: 



Softwares utilizados 









BRENDA - informações sobre especificidades do substrato da enzima 

para uma série de organismos e links para relevantes Publicações. 

 



 

 

Árvore filogenética representando as espécies de 

Pseudomonas mais próximas à Pseudomonas sp. 

LFM 046   

Core de Pseudomonas 

sp. LFM046 
 

Análise comparativa  

dos genes do 

metabolismo de  

carboidratos a partir da  

anotação gênica de genomas 

espécies de Pseudomonas   

disponíveis em bases de  

dados. 

Cardinali Rezende et al. 2020 



Rede metabólica - Core 



Construção da rede metabólica em escala genômica 

de Pseudomonas sp.LFM046 

 

Etapa 2. Construção e refinamento manual do core 

 

    

 



Etapa 2. Construção e refinamento manual do Core 
 

- Conferência da anotação dos genes da Pseudomonas sp. LFM046.  

 

- Rede metabólica em escala genômica de Pseudomonas aeruginosa 

PA01. 

 

- Reconstrução e refinamento do core a partir de dados presentes na 

literatura e nos bancos de dados: 

 RAST, KBase, NCBI, Pseudomonas Genome Database, KEGG, BioCyc, 

UniProt, COG (ptns ortólogas),  STRING (Interações entre ptns), BRENDA 

(informações enzimáticas), etc. 

 



 Core da Pseudomonas sp. LFM046 

 - Texto composto por 380 reações e 230 metabólitos:  

 

Cardinali Rezende et al. 2020 



Sites para baixar modelos: 





Construção automática da rede metabólica em 

escala genômica de Pseudomonas sp. LFM046 

 



- Adição da narrativa 

(http://kbase.us/compare-two-metabolic-models-method)  
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- Submissão da sequência do genoma 

para anotação  







- Anotação automática 



- Construção do modelo metabólico em 

escala genômica a partir de glicose 











- Construção do modelo metabólico em 

escala genômica a partir de frutose 



- Comparação entre modelos metabólicos de 

espécies diferentes 



- Simulação de crescimento em diferentes 

fontes de carbono 



Substratos utilizados pela Pseudomonas sp. LFM046  

                       simulados pelo KBase. 

 

Cardinali Rezende et al. 2020 



Extensiva curação manual e validação do 

modelo são necessários. 



                            

- Identificar e resolver erros no modelo - gaps  

  Muitos genes no genoma sem função conhecida – lista de enzimas é incompleta; 

  Especificidade incorreta do substrato; reversibilidade de reação; uso de cofatores; 

  Tratamento de subunidades enzimas como enzimas separadas. 

 

- Definir a equação da biomassa 

  * Composição macromolecular da célula (proteínas, DNAs, RNAs e lipídeos ... )  

  *  Requerimentos energéticos da célula para produzir biomassa (ATP) 

 

- Validar o modelo com dados experimentais  

    Taxa de crescimento, utilização do substrato, formação do produto, rendimento ..... 

 

 

 

(Feist e Palsson, 2010; Bodilis et al. 2012) 

Etapa 3. Validação do modelo, cálculo de 

biomassa e  simulações  

 



Thiele e Palsson, 2010 

A combinação de esforços automatizados e manuais de reconstrução 

é necessária para gerar reconstruções precisas! 




