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RESUMO

AHMED, N.L. O microbioma de areas de recuo de geleiras na llha Rei George,
Antartica. 2022. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias

Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2022.

As regides polares sdo as que mais sofreram com o aumento da temperatura
meédia global, cerca de 2,5°C desde os anos 1950, devido as atividades antrdpicas.
Uma consequéncia é o derretimento de geleiras, que expde um solo com gradiente
de fatores fisicos, quimicos e biolégico e que € um modelo de estudo de sucessao
ecoldgica microbiana. Este trabalho tem como objetivo compreender a comunidade
microbiana da cronossequéncia das geleiras Collins (aprox. 3500 anos de retracao)
e Baranowski (aprox. 40 anos de retracdo), na llha Rei George, Antartica. Os
métodos do estudo sdo baseados na metagendmica, técnica utilizada para
determinar o DNA total de uma amostra ambiental. Utlizando ferramentas de
bioinformética, é possivel investigar a diversidade, taxonomia e os perfis funcionais
da comunidade. Os resultados das andlises de taxonomia de reads e diversidade
mostram padrfes de sucessdo ecoldgica diferentes para as geleiras. Na geleira
Collins, as comunidades microbianas sdo mais homogéneas, enquanto que a geleira
Baranowski mostra mudancas na estrutura microbiana ao longo do transecto. A
estratégia de reconstrucdo de MAGs permitiu estudar genomas especificos de cada
geleira. Com as amostras da geleira Baranowski, foram reconstruidos mais genomas
e de mais taxons bacterianos do que com as da geleira Collins. Para a anotacéo
funcional, foram selecionados os MAGs de maior qualidade, organismos
heterotréficos e aerdbios cujo metabolismo de carbono e nitrogénio permite a
manutencdo da comunidade local; genes de resisténcia sdo elementos importantes
para sobrevivéncia; e genes de degradacéao revelam potenciais biotecnologicos. Nas
analises de pangenoma, genes exclusivos dos MAGs explorados estavam
relacionados a producdo de biofilme, transferéncia horizontal e resisténcia a drogas
e a estresses ambientais. Por fim, novos trabalhos podem ser iniciados utilizando
outras técnicas, como transcriptémica e protedbmica, para desvendar a comunidade

microbiana do solo antartico no contexto das mudancas climéticas.

Palavras-chave: Microbioma. Antartica. Metagendmica. Mudancas climaticas.






ABSTRACT

AHMED, N.L. The microbione of glacier retreat areas in King George Island,
Antarctica. 2022. Thesis (Master in Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,

Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2022.

The polar regions are the ones that have suffered the most with the average
global temperature increase, about 2.5°C since the 1950s, due to anthropic activities.
A consequence is melting glaciers, which expose soil with gradient of physical,
chemical and biological factors and is a microbial ecological succession study model.
This study has the aim to comprehend the microbial community of the Collins (aprox.
3500 years of retraction) and Baranowski (aprox. 40 years of retraction) glaciers’
chronossequence, in King George Island, Antarctica. The study methods are based
on metagenomics, a technique used to determine the total DNA from an
environmental sample. With bioinformatic tools, it is possible to investigate the
community’s diversity, taxonomy and functional profiles. The results of reads’
taxonomy and diversity analyses show different ecological succession patterns for
the glaciers. For Collins glacier, the microbial communities are homogeneous,
whereas Baranowski glacier shows changes in the microbial structure along the
transect. The MAGs reconstruction strategy allowed to study specific genomes from
each glacier. With the Baranowski glacier's samples, more MAGs were reconstructed
and from more bacterial taxa than with Collins glacier's samples. For functional
annotation, high quality MAGs were selected, heterotrophic and aerobic organisms
whose carbon and nitrogen metabolism enables local community maintenance;
resistance genes are important elements for survival; and degradation genes reveal
biotechnological potentials. In the pangenome analyses, exclusive genes from the
explored MAGs were related to biofilm production, horizontal transfer, drugs and
environmental stress’ resistance. Finally, new studies can use other techniques, such
as transcriptomics and proteomics, to unravel the microbial community of antarctic

soil in the context of climate change.

Keywords: Microbiome. Antarctica. Metagenomics. Climate change.
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1. INTRODUCAO

A Antartica é conhecida como o “continente dos extremos” devido a suas
condicbes ambientais que, em geral, limitam a sobrevivéncia dos organismos.
Dependendo do habitat, esse ambiente pode apresentar baixas temperaturas, alta
incidéncia de radiacdo ultravioleta (UV), dessecacdo e baixa disponibilidade de
nutrientes. Nesse continente, 0S micro-organismos Sao organismos mais
abundantes, ocupando diversos nichos dos ecossistemas. O estudo da microbiologia
Antartica iniciou-se nos anos de 1960, com trabalhos relacionados a bactérias, algas
e fungos (DI MENNA; 1960; FLINT; STOUT, 1960; STRAKA; STOKES, 1960;
CAMERON; KING; DAVID, 1970). Atualmente, com o avango das tecnologias de
amostragem e metodologias de pesquisa, diversos trabalhos de microbiologia,
micologia, botanica e zoologia sdo publicados todos os anos. Entretanto, ainda ha
muito a se descobrir no continente mais intocado do planeta.

Um fendmeno em particular torna urgente entender o funcionamento das
comunidades antarticas: as mudancas climaticas. Essas comunidades estéo
especialmente ameacadas por tais mudancas, com a necessidade de se adaptar
para enfrentar as novas condicdes ambientais. Segundo o Painel
Intergovernamental de Mudancas Climéticas (IPCC), as regides polares sédo as que
mais sofreram com o aumento da temperatura média global, desde os anos 1950.
Como os fatores abidticos moldam a comunidade local, 0 aumento da temperatura e
a intensificacdo da radiacdo solar, por exemplo, provocam uma mudanca na
abundéancia e riqueza de espécies terrestres e marinhas (YERGEAU et al., 2012;
BOFF, 2018). Contudo, considerando a variedade de habitats antarticos, ndo é uma
tarefa facil predizer as consequéncias das mudancas climéaticas nos ecossistemas
(COWAN, 2014).

Um dos mais importantes efeitos das mudancgas climaticas na Antartica é a
retracdo de geleiras. Entre os anos 1960 e 1990, a area global de geleira reduzida
foi de aproximadamente 1%, sendo as geleiras alpinas as mais afetadas
(DYURGEROV; MEIER, 1997; BARRY, 2006). De 1960 até os anos 2010, a taxa de
perda anual foi de 0,35% (SHI-JIN; LAN-YUE, 2019). O solo associado ao
derretimento de geleiras possui um gradiente de fatores fisicos, quimicos e
biolégicos que se forma durante décadas de transformacdo abidtica em poucos
metros (SIGLER; ZEYER, 2004; DUARTE, 2010). Esse gradiente, denominado



24

cronossequéncia, culmina também na sucessé@o da comunidade microbiana, fungica
e vegetal.

A comunidade microbiana pode ser acessada por metodologias dependentes
ou independentes de cultivo. Em um ambiente com condi¢des dificilmente replicadas
em laboratério, uma das melhores opcdes é realizar o sequenciamento de amostras
ambientais. O WGS (do inglés “whole genome shotgun”) permite sequenciar todo o
material genético contido em uma amostra. Apds analises de bioinformatica, é
possivel identificar micro-organismos, genes e funcdes e até reconstruir MAGs (do
inglés “metagenome-assembled genomes”): genomas completos (ou quase
completos) recuperados a partir do DNA ambiental sequenciado.

Considerando a escassez de trabalhos sobre o tema, mais estudos devem ser
realizados para caracterizar os processos de sucessdo ecologica nos solos da
Antértica associados a retracao de geleiras, com énfase nos grupos microbianos e
seus perfis metabodlicos e funcionais, a fim de entender melhor os efeitos das
mudancas climéticas no funcionamento das comunidades microbianas.

Esse trabalho foi desenvolvido no ambito do Programa Antartico Brasileiro
dentro dos projetos intitulados “A Vida Microbiana na Criosfera Antartica: Mudancas
Climaticas e Bioprospecgao” (MICROSFERA — CNPQ-PROANTAR #407816/2013-5)
sob coordenagéo da Profa. Vivian Pellizari e com cooperagéo do INCT-CRIOSFERA
(CNPq 55.0353/2002-0) sob coordenacéo do Prof. Jefferson Sim&es.
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2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Este estudo tem como objetivo geral compreender a comunidade microbiana do
ponto de vista taxondmico e funcional, a partir de dados metagenémicos, ao longo
da cronossequéncia de duas geleiras na Ilha Rei George com tempos de retracao
distintos: Geleira Collins (aprox. 3500 anos de retracdo) e Geleira Baranowski
(aprox. 40 anos de retrag&o).

2.2.Especificos

1.

Entender a sucessao ecoldgica microbiana dos solos de recuo das geleiras
Collins e Baranowski a partir de dados metagendémicos;

Comparar a diversidade microbiana no transecto de cada geleira e entre
geleiras a partir de dados metagenémicos;

Reconstruir genomas microbianos (MAGSs) ao longo dos solos de recuo das
geleiras Collins e Baranowski;

Desvendar a taxonomia e o potencial metabdlico dos MAGs, dando enfoque
nos metabolismos do ciclo do carbono, ciclo do nitrogénio, ciclo do enxofre,
degradacdo de carboidratos, reparo de DNA, resposta a estresses
ambientais, resisténcia a antibiéticos e transferéncia horizontal de genes;
Comparar genomas reconstruidos selecionados com seus respectivos

genomas de referéncia por meio de analises de pangenoma.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1.0 ambiente antéartico

A primeira vista, 0 continente antartico parece indspito a vida; porém,
organismos como algas, fungos, bactérias e arqueias habitam diversos
ecossistemas antarticos (SHIVAJI; REDDY; CATTOPADHYAY, 2017). Outros locais
como o Artico e as regides alpinas também abrigam organismos capazes de
sobreviver a condicbes adversas (SATHYANARAYANA; CHATTOPADHYAY;
SHIVAJI, 2016). A Antéartica se difere desses habitats por ser mais isolada e estar
sob a influéncia o Oceano Austral, enquanto as outras duas areas sao rodeadas por
terra, o que permite migracdo e fluxo génico, por exemplo (PEARCE; WILSON,
2003). Na Antartica, a entrada de matéria aléctone no ecossistema, como particulas
e organismos, se da principalmente via dispersdo aérea (PEARCE et al., 2009;
COWAN et al., 2011) e marinha (KASPARI et al., 2005; BARBARO et al., 2017).

Os micro-organismos formam a biomassa mais abundante da Antartica e
controlam grande parte do fluxo de carbono, nitrogénio, nutrientes e de energia
(VINCENT, 2000; ANESIO et al., 2017; YERGEAU et al., 2012; ORTIZ et al., 2020).
Eles também s&o a base dos ecossistemas antarticos como, por exemplo,
cianobactérias que atuam na producao primaria (ANESIO et al., 2017). Por fazerem
parte de teias alimentares simples, o local € um 6timo modelo para entender os
processos basicos microbianos, além de fornecer um laboratério natural para
estudar a evolucao e adaptacdo microbiana (VINCENT, 2000).

A Antartica, no entanto, ndo é composta apenas por habitats gelados. Ali,
também é possivel encontrar lagos salinos (BOWMAN et al., 2000), desertos secos
(DE LA TORRE et al., 2003), lagos e solos com baixa disponibilidade de nutrientes
(VANDER SCHAAF et al.,, 2015; PEARCE et al., 2012) e locais com altas
temperaturas, como vulcdes e fumarolas (BENDIA et al., 2018a; BENDIA et al.,
2018b). Assim, os organismos sdo altamente adaptados a condi¢cdes extremas e
hostis, com diversas estratégias individuais, como cold-shock proteins para proteger
acidos nucleicos do congelamento (VERDE et al., 2016); ou coletivas, como quorum
sensing e formacao de biofilmes (WONG et al., 2019).

Apesar das adaptacfes especificas, comunidades microbianas que habitam a

Antértica tém se mostrado possuir uma alta diversidade, tanto taxonémica quanto
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funcional. Contudo, elas parecem ser sensiveis a impactos externos naturais, bem
como antropicos (WYNN-WILLIAMS, 1996; COWAN; TOW, 2004; GUTT et al.,
2021).

Devido ao isolamento do local, clima extremo (MONAGHAN; BROMWICH,
2008) e dificuldades de amostragem, ainda ha muito a explorar sobre 0s micro-
organismos que habitam a Antartica. Novas descobertas estdo intimamente ligadas
a biotecnologia, especialmente relacionadas a adaptacdes as condi¢cdes extremas,
como substancias antimicrobianas e degradadoras (LO GIUDICE; FANI, 2015;
COWTON, 20186).

3.2.Mudancas climéaticas

Ao longo dos milhdes de anos da histéria geolégica da Terra, o planeta
passou por diversos eventos de mudancas climéticas, como as glaciacdes causadas
pela modificacdo da o6rbita da Terra (MULLER; MACDONALD, 1995). Apesar das
causas naturais da variabilidade climatica no passado, ndo ha como negar as
evidéncias de que as atuais mudancas climaticas sdo causadas por atividades
antropicas.

A atividade humana explora os recursos naturais, biodiversidade e processos
ecossistémicos (WALL, 2005). Como consequéncia, a quantidade de CO; e outros
gases do efeito estufa na atmosfera, como CH; e N,O, vém se acumulando na
atmosfera, em uma taxa muito mais rapida do que o previsto para o Periodo
Quaternério (IPCC, 2007). A fim de entender melhor o clima passado, registros de
testemunho de gelo possuem propriedades fisicas que permitem reconstruir padroes
climaticos antigos. De acordo com eles, a atual concentracdo de CO, na atmosfera
a maior dos ultimos 800.000 anos (IPCC, 2007; MAYEWSKI et al., 2009). Além
disso, os padrbes de circulagdo atmosférica que coincidiam com o aumento de
temperaturas em épocas passadas ndo acontecem hoje, corroborando a hipétese de
que as mudancas climaticas atuais ndo sao naturais (MAYEWSKI; MAASCH, 2006).

Evidéncias das mudangas climéticas ja podem ser encontradas no ambito
global, afetando os ambientes de diversas formas, dentre elas: aumento da
frequéncia de eventos extremos, aumento da temperatura média da superficie do ar,

aumento do nivel dos oceanos, ventos mais fortes, acidificacdo do oceano, maior
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fluxo de luz e radiagcdo UV, derretimento de geleiras, entre outros (DEPPELER,;
DAVIDSON, 2017; BALTAR et al., 2019)

A temperatura global, de modo geral, depende de trés variaveis: recebimento
de radiacdo solar (variavel pelo movimento terrestre e intensidade solar), albedo e
retorno da radiacao refletida de volta para a Terra. Este ultimo fator esta intimamente
relacionado a concentracdo de gases do efeito estufa (IPCC, 2007). Além disso, por
conta de seu papel na circulacdo atmosférica, a Antartica sofre com a diminuicdo da
camada de ozodnio, de forma que ha uma retroalimentacdo entre esse fenébmeno e
as mudancas climaticas (MAYEWSKI et al., 2009).

Estudar as mudancas climaticas para prever e mitigar seus impactos tornou-
se urgente. No campo da Meteorologia, métodos combinam sensoriamento remoto,
modelos atmosféricos e registro de gelo para entender variacdes do clima ao longo
do tempo (LEDLEY et al., 1999; MONAGHAN; BROMWICH, 2008). No campo da
Paleontologia e Geologia, o estudo de proxies permite inferir sobre e reconstruir
climas do passado do planeta, ou paleoclima. J4 a Biologia auxilia na manutencéo e
no estudo das respostas dos organismos e ecossistemas as novas condicdes
climéticas.

A biodiversidade ja esta sendo afetada pelo fenébmeno, a nivel de espécie,
populacdo, comunidade e ecossistema. O maior receio é se as espécies
(principalmente as com nicho restrito) poderdo se adaptar as novas condicdes
ambientais (BELLARD et al., 2012; FODEN et al., 2019; MALHI et al., 2020). Isso
acontece porque a maior parte dos processos biolégicos ocorre a uma temperatura
6tima (que depende do organismo); dessa forma, a temperatura € uma condi¢cdo
limitante (VERDE et al., 2016). Ainda assim, poucos estudos foram realizados com
foco no papel e nas respostas dos micro-organismos as novas condi¢des climaticas
(CAVICCHIOLI et al.,, 2019). Isso é um problema porque 0S micro-organismos
moldam os ecossistemas, seja participando das teias alimentares ou dos ciclos
biogeoquimicos (KOH et al., 2012).

As principais areas de risco para as mudancas climaticas sdo as de maior
altitude e maior latitude, incluindo a Peninsula Antartica, que sofreu um aumento de
2,5 °C nos ultimos 60 anos (IPCC, 2007). Segundo o IPCC (2014), a atividade
antrépica € causadora da retracao de geleiras desde os anos 1960. Estudos indicam
gue, apesar de a temperatura média do planeta nas uUltimas décadas ter aumentado,
esse aumento é ainda mais intenso nos polos (HANSEN et al., 1999; VAUGHAN et
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al., 2003; MEREDITH; KING, 2005; CONVEY, 2006), causando diminuicdo das
regides de permafrost, liberacdo de carbono de aguas profundas, derretimento de
geleiras, diminuicdo da cobertura de neve e mudancas nas dinamicas
ecossistémicas (VAUGHAN, 2005; CONVEY, 2006; MEREDITH et al.,, 2017,
BROWN et al., 2019). As massas de ar também induzem a entrada de aguas mais
guentes na Corrente Circumpolar Antartica (VAUGHAN et al., 2003; MEREDITH,;
HOGG, 2006), o que colabora ainda mais para a perda da camada de gelo antartica
(HATTERMANN; LEVERMANN, 2009; PRITCHARD et al., 2012).

Segundo Smith et al. (2020), a Antartica perdeu 118 bilhées de toneladas de
permafrost por ano entre 2003 e 2019, contribuindo com o aumento de 5,2 mm do
nivel do oceano. J& o estudo de Cook et al. (2005) observou que 87% das geleiras
da Peninsula Antéartica tém recuado em relacdo as suas posicfes mais antigas
documentadas. Especificamente na llha Rei George, estima-se uma perda de 20
kmz2 da cobertura de gelo local entre 2000 e 2008 (RUCKAMP et al., 2011).

O aquecimento da Antartica pode ser ainda retroalimentado devido ao
processo de recuo das geleiras e de permafrost: o derretimento deixa solo exposto,
e microrganismos que antes estavam em baixo metabolismo no gelo podem
aumentar a taxa de respiracdo e, consequentemente, liberar CO, (DUARTE, 2010;
WANG et al., 2020). Outro motivador é a liberacdo de gases do efeito estufa, como o
metano, que estavam depositados no permafrost (ZIMOV; SCHUUR; CHAPIN IlI,
2006; WALTER et al., 2006; ANISIMOV, 2007). Além disso, a reducdo da camada
de gelo diminui o albedo, aumentando a absorcdo de raios solares pelo planeta
(MASSON-DELMOTTE et al., 2006).

As mudancas climaticas j& eram motivo de preocupacgdo do século passado,
como evidenciado pelo estudo de Ruess et al. (1999). De acordo com o0s autores, 0
aguecimento do solo artico aumentaria 0s processos relacionados a fosforo e
nitrogénio, o suficiente para o estabelecimento de plantas. Segundo Lee et al.
(2017), o aquecimento global dara espaco para que 0s organismos se desenvolvam
e se estabelecam em solo recém exposto em decorréncia do derretimento de
geleiras. No entanto, isso também significa que espécies exoticas podem colonizar
esses novos habitats (CLARK et al., 2004; CONVEY; SMITH, 2004; CHOWN et al.,
2012; MOLINA-MONTENEGRO et al., 2016; CONVEY; PECK, 2019). Uma vez que
fatores abidticos (disponibilidade de agua e nutrientes, luz e temperatura)
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influenciam mais 0s ecossistemas antarticos do que os biéticos (como predacédo e
competicao), as consequéncias desse efeito ndo séo totalmente compreendidas.
Ainda, Yergeau et al. (2012) e Boff (2018) comentam sobre a variacdo na
comunidade microbiana em resposta as mudancas climaticas. Ambos os trabalhos
sugerem uma transformacéo na composi¢cao da comunidade microbiana conforme o
aumento de temperatura, dando espago aos micro-organismos generalistas e

copiotroficos, capazes de realizar diversos papéis ecoldgicos.

3.3.Metagendmica e reconstrucao de genomas microbianos

Apesar da alta abundancia e diversidade de micro-organismos, nem sempre é
possivel acessa-los a partir de métodos como cultura e microscopia. A Anomalia da
Contagem de Placa (Great Plate Count Anomaly, em inglés) foi descrita por Staley e
Konopka (1985), na qual foi observado que o numero de células viaveis de uma
mesma amostra em microscopia e cultura sdo divergentes. Ainda que a
caracterizacéo das cepas em cultura seja mais complexa e satisfatéria (GONZALEZ-
ROCHA et al., 2017), estima-se que menos de 1% das bactérias da biosfera seja
cultivavel (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995; EPSTEIN, 2013; ALNEBERG et
al., 2018). A justificativa para esse fendbmeno é que a replicacdo das condicdes
naturais de onde as amostras foram retiradas € muito dificil de ser realizada em
laboratorio (HARWANI, 2013). J4 a replicacdo de condicbes polares, que
compreende baixas temperaturas, dessecacdo e oligotrofia € um desafio ainda
maior. Ademais, 0 acesso ao continente gelado ndo é trivial, de modo que
pouquissimos procariotos antarticos foram isolados e cultivados (LAMBRECHTS;
WILLEMS; TAHON, 2019).

Felizmente, foi possivel contornar a Anomalia da Contagem de Placa com o
advento das ferramentas moleculares, mais especificamente o sequenciamento de
DNA (KNIGHT et al., 2018). Desde o sequenciamento de Sanger (SANGER et al.,
1977) até o sequenciamento de nova geragdo (NGS, do inglés “new generation
sequencing”), os métodos se tornaram mais rapidos, acessiveis, com menor erro e
maior capacidade de processamento de dados (BUERMANS; DEN DUNNEN, 2014;
ROY et al., 2018). E possivel recuperar dados de amostras inteiras, contendo
milhares de organismos sequenciando marcadores genéticos (como gene do RNA
ribossomal 16S) ou sequéncias inteiras de nucleotideos. Mais recentemente, 0
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chamado sequenciamento de terceira geracdo (TGS, do inglés “third generation
sequencing”) vem revolucionando novamente as analises genéticas. O TGS supera
a necessidade de amplificacdo do DNA via reacdo em cadeia da polimerase (PCR,
do inglés “polymerase chain reaction”) e aumenta o tamanho das sequéncias
genéticas resultantes, criando os chamados long-reads (VAN DJIK et al.,, 2018;
AMARASINGHE et al., 2020).

O processamento do resultado do sequenciamento € feito por meio de
ferramentas de bioinformatica. Devido a grande quantidade de dados, séo
necessarios pipelines (roteiros passo-a-passo) de softwares para auxiliar na analise
e interpretacdo dos resultados. Além disso, tornou-se essencial o desenvolvimento
de bancos de dados coletivos para armazenamento e consulta da informacéo
biol6gica (KANEHISA; BORK, 2003; ABDURAKHMONOQV, 2016; DINIZ; CANDURI,
2017). Desde os anos 80, a bioinformética vem revolucionando diversas areas das
Ciéncias Naturais, como genética de populacdes, microbiologia, biologia molecular,
sistemética e até medicina (GAUTHIER et al., 2018; BAYAT, 2002). Apesar da clara
importancia, a bioinformatica € pouco abordada nos cursos superiores das Ciéncias
Naturais, sendo a maioria dos bioinformatas autodidatas (ATTWOOQOD et al., 2019).

Os bioinformatas possuem a disposicdo uma infinidade de ferramentas
computacionais para analise de seus dados. No entanto, todo ano ha o
desenvolvimento de novas tecnologias para acompanhar o crescimento na
guantidade e qualidade das informacfes bioldgicas. Cada vez mais, ha a
necessidade de atuacdo conjunta de bidlogos, estatisticos e cientistas da
computacédo, além da integracdo entre os paises, para otimizar essa tarefa.

Metagenbmica é a area da Genética que utiliza o sequenciamento para
acessar o material genético total de uma amostra ambiental (KIM et al., 2013;
ROUMPEKA et al., 2017). O termo foi cunhado por Handelsman et al. em 1998,
trabalho que utilizou amostras de DNA bacteriano de solo. Um dos maiores e mais
conhecidos trabalhos desse tipo foi realizado por Venter et al. (2004), analisando
amostras do Mar dos Sargacos. Os autores encontraram mais de 1 milh&o de genes
desconhecidos e classificaram taxonomicamente as bactérias presentes no
ambiente. Contudo, a metagendmica pode ir além da taxonomia e caracterizar o
potencial metabdlico do ambiente estudado (SCHOLZ; LO; CHAIN, 2012; KIM et al.,
2013).
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A informacdo genética ndo é a Unica que pode ser recuperada em sua
totalidade: novos trabalhos também utilizam a metatranscriptdmica (mede os niveis
de mRNA), a metaprote6mica (determina a abundancia de peptideos) e a
metabolémica (quantifica a abundancia de metabdlitos nas células) (ZHANG; LlI;
NIE, 2010; HASIN; SELDIN; LUSIS, 2017). Elas sdo comumente reunidos sob um
termo: as ciéncias ‘Omicas (DINIZ; CANDURI, 2017).

Para estudar um metagenoma a partir do NGS, € necessario construir as
bibliotecas, ou seja, preparar as sequéncias de DNA antes de sequencia-las. Elas
sdo fragmentadas e sao adicionados adaptadores ou barcode e, entdo, amplificadas
via PCR (DI BELLA et al., 2013; HEAD et al., 2018). Os amplicons passam pelo
sequenciador para realizacdo do WGS. O primeiro organismo a ter seu genoma
inteiro sequenciado através dessa abordagem foi a bactéria Haemophilus influenzae
em 1995 (FLEISCHMANN et al., 1995; BAYAT, 2002). O sequenciamento pode ser
single-end ou paired-end, sendo o primeiro obtendo apenas a sequéncia de um
fragmento de DNA em um sentido, enquanto que o paired-end |é o fragmento nos
sentidos 3’25 e 523, tornando o alinhamento mais acurado e a deteccédo de
mutantes mais facil. O resultado do sequenciador chega em formato de reads:
milhdes de pequenas sequéncias de DNA com aproximadamente 150 pb (pela

plataforma lllumina).

3.3.1. Diversidade microbiana e influéncia dos fatores ambientais

Bactérias, arqueias e formas de vida em geral ndo estdo distribuidas
homogeneamente na biosfera (MAGURRAN, 2004). Portanto, a diversidade pode
ser descrita como “a variabilidade e abundancia de organismos em um dado local e
e tempo” (MAGURRAN, 2005). Nos estudos ecoldgicos, pode-se definir trés tipos de
diversidade: alfa diversidade, descrevendo apenas uma comunidade; beta
diversidade, comparando duas ou mais comunidades; e gamma diversidade, que
compara a diversidade entre regides geograficas.

Quantificar diversidade ndo é um processo trivial. Para isso, leva-se em
consideracdo trés atributos: riqgueza, abundancia e equitabilidade. A riqueza é
descrita como o numero bruto de espécies presentes na comunidade. A abundancia
calcula a quantidade de individuos de uma mesma espécie e, com essa informacgéo

gerada para todas as espécies, € possivel determinar a abundancia relativa. A



33

equitabilidade se refere a como essas espécies se distribuem (ou seja, quanto mais
parecida a abundancia dessas espécies, maior a equitabilidade). Os indices de
diversidade costumam combinar as informacdes de riqueza e abundancia.

Antes de determinar a diversidade propriamente dita, € necessario realizar
uma curva de rarefacdo, para verificar se o esforco amostral foi suficiente para
representar a comunidade microbiana local. Para o processo de rarefacdo, é
comumente realizada uma reamostragem para que todas as amostras tenham o
mesmo tamanho de biblioteca, eliminando dados até alcancar a menor amostra. No
entanto, novos estudos vém mostrando que essa forma de normalizagdo pode ser
falha, uma vez que despreza grande parte material genémico obtido (MCMURDIE;
HOLMES, 2014; CAMERON et al. 2021).

Para as analises de alfa diversidade, os indices mais utilizados sdo Shannon
e Simpson. O indice de Shannon é sensivel a espécies raras, de forma que valoriza
a riqueza. Estima a incerteza em predizer a espécie de um organismo amostrado
levando em consideracdo os organismos anteriores (NAGENDRA, 2002; LAFORCE,
2019). Quanto maior o valor de Shannon, maior a diversidade. Ja o indice de
Simpson lida melhor com espécies abundantes, valorizando o conceito de
equitabilidade. Consiste em calcular a probabilidade de dois organismos da
comunidade selecionados ao acaso serem de especies diferentes (HUNTER;
GASTON, 1988; NAGENDRA, 2002). O resultado é uma escala de 0 a 1; quanto
mais perto de 1, maior a diversidade. Ja a equitabilidade de Pielou pode ser descrita
como a “razado entre a diversidade observada e a maxima diversidade possivel em
uma colegédo que possui 0 mesmo numero de espécies” (PIELOU, 1966). O calculo
baseia-se no indice de Shannon, gerando um valor entre 0 e 1. Quanto menor o
valor, menor a equitabilidade.

Para as anélises de beta diversidade, o mais conhecido é o indice de
dissimilaridade Bray-Curtis. E feito um célculo de distancia (dissimilaridade) que leva
em consideragdo a abundancia de espécies para gerar uma proporgdo (se 0, as
amostras sao iguais; se 1, as amostras ndo possuem nenhuma espécie em comum).
Para visualizar este dado, é gerada uma ordenacédo, que permite a visualizacdo de
multiplas variaveis em apenas duas dimensfes. Quanto mais pertos 0s pontos
referentes a dadas amostras, mais similares sdo suas comunidades microbianas.

Utilizando a matriz de dissimilaridade Bray-Curtis, € possivel adicionar a

ordenacdo componentes ambientais. Esses componentes sdo convertidos em
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vetores e adicionados no escalonamento multidimensional ndo-métrico (nMDS, do
inglés “non-metric multidimensional scaling”), que também pode ser classificada
como uma analise de composicao. A partir do nMDS, € possivel perceber o quéo
distantes estdo as amostras e a influéncia dos parametros fisico-quimicos nas
comunidades microbianas. Esse tipo de analise multivariada, no entanto, ndo tem
valor estatistico (VICINI, 2005); para isso, € necessario recorrer a uma matriz de

correlacado, por exemplo, para gerar uma analise confirmatoria.

3.3.2. Reconstrucdo de genomas microbianos

Para outros tipos de andlise, os reads possuem pouca informacédo bioldgica,
logo, precisam ser reunidos em sequéncias maiores, 0s contigs. A cada etapa, é
necessario realizar controle de qualidade, descartando regides indesejadas ou
contaminadas dos reads. Profundidade (depth) ou cobertura (coverage) € um
pardmetro importante nessa fase: refere-se a quantidade de vezes que um dado
fragmento (multiplas posi¢cdes de nucleotideos) foi sequenciado. Quanto maior a
cobertura, melhor o processo de montagem, a acuracia e a confiabilidade dos
contigs (COMMINS; TOFT; FARES, 2009; JIANG et al., 2019).

A montagem de contigs (assembly) requer alto esforco computacional para
ser realizado de forma satisfatéria (COMMINS; TOFT; FARES, 2009). O assembly
pode ser feito a partir do mapeamento de uma referéncia conhecida de banco de
dados, ou apenas com a informacdo dos reads. Essa Ultima, mais complexa, &
denominada assembly de novo, e os softwares que realizam esta tarefa analisam a
sobreposicao de nucleotideos em cada read para alongar a sequéncia em contig. No
entanto, 0s contigs devem passar por um controle de qualidade para evitar
guimerismo, ou seja, sequéncias de diferentes organismos que montaram um contig
por sobreposicdo incorreta e aleatoria (PAPUDESHI et al.,, 2017). Depois da
checagem de qualidade, os contigs ja podem ser utilizados para outras analises, que
dependem da pergunta cientifica de cada trabalho: classificacdo taxondmica,
anotacdo génica e funcional, filogenia, vias metabdlicas, entre outros (CARRICO et
al., 2018).

Apos o0 assembly, pode ser realizado o binning, processo em que 0s contigs
sédo agrupados em grupos taxondémicos (geralmente da mesma populacdo, segundo
Strous et al. (2012)), ou bins. Os bins sdo montados a partir da analise da
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composicao dos contigs e de assinaturas gendmicas como porcentagem de guanina
e citosina (%GC), perfil k-mer e frequéncia de tetranucleotideos (NOBLE; CITEK;
OGUNSEITAN, 1998; TEELING et al., 2004; PAPUDESHI et al., 2017; FRIOUX et
al., 2020). O binning facilita a classificacdo, anotacao funcional e a construcdo de
MAGs (SEDLAR; KUPKOVA; PROVAZNIK, 2017; ALNEBERG et al.,, 2018). Um

resumo das etapas para realizacdo do metagenoma esté na Figura 1.

Figura 1. Pipeline simplificado para obtencdo de MAGs a partir do metagenoma de uma
amostra ambiental.
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Anvi’o € uma plataforma de andlise e visualizacdo de dados émicos (EREN et
al.,, 2015) usando a abordagem do co-assembly, isto €, reunindo informacdes
genéticas de diversas amostras de uma s6 vez. O pipeline do anvi’o permite o uso
de linhas de comando no ambiente Linux e ainda uma interface visual para edi¢ao
manual dos bins. Assim, é possivel montar os MAGSs, verificando completude
(quanto o genoma esta completo, em porcentagem) e contaminacao ou redundancia
(o primeiro se trata da contaminacdo do genoma de interesse com sequéncias de
outros organismos, enquanto que o segundo € a existéncia por multiplas copias de
um gene que deveria ser copia Unica no genoma; nesta dissertacdo, utilizaremos os
conceitos de forma intercambiavel). Um genoma de alta qualidade pode ser definido
por ser >90% completo e <5% contaminado; de média qualidade, >50% completo e
<10% contaminado; e de baixa qualidade, <50% completo e >10% contaminado
(BOWERS et al., 2017).

Analises de pangenoma também podem ser realizados no anvi'o, comparando
0s genomas reconstruidos com genomas de referéncia da mesma espécie ou
género encontrados em bancos de dados. Esse processo foi descrito pela primeira
vez por Tettelin et al. (2005), que tentou entender a variabilidade genética do
patdégeno Streptococcus agalactiae. Durante 0s anos que se seguiram, O
pangenoma era usando a nivel de espécie ou, no maximo, a nivel de género para
comparar os genomas. Entretanto, trabalhos mais recentes (LUGLI et al., 2017;
RIJZAANI et al.,, 2021) j& utilizam o método para comparar géneros na mesma
familia.

O pangenoma permite definir o core genome, ou seja, 0S genes presentes em
todos os genomas ou cepas comparados, que em geral sdo genes ligados a
metabolismos essenciais, e 0 accessory genome, genes encontrados em mais de
um genoma, mas ndo em todos os analisados (pode ser didivido em shell genome,
genes encontrados na maioria das cepas e cloud genome, genes acessorios
encontrados na minoria dos genomas) (MEDINI et al., 2005; KOONIN; WOLF, 2008;
SNIPEN; USSERY, 2010). Os chamados singletons sao os genes de maior interesse
para este estudo, aqueles presentes em apenas um dos genomas (COSTA et al.,
2020). A gendmica comparativa € uma proposta interessante para entender os
limites de uma espécie microbiana pois, em cada habitat, ha pressfes seletivas
distintas sobre os genes, além de novas oportunidades de eventos de transferéncia

horizontal.
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Para o prosseguimento das analises funcionais ou de pangenoma, por
exemplo, o ideal é que se utilizem os MAGs com maior qualidade. Dessa forma, ha
uma maior confianca de que 0s genes encontrados sdo de fato daquele organismo
e, que, por estar com sua sequéncia de DNA quase 100% completa, as vias
metabdlicas e seus respectivos genes também estardo completos ou quase

completos.

3.4.Geleiras antarticas e sua diversidade microbiana

Geleiras sdo grandes massas de gelo que comportam cerca de 75% da agua
doce global (KNIGHT, 2004). Elas podem ser encontradas nos pdlos, Artico e
Antartica, além do topo das montanhas, denominadas geleiras alpinas. Além de
fazerem parte do ciclo hidrolégico da Terra, também influenciam o balanco climatico.

As comunidades microbianas das geleiras também sao diversas e ativas, com
particularidades nas regides supraglacial, englacial, and subglacial (GARCIA-LOPEZ
et al., 2021). De acordo com os autores desse trabalho, a area supraglacial, na
superficie da geleira, é repleta de organismos fotoautotréficos; a area englacial,
dentro do gelo, compreende seres metabolicamente ativos, que se comunicam
através de sinais quimicos; ja a area subglacial, abaixo da geleira, é rica em material
mineral e organico por causa do contato entre gelo e rocha, onde sdo encontrados
organismos quimioautotroficos. A area ao redor da geleira também possui suas
particularidades, como o solo de moraina.

O solo de moraina exposto pela retracdo de geleiras apresenta um continuo
de fatores fisicos, quimicos e bioldgicos, denominado cronossequéncia. Esse solo
recém-exposto, protegido pelo gelo por dezenas até milhares de anos, € um modelo
interessante para compreender a sucessdo ecolégica microbiana em areas
sensiveis a variagdes ambientais (SIGLER; ZEYER, 2004), uma vez que permite o
estudo de varias décadas de mudancas ecoldgicas em distancias de poucos metros
(DUARTE, 2010).

Esse tipo de solo é moldado por atividades abidticas e bidticas. A umidade do
solo decresce com a distancia da geleira, uma vez que a agua proveniente do
derretimento se infiltra no solo exposto ha menos tempo (STRAUSS; RUHLAND;
DAY, 2009; BAJERSKI; WAGNER, 2013); a umidade influencia na respiragéo local,
ja que controla a solubilidade do oxigénio (REN; HU; BU, 2022). Considerando a
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influéncia do oceano nas geleiras da Peninsula Antartica, o spray marinho contribui
para a insercéo de nutrientes no local (GARCIA-LOPEZ; CID, 2017), e atua também
como fonte de dispersdo de bactérias (VINCENT, 2000; CHONG et al., 2012a).
Substratos al6ctones ou provenientes de erosdo e dispersdo aérea também sao
processos conhecidos de input de minerais e outros nutrientes (HODKINSON;
WEBB; COULSON, 2002). A radiacdo UV modela a comunidade microbiana na
superficie do solo exposto, selecionando aqueles que possuem resisténcia (RIME et
al., 2014), o que determina os processos metabodlicos predominantes. A temperatura
do solo e do ar também sé&o fatores que determinam estruturacdo microbiana, uma
vez que o aquecimento do solo aumenta diversidade e fungéo microbiana (DENNIS
et al., 2019; REN; HU; BU, 2022; FANIN et al., 2022).

A composicdo de nutrientes do solo depende também da comunidade
microbiana ativa. A fixacdo de carbono e nitrogénio € comum no inicio da
cronossequéncia, realizada por integrantes do filo Cyanobacteria, por exemplo (LIU
et al., 2016; FERNANDEZ-MARTINEZ et al, 2017, PESSI et al, 2019). A
concentracdo de carbono, nitrogénio, além de potassio e magnésio, aumenta
conforme a progressdo da cronossequéncia, permitindo a colonizagcdo do solo por
novos taxons microbianos (DUARTE, 2010; LIU et al., 2012; KWON et al., 2015;
NASH et al., 2018; GARRIDO-BENAVENT et al., 2020). O pH do solo se torna mais
acido ao final da cronossequéncia devido a decomposicdo de restos organicos
(STRAUSS; RUHLAND; DAY, 2009; GARRIDO-BENAVENT, 2020), modificando a
estrutura da comunidade ao longo do transecto (CHONG et al., 2012b). Esses
processos funcionais sdo indispensaveis para o desenvolvimento do solo na
sucessdo ecologica, facilitando a colonizacdo local por novos taxons microbianos e
plantas (SCHULZ et al., 2013; KRAUZE et al., 2021).

Vertebrados como pinguins e pinipedes também influenciam as propriedades
fisico-quimicas do solo, como conteudo de carbono, fésforo e, principalmente,
nitrogénio (BOKHORST; CONVEY; AERTS, 2019), o que leva a um aumento do pH
edafico. Cascas de ovos, fezes e carcacas trazem input desses nutrientes para o
solo antartico e moldam a comunidade microbiana (GUO et al., 2018; Ramirez-
Fernadndez et al., 2019). Por exemplo, Ramirez-Fernandez et al. (2021) compararam
metagenoma de solos antérticos influenciados ou ndo por animais e encontraram
mais coOpias de genes relacionados ao ciclo do nitrogénio nos solos impactados

pelos vertebrados.
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Estudos ja revelaram os processos de sucessao ecoldgica microbiana em
solos de recuo de geleira do Artico (KASTOVSKA et al., 2005; SCHUTTE et al.,
2009; DENG et al., 2015; ZHANG et al., 2015; KIM et al.,, 2017) e em geleiras
alpinas (TSCHERKO et al., 2003a; PHILIPPOT et al., 2011; BROWN; JUMPPONEN,
2013; FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2017), mas ainda h&a muito a se descobrir
sobre as geleiras antarticas.

Dados obtidos em projetos anteriores por nosso grupo de pesquisa (DUARTE,
2010 e resultados ndo publicados) revelaram com mais detalhes a sucessao
ecolégica microbiana no solo recém exposto pela geleira Baranowski (retracdo de
aproximadamente 450m nos ultimos 40 anos) (ARAGONY-NETO, 2001; LAFORCE,
2019). Os resultados obtidos por Duarte (2010) demonstraram que a Sucessao
ecologica da geleira ocorre em 3 etapas: 1) comunidade abaixo do gelo é exposta,
2) comunidade original sofre mudancgas graduais durante cerca de 20 anos,
substituida por outros micro-organismos; 3) novas mudancas na comunidade devido

a presenca de nutrientes como potassio, magnésio e nitrogénio (Figura 2).

Figura 2. Representagdo simplificada da cronossequéncia da geleria Baranowski segundo
Duarte (2010).
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Fonte: da Autora

No solo recém exposto da Geleira Baranowski, a classe Betaproteobacteria
foi a mais abundante — 48% (DUARTE, 2010). Em um estudo realizado em
Larsemann Hills, Leste da Antartica, Actinobacteria era o taxon dominante
(BAJERSKI; WAGNER, 2013), em contraste com Proteobacteria na Geleira Wanda
(PESSI et al., 2015) e na Geleira Hurd (GARRIDO-BENAVENT et al., 2020), ambas
na Peninsula Antartica. Apesar desses trabalhos terem sido realizados com

amostras de locais diferentes da Antartica, todos corroboram a hipétese de que a
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diversidade microbiana aumenta de acordo com a disponibilidade de nutrientes
como carbono e nitrogénio, por exemplo.

Duarte (2010) também realizou a quantificacdo da liberacdo de CO;
(respiracdo do solo) ao longo do transecto da geleira Baranowski. A analise mostrou
um aumento na taxa de respiragdo do solo mais recente para o solo mais antigo.
Esses resultados sugerem um aumento da biomassa microbiana e da comunidade
ativa ao longo da cronossequéncia, hipotese corroborada também no estudo
conduzido por Sipes et al. (2022) no permafrost do Artico.

Mais recentemente, um trabalho de conclusdo de curso (LAFORCE, 2019)
buscou indicadores microbianos das mudancas climéticas a partir de amostras de
solos expostos por duas geleiras da Ilha Rei George com tempo de retracao
distintos: Geleira Baranowski (aprox. 450 anos de retracdo) (DUARTE, 2010), e
Geleira Collins (aprox. 3500 anos de retracao) (HALL, 2007), as mesmas amostras
utilizadas no presente estudo. A autora definiu etapas de sucessdo em que a
comunidade se altera rapidamente para a geleira Baranowski. No entanto, para a
geleira Collins, a mudanca na comunidade se observa de forma lenta, sem defini¢cao
de etapas claras na sucessdo ecologica microbiana. Quanto aos indicadores
microbianos, a autora encontrou que familias como Bernardetiaceae,
Blastocatellaceae, Chroococcidiopsaceae, Deinococcaceae e Phormidiceae
apareceram nas amostras de solo a partir de 50m de distancia da geleira
Baranowksi, causando desaparecimento de outros taxons, indicando desequilibrio
na comunidade.

Esses trabalhos empregaram ferramentas moleculares para alcancar seus
objetivos, utilizando o sequenciamento do gene RNAr 16S. Os estudos abordam
somente a comunidade do ponto de vista taxondmico, e ndo funcional a partir de
dados metagendmicos e reconstrucao de MAGs.

Usando a estratégia de metagendmica, Kayani et al. (2018) montou nove bins
a partir de amostras metagendmicas da geleira Matanuska, no Artico. Todos os bins
possuiam completude >70% e contaminacédo <10%, sendo caracterizados, entdo, de
média qualidade. Dentre os bins, foi possivel definir o género de cinco. Além disso, o
potencial metabdlico dos bins também foi analisado quanto a presenca ou auséncia
de genes do metabolismo do carbono, nitrogénio e enxofre. Ja o estudo de Xue et al.
(2020), reconstruiu 56 MAGs de diferentes filos bacterianos, como Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes, obtidos a partir de amostras do permafrost de
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Svalbard, na Noruega. O potencial metabdlico dos MAGs foi aferido, analisando
genes do metabolismo de carbono, nitrogénio, enxofre e resposta a estresses. Foi
encontrada a respiracao aerdbia como principal via de producdo de energia, alguns
genes relacionados a denitrificacdo e reducao de nitrato, além de reducéo de sulfito.
Ortiz et al. (2021) obteve sucesso ao reconstruir 101 MAGs de alta qualidade e 350
de média qualidade a partir de amostras de solo associadas a Geleira Mackay,
Antartica. Segundo os autores, os taxons dominantes encontrados no estudo se
referem a clados nativos e adaptados ao habitat antartico e compreendem

organismos aerobios e com capacidade de fixar cabono via H, e CO.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1.Local de estudo

As amostras estudadas sdo provenientes de duas geleiras na llha Rei
George, llhas Shetland do Sul, Peninsula Antéartica, geleira Collins e geleira

Baranowski (Figura 3).

Figura 3. Mapa da llha Rei George demarcando as geleiras Collins e Baranowski e a
localizag&o aproximada da coleta das amostras utilizadas neste estudo.
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Fonte: Laforce (2019), adaptado.

A Geleira Collins, ou Domo Bellingshausen, tem mostrado uma posicao

estavel ou até avancada nos ultimos 3500 anos (HALL, 2007). Porém, o estudo mais

recente de Simdes et al. (2015) mostra que o0 aquecimento regional vem causando

retracdo da geleira, ainda que de forma lenta. Se esse cenério de aqguecimento

continuar, estima-se que até 2070, a geleira Collins perdera cerca de 35% de sua

area total (PETSCH et al., 2020) e, em 2292, desaparecerd completamente
(RUCKAMP et al., 2011). Desde 1985, a geleira Baranowski vem sofrendo uma
retracdo de cerca de 450m (DUARTE, 2010). Esse recuo ja foi monitorado em
diversos estudos a partir do ano de 1956 (PERONDI, 2018; SZItO; BIALIK, 2018).
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Estima-se que a llha Rei George perdeu cerca de 8,6% de sua cobertura de gelo até
2008 (SIMOES et al., 1999; RUCKAMP et al., 2011), sofrendo retracdo de outras
geleiras além destas, como Wanda e Ecology (DA ROSA, 2008).

4.2. Amostragem

Para conducao do presente estudo, foram utilizadas amostras provenientes
do projeto Microsfera: “A Vida Microbiana na Criosfera Antartica: Mudangas
Climaticas e Bioprospeccao” (CNPg-PROANTAR #407816/2013-5), coordenado pela
profa. Vivian Helena Pellizari, do Instituto Oceanografico, Universidade de S&o Paulo
(USP). Sete amostras foram coletadas pela equipe no solo exposto do recuo da
geleira Baranowski na Operacdo Antartica (OPERANTAR XXXIIl) do verdo
2014/2015, e sete no solo exposto do recuo da geleira Collins na Operacao Antartica
(OPERANTAR XXXV) do veréao 2014/2015 (Figuras 4 e 5). O solo foi coletado de 0 a
10 cm de profundidade, em triplicata.

Apos a coleta na Ilha Rei George, as 14 amostras antarticas foram
armazenadas a -20 °C no Laboratério de Ecologia Molecular e Extremdfilos na
Universidade Federal de Santa Catarina (LEMEX/UFSC). A extragdo do DNA foi
realizada no Laboratério de Ecologia Molecular e Extremdfilos/Universidade Federal
de Santa Catarina, utilizando o PowerSoil DNA lIsolation Kit (MoBio), sob
coordenacdo do Prof. Rubens Duarte, integrante da equipe do projeto
MICROSFERA, seguindo protocolo do fabricante. Apds a extracdo, prosseguiu-se
para 0 sequenciamento com a plataforma lllumina HiSeq 2500 utilizando sistema
2x100 paired-end. A empresa Zymo Research (EUA) foi contratada para realizacao
desse servico. As amostras C200 e B1 ndo possuiram qualidade e quantidade de
DNA suficiente para 0 sequenciamento, portanto ndo foram utilizadas no estudo. As
amostras e caracteristicas locais se encontram na Tabela 1. Os dados do

sequenciamento se encontram na Tabela 2.
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Figura 4. Imagens das geleiras cujas amostras foram utilizadas neste estudo. a. Geleira
Collins. b. Baranowski.

a

Fonte: Foto original da geleira Collins: Carolina Alves Fernandes, 2017. Foto original da

geleira Baranowski: Rubens Duarte, 2008.
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Figura 5. Mapa dos pontos de amostragem no solo de recuo de geleiras em a. geleira
Collins e b. geleira Baranowski. Os pontos CO e C3 estdo muito proximos para serem
distinguiveis no mapa, assim como BO e B1.
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Fonte: Thales Moreira de Lima, adaptado.
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Tabela 1. Lista das amostras e caracterizagao dos locais de amostragem.

Distanciada Temperatura

Amostra Geleira geleira(m)  do solo (°C) Coordenadas
Cco Collins 0 0,9 5%20(?95429223%%
C3 Collins 3 51 5%% %?2266280

C50 Collins 50 2,7 e
C100 Collins 100 3,9 5%20;95%%23%%
C200 Collins 200 4,9 533;251;3480
C300 Collins 300 3,5 56820595262576280
C400 Collins 400 4,5 25225429128

BO Baranowski 0 0,7 gé:gégggg
Bl Baranowski 1 0,7 gg:;éggfg

B50 Baranowski 50 7.1 ggzgé.gg';.g
BI00  Baranowski 100 8,7 S e ae
B200 Baranowski 200 8,4 gézgéiggg
B300  Baranowski 300 9,2 gézgé.gg_'g..g
B400 Baranowski 400 9,3 ggéégézg

Fonte: da Autora.

Tabela 2. Dados do sequenciamento das amostras utilizadas no estudo, compreendendo o
namero total de pares de base e a quantidade de reads.

, NUumero de pares Numero de sequéncias
Amostras Geleira

de base (reads)
Co Collins 221.445.397 1.334.174
C3 Collins 204.719.291 1.240.054
C50 Collins 198.424.692 1.178.502

C100 Collins 65.095.245 386.487

C300 Collins 79.581.851 476.765
C400 Collins 281.442.649 1.706.295
BO Baranowski 312.477.987 1.865.686
B50 Baranowski 389.038.226 2.396.074
B100 Baranowski 240.368.345 1.450.866
B200 Baranowski 207.002.083 1.244.778
B300 Baranowski 207.220.187 1.251.338
B400 Baranowski 340.938.675 2.038.438

Fonte: da Autora.
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4.3.Andlises fisico-quimicas

ApoGs a chegada das amostras de solo no Brasil, as analises fisico-quimicas
foram realizadas no Laboratério de Anéalises Ambientais da Escola Superior de
Agricultura Luiz de Queiroz (ESALQ) da USP. Foram quantificados pH, material
organico (M.O.), fésforo (P), potassio (K), célcio (Ca), magnésio (Mn), aluminio
(H+AIl), cobre (Cu), ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) e a granulometria (silte,
argila e areia). As caracteristicas, bem como os valores para cada amostra estao

nas Tabelas 3 e 4. Esses dados foram utilizados para a analise multivariada.

Tabela 3. Parametros fisico-quimicos das amostras de solo da Geleira Collins.

Parametro Unidade Co C3 C50 C100 C300 C400
pH - 6.1 6.1 6.1 6 5.7 5.6
M.O. g.dm-3 5 5 6 4 9 6

P mg.dm-3 369 320 340 269 270 257

K mmolc.dm-3 11.9 9.9 7.9 6.7 6.6 16.2
Ca mmolc.dm-3 197 236 210 153 119 470
Mg mmolc.dm-3 101 110 125 136 81 78
H+Al mmolc.dm-3 16 15 16 18 18 25
Cu mg.dm-3 4.1 4.2 4.6 2.8 45 1.6
Fe mg.dm-3 67 64 45 67 77 39
Mn mg.dm-3 38.7 12.8 10.3 4.4 4 1.7
Zn mg.dm-3 0.4 0.3 0.2 0.4 0.6 0.2
Areia g.kg-1 786 820 816 712 524 798
Silte g.kg-1 162 129 102 236 345 125
Argila g.kg-1 52 52 82 52 131 77

Fonte: da Autora
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Tabela 4. Parametros fisico-quimicos das amostras de solo da Geleira Baranowski.

Parametro Unidade BO B50 B100 B200 B300 B400
pH - 6.7 6.2 6.5 6.5 6.6 6.5
M.O. g.dm-3 <3,5 <3,5 <3,5 <3,5 <3,5 <3,5

P mg.dm-3 470 284 338 287 277 487
K mmolc.dm-3 8.9 25 1.9 2.6 2.4 4.7
Ca mmolc.dm-3 477 509 701 522 500 559
Mg mmolc.dm-3 40 29 31 42 25 43
H+AI mmolc.dm-3 10 9 9 10 9 11
Cu mg.dm-3 4.8 45 3.1 4.7 3.6 5.2
Fe mg.dm-3 7 6 5 12 10 11
Mn mg.dm-3 13.6 5.2 45 5.8 5.6 5
Zn mg.dm-3 0.1 0.1 0.3 0.2 0.2 0.2
Areia g.kg-1 764 574 496 489 488 770
Silte 0.kg-1 132 271 295 330 308 128
Argila g.kg-1 103 155 209 181 205 102

Fonte: da Autora

4.4.Bioinformatica
4.4.1. Anotagao taxondmica dos reads

Os reads foram processados no programa Kaiju v1.7.3 (MENZEL; NG;
KROGH, 2016) com as especificacdes padrdo na plataforma KBase (ARKIN et al.,

2018) (https://kbase.us/). O programa classifica taxonomicamente reads
provenientes de sequenciamento metagenémico. Kaiju usa como base bancos de
dados de proteinas microbianas e virais e, por isso, € mais sensivel do que outras

ferramentas que performam a mesma tarefa, segundo seus criadores.

4.4.2. Diversidade microbiana

Para as analises de diversidade a partir dos reads metagenémicos, foi
utilizado um software de perfilamento taxonémico denominado mOTU profiler v.3.0.2
(RUSCHEWEYH et al., 2021), que classifica 0os reads em unidades taxondmicas
operacionais (OTU, do inglés “operational taxonomic unit’) metagendémicas. O
comando usado foi motus profile para gerar o perfilamento das amostras e, para
uni-los, motus merge.

Para processar e analisar a tabela de output do mOTU profiler, foi usado o
RStudio v.2022.02.3 com R v.4.2.0 (TEAM, 2013) e os pacotes phyloseq, ggplot2,
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janitor, dplyr, tibble, vegan, viridis, lattice, devtools, matrixStats e reshapez2, tanto
para a curva de rarefacdo quanto para calcular a diversidade. Os indices de
diversidade selecionados para alfa diversidade foram Shannon, Simpson, Riqueza
(richness) e Equitabilidade de Pielou (eveness). Para verificar se houve diferencas
significativas entre as duas geleiras, foi realizado o teste Analise de Variancia
(ANOVA) para Shannon e Simpson. Ja o indice de beta diversidade selecionado foi

Bray-Curtis.

4.4.2.1. Andlise multivariada
Com a finalidade de relacionar os dados fisico-quimicos com a beta

diversidade, foi montado um gréafico de nMDS. Para gera-lo, foi utilizado o output do
mOTU profiler e os dados fisico-quimicos no R, utilizando os pacotes readr e vegan
para a avaliar a dissimilaridade das amostras via Bray-Curtis e interferéncia de M.O.,
P, K, Ca, Mg, H+AI, Cu, Fe, Mn e Zn.

4.4.3. Reconstrucao de MAGs

Para montar os MAGs, foram realizadas trés abordagens: co-assembly por
geleira, co-assembly com todas as amostras e assembly (com as amostras
separadamente). Na primeira, um banco de contigs para cada geleira foi montado.
Na segunda abordagem, os contigs foram montados a partir da combinacdo de
todas as amostras. A terceira envolveu criar um banco de contigs especifico para
cada amostra.

O primeiro passo foi a filtragem por qualidade dos reads. O sequenciamento
paired-end resultou em arquivos R1 e R2 de cada amostra, que foram processadas
pelo seguinte comando: iu-filter-quality-minoche no ambiente Linux. Essa
etapa deve ser feita porque, apesar da alta tecnologia empregada nos processos de
sequenciamento, eles ndo estéo isentos de erros. Falhas na extracdo de DNA, PCR
e até mesmo durante 0 sequenciamento em si sdo comuns, e podem comprometer o
seguimento das analises se nao identificados a tempo. Esses erros podem ser
criacado de sequéncias quiméricas, insercdes e dele¢des de nucleotideos e variacao
do tamanho dos reads (DICKIE, 2010; LAEHNEMANN; BORKHARDT; MCHARDY,
2016).
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4.4.3.1. Co-assembly por geleira
Todo o fluxo de trabalho do co-assembly foi realizado a partir do pipeline do

anvi'o v7 (https://merenlab.org/tutorials/assembly-based-metagenomics/, acessado

pela ultima vez em 27/07/2022), criado por Eren et al., 2015.

Apés a filtragem dos reads, o programa MEGAHIT v1.2.9 (LI et al., 2015) foi
utilizado para realizar o co-assembly de novo. O comando reuniu todos os contigs
montados no arquivo contigs.fa e descartou agueles com menos de 1000 pb. O
mapeamento de reads foi realizado com o programa Bowtie2 v2.3.4.1 (LANGMEAD;
SALZBERG, 2012), alinhando reads com os contigs montados a partir do comando
bowtie2-build. Ao final desta etapa, foram gerados arquivos .sam, .bam, .bt2,
.bam.bai, além do arquivo . fastq original para cada amostra.

O banco de dados de contigs foi criado a partir do comando anvi-gen-
contigs-database e analisado por anvi-display-contigs-stats. O banco
de dados reune todas as informacdes a respeito dos contigs, como frequéncias k-
mer, posi¢coes de ORFs, anotagédo funcional e taxonGmica de genes, entre outros.

O préoximo passo foi a criacdo de perfis (profile) pelo comando anvi-
profile. Cada arquivo .bam originado na etapa de mapeamento foi processado e
ligado ao banco de dados de contigs. Além disso, os contigs com menos de 2500 pb
foram descartados. Apds o perfilamento, foi feita a juncdo de todos os perfis com o
comando anvi-merge e, depois, anvi-cluster-contigs. Este comando utiliza
0 CONCOCT v1.1.0 (ALNEBERG et al., 2014), um programa que agrupa contigs em
genomas, ou seja, realizando o binning.

O préximo passo foi refinar os bins manualmente a partir da interface gréafica
do anvio com o comando anvi-refine. O comando anvi-summarize foi
utilizado para visualizar as caracteristicas dos bins que, depois de refinados e
selecionados, ja podem ser considerados MAGs (se a qualidade for média ou alta).
A partir deste comando, foi possivel conferir completude, redundancia, taxonomia,
bem como a porcentagem de recrutamento dos reads que formaram cada MAG. O
processamento dos MAGs foi realizado pelo comando anvi-rename-bins, que
renomeou 0s MAGs e descartou aqueles com completude abaixo de 30% e
redundéncia acima de 10%.

Para uma classificagdo taxondmica mais robusta, foi utilizada a ferramenta
GTDB-Tk v2.0.0 (CHAUMEIL et al, 2020) a partir do comando gtdbtk
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classify wf. E para indices mais confiaveis de completude e contaminagdo foi
usada a ferramenta CheckM v1.2.0 (PARKS et al., 2015) pelo comando checkm

lineage.

44.3.1.1. Anotagéao funcional
A busca por genes de interesse comegou a partir de uma revisao de estudos

de metagenoma de permafrost, geleiras e solos antarticos, articos e alpinos. A partir
dai, montou-se um banco de dados com 0S genes de interesse para serem
buscados nos MAGs selecionados com maior qualidade. Eles foram divididos em
nove categorias: genes do ciclo do carbono, ciclo do nitrogénio, ciclo do enxofre,
degradacdo (de carboidratos complexos e compostos), reparo de DNA, resposta a
estresse, choque térmico, resisténcia a antibiéticos e transferéncia horizontal.

Os softwares e ferramentas utilizados para anotagéao funcional foram DRAM
(SHAFFER et al., 2020), Rast Server (AZIZ et al., 2008), Patric (DAVIS et al., 2020),
FAMA (KAZAKOV; NOVICHKOV, 2019) e Kegg/GHOSTKOALA (KANEHISA; SATO;
MORISHIMA, 2016). DRAM é um software que utiliza linha de comando no Linux,
DRAM.py annotate. O comando gera arquivos como lista de genes e mapas de
calor de vias metabdlicas selecionadas. Rast e Patric sao ferramentas online em que
€ possivel fazer o upload das sequéncias de DNA de interesse e obter, como output,
uma lista de genes correspondentes a sequéncia inicial. O FAMA é um software
ainda em fase de testes presente no KBase, que traz um perfil funcional focado nos
genes do ciclo do nitrogénio. O GhostKoala também é uma ferramenta online que
resulta em uma analise completa da presenca de vias metabdlicas em um genoma
usando como referéncia o banco de dados KEGG. Todas as ferramentas foram

utilizadas para a confirmacgéo das funcdes anotadas.

4.4.3.2. Co-assembly
O mesmo pipeline do anvi'o v7 foi utilizado para a montagem de contigs a

partir das 12 amostras conjuntamente a partir do co-assembly. Os MAGs e bins

foram montados e também submetidos ao GTDB-tk v2.0.0 e ao CheckM v1.2.0.

4.4.3.3. Assembly
O anvi'o é uma ferramenta que apenas produz resultados de co-assembly, de

forma que o assembly foi realizado a partir de outros programas. Entdo, utilizou-se a
plataforma online KBase. Para a montagem dos contigs para cada amostra
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individualmente, e posteior montagem de genomas, os aplicativos selecionados
foram montadores de contigs, binning, de extracdo de bins, otimizador de bins,
avaliadores de qualidade e de taxonomia.

Foram testados dois montadores de contigs, Megahit (0 mesmo usado nas
analises de co-assembly no anvi’o) v1.2.9 e metaSPAdes v3.15.3. (Nurk et al., 2017)
com o parametro “menor tamanho de contig” 2000 pb. Os outros parametros eram
padréo dos dois montadores. MetaSPAdes retornou com assemblies com grande
ndmero de mismatches, entdo o montador foi descartado.

Para o binning, foram testados também dois aplicativos: CONCOCT (o
mesmo usado nas analises de co-assembly no anvio) v1.1 e MaxBin2 v2.2.4 (WU,
SIMMONS; SINGER, 2016). O parametro de “tamanho minimo de contig” foi de 2000
pb e, no MaxBin2, também selecionou-se os marcadores de Bacteria e Archaea. Os
outros parametros foram padrdo dos montadores. No caso do binning, o CONCOCT
retornou com muitos bins, sendo a maioria de baixa qualidade, depois de testados
no CheckM v1.0.18. O otimizador DASTool v1.1.2 (SIEBER et al., 2018) foi acionado
para combinar os esforcos dos dois montadores para resultar em binings de maior
gualidade. No entanto, o aplicativo ndo conseguiu realizar sua tarefa. Portanto, os
MAGs com melhor qualidade selecionados foram reconstruidos com o auxilio dos
programas Megahit e MaxBin2, que também passaram pelos aplicativos CheckM
v1.0.18 e GTDB-Tk v1.1.0. Os MAGs com completude acima de 30% foram
selecionados para uma classificacdo e andlise de qualidade mais robusta no
ambiente Linux, utilizando os mesmo programas, mas em versdes mais atualizadas
do que as presentes no KBase, GTDB-tk v2.0.0 e CheckM v1.2.0.

4.4.4. Pangenbmica e filogen6mica

Os genomas selecionados para o estudo do pangenoma vieram do co-
assembly por geleira: um genoma bacteriano (BAR_MAG_00002) da geleira
Baranowski e um de arqueia (COL_MAG_00001) da geleira Collins. Esses MAGs
foram escolhidos por serem de alta qualidade e serem de taxons de importancia
ecoldgica. Os genomas de referéncia para comparacao foram selecionados a partir
do banco de dados do NCBI (National Center for Biotechnology Information),
observando o local de coleta do genoma em questao e buscando selecionar origens
tanto antarticas quanto de outros locais.
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BAR_MAG_00002 foi classificada taxonomicamente como Rhodococcus e o
género € de interesse biotecnolégico por conta de sua alta capacidade de
degradacéo de diversos compostos toxicos. Foram selecionados cinco genomas de
cromossomos do banco de dados com o0s seguintes accession number: CP034152
(Rhodococcus sp. NJ-530, isolado de gelo marinho proximo a Estacdo Antartica
Chinesa Zhongshan, em Larsemann Hills, Antartica Leste); CP010797
(Rhodococcus sp. B7740, isolado de gelo marinho éartico); CP024890 (Rhodococcus
ruber, isolado de lodo ativado de residuo farmacéutico em Shaoxing, China);
CP050124 (Rhodococcus erythropolis, isolado de solo contaminado com petréleo
em Gansu, China); e CP070609 (Rhodococcus koreensis, isolado da rizosfera de
plantlets de maca, Alemanha).

COL_MAG _ 00001 foi classificada como pertencente a familia
Nitrososphaeraceae, a qual engloba arqueias oxidadoras de amdnia que possuem
um papel importante no ciclo global de nitrogénio. Os accession number dos
genomas selecionados para o0 estudo de pangenoma foram: CP007536
(Nitrososphaera viennensis, isolado de solo de jardim na Austria); CP012850
(Candidatus Nitrosocosmicus oleophilus, isolado de sedimento contaminado por
hidrocarbonetos, em Nova lorque); CP017922 (Candidatus Nitrosocosmicus
hydrocola, isolado de sistema de tratamento de esgoto, no Canada); CP007174
(Candidatus Nitrososphaera evergladensis, sequenciado a partir de uma cultura de
enriquecimento de solo proveniente do Everglades Agricultural Area, Flérida, EUA);
e CP002408 (Candidatus Nitrososphaera gargensis, sequenciado a partir de uma
cultura de enriquecimento).

A arvore filogenética referente a cada grupo de genomas foi montada no
KBase, pelo aplicativo Insert Genome Into SpeciesTree v2.2.0. A justificativa da
geragdo das arvores filogenéticas € entender a distancia filogenética entre as
espécies utilizadas na analise de pangenoma e confirmar a proximidade evolutiva do
BAR_MAG_00002 e outras linhagens do género Rhodococcus, e o0
COL_MAG_00001 e outras linhagens da familia Nitrososphaeraceae.

A analise foi realizada a partir do pipeline do anvi’'co para pangenomics

(https://merenlab.org/2016/11/08/pangenomics-v2/, acessado pela ultima vez em

27/05/2022) também no anvi'o v7. No ambiente Linux, foi utilizado o comando
anvi-gen-genomes—-storage para armazenar os genomas selecionados para o

pangenoma e, depois anvi-pan-genome para realizar a andlise. Para a
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visualizacdo no navegador a partir da interface operavel manualmente, o comando
fol anvi-display-pan.

A identidade de nucleotideo média (ANI, do inglés “average nucleotide
identity”) foi calculada para compreender a distancia evolutiva entre os MAGs e cada
genoma correspondente do banco de dados. Esse valor € obtido a partir de
similaridades das sequéncias conservadas de dois genomas, com o auxilio de genes
marcadores (GORIS et al., 2007; ARAHAL, 2014). Apesar de ANI ndo possuir um
valor fixo que delimite género ou classe (QIN et al., 2014), pois a intentidade média
varia de taxon para taxon, ANI de 95% ou superior é o suficiente para definir
organismos de uma mesma espécie (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS, 2014). Da
mesma forma, a identidade de aminoacido meédia (AAl, do inglés “average aminoacid
identity”) compara a sequéncia de aminoacidos e € mais utilizada para organismos
mais distantes entre si, uma vez que as proteinas podem se manter mais
conservadas do que a sequéncia nucleotidica (RODRIGUEZ-R; KONSTANTINIDIS,
2014). ANl e AAIl foram determinadas pelas calculadoras presentes no site
http://enve-omics.ce.gatech.edu/ (acessado pela Ultima vez em 27/07/2022).

Ja a hibridizacdo DNA-DNA (DDH, do inglés “DNA-DNA hybridization”) € uma

forma de comparar o contetdo GC% de duas sequéncias e definir se sdo de uma
mesma espécie ou ndo. Micro-organismos da mesma espécie tém o conteido GC%
de cerca de 99% similar (MEIER-KOLTHOFF; KLENK; GOKER, 2014). O DDH foi
estimado com a ferramenta online do site https://ggdc.dsmz.de/ggdc.php (acessado
pela Ultima vez em 27/07/2022).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Anotagédo taxondmica dos reads

A grande maioria dos reads (entre 60% e 40%) nao obteve correspondéncia
com sequéncias presentes no bancos de dados. Isso esta representado na parte
superior de cada grafico, em que a porcentagem de reads classificada variou de
40% a 60%, dependendo da amostra. Mesmo que uma parcela dos reads nao tenha
sido classificada, é possivel tracar um perfil filogenético caracteristico para as duas
geleiras.

A presenca de virus foi detectada em todas as amostras. Para analisar esse
grupo mais a fundo, seria necessario o uso de softwares especificos para virus.
Apesar de pouco estudados na Antartica, os virus sdo de extrema importancia para
as funcdes ecossistémicas (mediando transferéncia horizontal genética) e
estruturagéo das comunidades microbianas (controlando o crescimento populacional
de bactérias) (PEARCE; WILSON, 2003; LOPEZ-BUENO et al., 2009). Além dos
bacteriéfagos, também sdo encontrados virus que afetam plantas, animais (por
exemplo, pinguins e focas), bem como humanos (PEARCE; WILSON, 2003;
HOPKINS; SWANSON; TALIANKSY, 2014).

Em relacdo aos filos do dominio Bacteria, houve predominancia de
Bacteroidota (novo nome do filo Bacteroidetes, segundo Oren e Garrity (2021)),
Proteobacteria, Actinobacteira, Cyanobacteria e Firmicutes, para as amostras das
duas geleiras. Além disso, houve um aumento no nimero de taxons na composi¢cao
da comunidade ao longo da progressao da cronossequéncia.

Em ambas as geleiras também foram encontrados organismos do dominio
Archaea, porém, a baixissima abundancia na geleira Baranowski ndo permitiu a
visualizacdo na figura. Na geleira Collins, os representantes do dominio Archaea
com maior predominéncia eram dos filos Thaumarchaeota e Euryarchaeota nas
amostras expostas ha mais tempo, C300 e C400 (Figura 5). A nivel de género,
Nitrososphaera chama atencéo por oxidar amonia, atuando ativamente no ciclo do
nitrogénio. O dominio Archaea, em geral, ndo possui alta diversidade em solos
aridos e polares (POINTING et al., 2009; COWAN, 2014).

Observando a abundancia relativa dos taxons na Geleira Collins, ndo ha uma
mudancga significativa na comunidade ao longo da cronossequéncia, possivelmente

por causa de sua lenta retracdo (SIMOES et al., 2015), o que torna o solo mais
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homogéneo e sem etapas distinguiveis de sucessdo ecologica microbiana. A
amostra que mais destoa em relagcdo ao resto do transecto € C300, provavelmente
por causa da baixa contagem de reads total na amostra.

Sobre a geleira Baranowski, houve um aumento na abundancia relativa de
Bacteroidota e diminuicdo na abundéncia de Proteobacteria e Actinobacteriota ao
longo do transecto. Esta analise corrobora os resultados encontrados por Laforce
(2019), que demonstra clara mudanca na comunidade ao longo do transecto da
geleira Baranowski. A autora relata cinco estagios de sucessdo ecologica na
cronossequéncia da geleira, no entanto, a amostra B1, presente no referido trabalho,
nao foi utilizada aqui devido a baixa quantidade de DNA ambiental para realizacéo
do metagenoma shotgun, portanto, s6 é possivel definir quatro estagios de
sucessdo. O primeiro estagio refere-se a BO; o segundo estagio, a B50; o terceiro
estagio, a B100 e B200; e o quarto estagio, a B300 e B400.

O filo Bacteroidota € conhecido por viver em solos mais antigos e por
degradar polimeros complexos, o que indica sua funcdo como decompositor em
areas mais ricas em nutrientes (AISLABIE et al.., 2013; MATEOS-RIVERA et al..,
2016), enquanto Proteobacteria e Actinobateria sdo téxons presentes em
praticamente todos os tipos de solo. O filo Actinobacteriota ainda é conhecido por
habitar ambientes gelados e com pouca oferta de nutrientes (ZHANG et al., 2015;
MATEOS-RIVERA et al., 2016).

O filo Cyanobacteria foi encontrado a partir de 50m do transecto da geleira
Baranowski, aumentando sua abundancia relativa a 100m e 200m, e diminuindo
novamente a partir de 300m de distancia da geleira. Esses resultados estdo de
acordo com Nemergut et al. (2007), Bardgett et al. (2007) e Mateos-Rivera et al.
(2016), na hipdétese de que, no inicio da cronossequéncia, ha presenca de
organismos heterotroficos que se utilizam do carbono retido no solo logo apos o
derretimento da geleira; nas etapas intermediarias Cyanobacteria fixa carbono e
nitrogénio para a comunidade que se estabelecera nas proximas etapas; nas etapas
finais de sucessédo, a complexidade da comunidade microbiana e surgimento de
plantas gera competicdo, causando declinio de Cyanobacteria. Esse comportamento
da comunidade ndo ocorre no transecto da geleira Collins, em que se encontra
Cyanobacteria em todas as amostras com abundancia similar. Cianobactérias
antarticas possuem adaptacfes para as condi¢cdes extremas, formando biofilme e
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colaborando para a fixacao de carbono e nitrogénio no ecossistema (PANDEY et al.,
2004; VELICHKO et al., 2021).

O filo Firmicutes ja foi registrado em habitats gelados e, uma vez que esse
taxon é conhecido por suas bactérias formadoras de esporos, acredita-se que esse
recurso as auxilie a suportar as condi¢cdes antarticas (GUPTA et al., 2015; RAMOS
et al.,, 2019). Os organismos do filo Acidobacteria, em geral, dependem do pH
relativamente baixo e da oligotrofia (MANNISTO; TIIROLA; HAGGBLOM, 2007), no
entanto, existem espécies mesofilicas que podem explicar sua presenca em todo o
transecto, ainda que em baixa abundancia. Ja os filos Verrucomicrobiota (novo
nome do filo Verrucomicrobia, segundo Whitman et al. (2018) e Gemmatimonadota
(novo nome do filo Gemmatimonadetes, segundo Whitman et al. (2018) s&o comuns
em solos e considerados cosmopolitas, além de ja terem sido encontrados em
estudos na Antartica (BAJERSKI; WAGNER, 2013; GANZERT; BAJERSKI,
WAGNER, 2014; PESSI et al., 2015).

Quanto aos niveis taxondmicos mais especificos, foram encontradas
comunidades com pouca variagdo na abundéancia e composicdo taxonémica nas
amostras da geleira Collins, sendo as classes mais presentes Chitinophagia,
Flavobacteriia, Cytophagia e Sphingobacteriia (Figura 6). As classes do dominio
Archaea estavam em baixa predominancia. Ja na geleira Baranowski, houve um
aumento na abundancia relativa da classe Chitinophagia e Cytophagia ao longo do
transecto, e diminuicdo na abundancia de Flavobacteriia, Actinobacteriota,
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Betaproteobacteria.

O mesmo padrao para as geleiras pode ser observado a nivel de ordem
(Figura 7). As ordens mais presentes ao longo de todo o transecto da geleira Collins
foram Chitinophagales, Flavobacteriales, Cytophagales e Sphingobacteriales. Ja na
geleira Baranowski, ha uma mudanca na comunidade de BO, em que se encontrava
uma abundancia relativa maior de Flavobacteriales, para as comunidades B100,
B200, B300 e B400, em que a ordem mais abundante se tornou Chitinophagales.

Os organismos da familia Chitinophagaceae, como os géneros Flavisolibacter
e Panacibacter; e da familia Flavobacteraceae, como o género Flavobacterium,
foram os mais abundantes tanto na geleira Collins quanto na geleira Baranowski
(Figura 8). Chitinophagaceae ja foi documentada na Antértica, mais especificamente
em solos de recuo de geleiras e, por causa da sua capacidade de degradacao de
carboidratos complexos, acredita-se que influencia no pH do solo (PERSHINA et al.,
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2018; KRAUZE et al.,, 2021). Muitas espécies de Flavobacterium psicrofilicas ja
foram isoladas da Antértica, algumas das quais possuem poder de degradacédo de

biomoléculas como celulose e quitina (BOWMAN, 2006).

Figura 6. Classificagéo taxondmica dos reads metagendmicos a nivel de filo das amostras a.
da geleira Collins e b. da geleira Baranowski.
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Figura 7. Classificacdo taxonémica dos reads metagendmicos a nivel de classe das
amostras a. da geleira Collins e b. da geleira Baranowski.
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Figura 8. Classificacdo taxonémica dos reads metagendmicos a nivel de ordem das
amostras a. da geleira Collins e b. da geleira Baranowski.
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Figura 9. Classificacdo taxondmica dos reads metagendmicos a nivel de familia das
amostras a. da geleira Collins e b. da geleira Baranowski.
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5.2.Diversidade microbiana e influéncia dos fatores ambientais

A curva de rarefacdo para as amostras das geleiras Collins e Baranowski
(Figura 9) evidencia um esforco amostral suficiente para todas as amostras, que
atingiram o platd, apenas com excec¢do da amostra C100, logo, os resultados de alfa
e beta diversidade para essa amostra podem estar enviesados.

Figura 10. Curva de rarefacéo para as amostras das geleiras Collins e Baranowski. O eixo X
explicita a quantidade de espécies e, o eixo Y, o tamanho da amostra.
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Fonte: da Autora.

A andlise de diversidade com os valores de Shannon, Simpson, Equitabilidade de
Pielou (evenness) e Riqueza (richness) estdo na Tabela 5, com visualizacéo gréafica
na Figura 10.

Para a geleira Collins, as amostras com maior riqueza e diversidade de
Shannon foram as do final do transecto, C300 e C400. Por outro lado, a abundéancia
dos taxons ndo se mostrou bem distribuida, de forma que a equitabilidade foi baixa.
Para o indice de Simpson, ndo houve grande variacdo entre as amostras. Nas
amostras da geleira Baranowski, a diversidade de Shannon e Simpson foram altas

no inicio da sucessao ecoldgica para as amostras BO e B50, diminuiram nas etapas
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intermediarias, B200 e B300, e voltaram a aumentar no final do transecto, B300 e
B400 (como descrito por Duarte (2010)). A maior riqueza se concentrou também no
inicio do transecto, porém, com menor equitabilidade. A abundancia relativa mais
homogénea se encontra no final do transecto, indicando que a comunidade ndo tem
muitos taxons dominantes, logo, pode ser considerada estavel (DOAK et al., 1998;
HILLEBRAND; BENNETT; CADOTTE, 2008).

Hillebrand, Bennett e Cadotte (2008) escrevem que as atividades antropicas
moldam e modificam as comunidades animais e vegetais, em geral diminuindo
equitabilidade, especialmente quando leva-se em consideracdo surgimento de
espécies exoticas e extingdo de espécies raras. Os autores ndo comentam sobre as
comunidades microbianas, que parecem seguir padrdes mais complexos. Outros
estudos sugerem que uma equitabilidade alta, sem muitas espécies no extremo, ou
seja, muito abundantes ou muito raras, podem responder melhor a mudancas
ambientais (CHAPIN IlI et al., 2000; Wittebolle et al., 2009; ROHR et al., 2016).

Esses resultados ndo corroboram com os dados encontrados por Laforce
(2019), que encontrou uma diminuicdo da diversidade ao longo da sucessao da
geleira Collins e obteve valores dos indices de Shannon maiores para Collins do que
para Baranowski. Isso pode ter acontecido devido ao método utilizado, uma vez que
0 sequenciamento shotgun pode recuperar mais organismos, ja que ndo depende de

primers, como o sequenciamento do RNAr 16S.

Tabela 5. Valores dos paréametros de alfa diversidade (Shannon, Simpson, Richness e
Pielou’s Evenness).

Amostra Shannon Simpson Richness Pielou’s
Eveness
Co 2,235362 0,8866742 10 0,9708054
C3 2,947008 0,935708 24 0,9272995
C50 3,017732 0,9385073 25 0,9375111
C100 1,94591 0,8571429 7 1,000000
C300 3,825316 0,9622767 75 0,8860049
C400 3,378304 0,945612 57 0,8355827
BO 4,010626 0,9558656 395 0,6707983
B50 4,164806 0,9585923 194 0,7906072
B100 2,371927 0,8894961 25 0,7368805
B200 2,280643 0,883268 19 0,7745596
B300 3,734945 0,9611473 62 0,904973
B400 3,600604 0,9562399 57 0,890566

Fonte: da Autora
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Figura 11. Visualizagdo em grafico dos valores de alfa diversidade (Shannon, Simpson,
Richness e Pielou’s Eveness).
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Fonte: da Autora.

O teste ANOVA realizado para comparacao dos indices de Shannon e
Simpson entre as geleiras ndao gerou resultados significativos (Figura 11). Portanto,
nao é possivel determinar com confianca que uma geleira possui comunidades mais
diversas que a outra. Os valores de p tanto para os indices de Shannon quanto para
Simpson ficaram acima do proposto para o teste (p<0,05 para dados significativos):

Shannon com p= 0,314 e Simpson com p= 0,57.
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Figura 12. Gréfico do teste ANOVA realizado para comparacao de alfa diversidade (indices
de Shannon e Simpson) entre as geleiras. As diferencas entre as geleiras ndo sé&o

significativas.
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Para beta diversidade,

representado na Tabela 6. O nMDS com representacao gréafica dos valores de Bray-

Simpson
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indice de dissimilaridade Bray-Curtis esta

Curtis e os parametros ambientais esta na Figura 12.

Os resultados de beta diversidade mostram que as amostras iniciais CO, C3,

C50 e C400 séao similares entre si. C300 é a mais diferenciada do transecto e, sendo

uma das amostras com menos pares de base sequenciados, explica o alto valor de
Bray-Curtis. Quanto a geleira Baranowski, as amostras BO e B50 séo distintas entre
si e das outras amostras da mesma geleira. B100 e B200 s&o muito similares entre

Si, @ 0 mesmo ocorre com B300 e B400. Esses resultados evidenciam ainda mais os

diferentes padrdes da sucesséao ecoldgica das duas geleiras.
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Tabela 6. Valores para o indice de dissimilaridade Bray-Curtis.

Amostra| CO C3 C50 C100 C300 C400 BO B50 B100 B200 B300 B400

Co 0,000

C3 0,315 0,000

C50 0,366 0,247 0,000

Cc100 (0,973 0,978 0,976 0,000

C300 [0,913 0,830 0,918 0,938 0,000

C400 [0,371 0,466 0,550 0,986 0,792 0,000

BO 0,923 0,781 0,823 0,990 0,923 0,847 0,000

B50 (0,824 0,793 0,810 0,988 0,904 0,739 0,638 0,000

B100 |0,398 0,552 0,593 0,988 0,953 0,422 0,860 0,772 0,000

B200 |0,330 0,506 0,551 0,986 0,947 0,391 0,875 0,789 0,082 0,000

B300 (0,633 0,517 0,520 0,982 0,882 0,529 0,716 0,658 0,684 0,669 0,000

B400 |0,420 0,501 0,544 0,987 0,925 0,388 0,735 0,603 0,500 0,485 0,483 0,000
Fonte: da Autora.

Figura 13. nMDS com as distancias das amostras calculadas pelo indice Bray-Curtis e as
variaveis ambientais analisadas. O stress foi avaliado em 0.06532934, que equivale a uma
distorgdo baixa, ou seja, os dados multidimensionais em um gréafico com dimensdes
reduzidas sao bem representados (CLARKE, 1993). Essas variaveis ambientais, no entanto,
nao séo significativas estatisticamente.
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Fonte: da Autora.

5.3.Co-assembly por geleira

A abordagem co-assembly por geleira gerou, para a geleira Collins, 16
genomas, sendo apenas o COL_MAG_00001 de alta qualidade. Dentre os outros

MAGs, 2 eram de meédia qualidade e 13, de baixa qualidade. Esses genomas
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utilizaram 13.540 contigs (cerca de 16% de todos os contigs montados a partir dos
reads de metagenoma) e 58,25Mb (cerca de 37% de todos os nucleotideos do
banco de dados de contigs). A lista completa de genomas com sua qualidade pelo
CheckM e informacao taxonémica pelo GTDB-Tk esta na Tabela 7.

Para a geleira Baranowski, reconstruiram-se 42 genomas, sendo 2 de alta
qualidade, 13 de média qualidade e 27 de baixa qualidade. Esses genomas
utilizaram 36.797 contigs (cerca de 22% de todos os contigs montados a partir das
reads de metagenoma) e 211,73Mb (cerca de 53% de todos os nucleotideos do
banco de dados de contigs). A lista completa de genomas com sua qualidade pelo
CheckM e informagé&o taxondmica pelo GTDB-tk est4 na Tabela 8.

A gqualidade dos MAGs tanto nesta abordagem quanto na de co-assembly
com todas as amostras possuiam diferencas nos valores de completude e
contaminac¢do quando calculadas no anvi’o e no CheckM. Foi escolhida a ferramenta
do CheckM, uma vez que é um software que utiliza mais parametros e marcadores
para este célculo (PARKS et al., 2015)
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Tabela 7. Classificacado taxonémica (até nivel de género) pelo GTDB-Tk e qualidade (completude e contaminacéo) pelo CheckM dos MAGs
reconstruidos a partir das amostras de solo do recuo da geleira Collins.

CI\:AO'?IE?\SS Dominio Filo Classe Ordem Familia Género COCT]gLEIIUMde Co rz:tﬁ;nclﬂagao
MAG_01 Archaea Thermoproteota Nitrososphaeria Nitrososphaerales Nitrososphaeraceae 91,42% 0,00%
MAG_02 Bacteria  Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae Ferruginibacter 68,77% 1,08%
MAG_03 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae Ferruginibacter 60,55% 13,18%
MAG_04 Bacteria  Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae Palsa-955 60,63% 8,84%
MAG_05 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae 50,03% 17,12%
MAG_06 Bacteria  Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales UBA10324 37,93% 6,28%
MAG_07 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales UBA10324 41,03% 0,10%
MAG_08 Bacteria Cyanobacteria  Cyanobacteriia 17,15% 1,14%
MAG_09 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae Palsa-955 15,92% 1,28%
MAG_10 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia 64,98% 0,00%
MAG_11 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae Palsa-955 40,26% 5,75%
MAG_12 Bacteria  Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae JJO08 13,28% 0,19%
MAG_13 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales  Flavobacteriaceae Flavobacterium 51,9% 0,00%
MAG_14 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia 31,43% 1,72%
MAG_15 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales  Chitinophagaceae JAAFHGO1 48,62% 0,00%
MAG_16 Bacteria  Bacteroidota Bacteroidia AKYH767 B-17BO UBA4416 41,61% 2,22%

Fonte: da Autora.
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Tabela 8. Classificacao taxonémica (até nivel de género) pelo GTDB-Tk e qualidade (completude e contaminacéo) pelo CheckM dos MAGs
reconstruidos a partir das amostras de solo do recuo da geleira Baranowski.

Bat!\gﬁc?vxslski Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Cocnr:zlcelill\jlde Corgﬁrgcilr:agéo
MAG_01 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 92,86% 11,33%
MAG_02 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Mycobacteriales Mycobacteriaceae Rhodococcus 91,12% 1,68%
MAG_03 Bacteria Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae CADCVQO01 93,3% 23,29%
MAG_04 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales  Saccharospirillaceae Reinekea 88,21% 22,71%
MAG_05 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae 75,99% 15,78%
MAG_06 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia AKYH767-A OLB10 79,81% 39,96%
MAG_07 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas_A 83,4% 33,86%
MAG_08 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae 88,04% 1,10%
MAG_09 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Aquaticitalea 80,33% 3,78%
MAG_10 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter 89,46% 3,65%
MAG_11 Bacteria Actinobacteriota Acidimicrobiia Acidimicrobiales 92,32% 2,31%
MAG_12 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia 68,8% 15,95%
MAG_13 Bacteria Gemmatimonadota =~ Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae 78,39% 2,75%
MAG_14 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Lacibacter 87,06% 0,66%
MAG_15 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoos 81,64% 2,23%
MAG_16 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoo8 68,55% 20,61%
MAG_17 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Microcoleaceae Microcoleus 63,29% 1,00%
MAG_18 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 79,22% 21,17
MAG_19 Bacteria  Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Akkermansiaceae UBA1315 66,6% 3,9
MAG_20 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Flavisolibacter 93,25% 26,35
MAG_21 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 63,42% 15,02
MAG_22 Bacteria Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae SEOHO-28 50,08% 2,59

MAG_23 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoos 62,24% 1,35
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Bat!\gﬁ(();v?/ski Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Cocmzlcekt;\l/lde Corgﬁzcizslgéo
MAG_24 Bacteria  Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Akkermansiaceae UBA1315 69,22% 17,69
MAG_25 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Propionibacteriales Nocardioidaceae Aeromicrobium 39,75% 7,97
MAG_26 Bacteria Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae CADCVQO01 63,48% 22,8%
MAG_27 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Cyclobacteriaceae Algoriphagus 84,59% 11,87%
MAG_28 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 89,68% 4,87%
MAG_29 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria  Sphingomonadales  Sphingomonadaceae Sphingomicrobium 67,83% 12,76%
MAG_30 Bacteria  Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Akkermansiaceae UBA1315 55,64% 8,10%
MAG_31 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Actinomycetales Microbacteriaceae Rhodoglobus 80,09% 3,96%
MAG_32 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Actinomycetales Micrococcaceae Arthrobacter_A 85,67% 12,93%
MAG_33 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Mycobacteriales 50,26% 14,69%
MAG_34 Bacteria Patescibacteria Saccharimonadia Saccharimonadales 52,65% 24,36%
MAG_35 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae 42,01% 18,44%
MAG_36 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria 39,2% 0,35%
MAG_37 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 48,.43% 11,57%
MAG_38 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Cyclobacteriaceae Algoriphagus 24,55% 1,88%
MAG_39 Bacteria Gemmatimonadota =~ Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae UBA4720 48,26% 4,95%
MAG_40 Bacteria Bacteroidota Ignavibacteria SJA-28 B-1AR 47,02% 1,72%
MAG_41 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Propionibacteriales Nocardioidaceae Nocardioides 5,6% 0,12%
MAG_42 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas_E 42,56% 0,87%

Fonte: da Autora.
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Na geleira Collins, os MAGs reconstruidos foram classificados em trés filos:
Thaumarchaeota, Cyanobacteria e Bacteroidota; e trés classes: Nitrososphaeria (1
MAG), Cyanobacteriia (3 MAGS) e Bacteroidia (12 MAGS). Dentre os 12 MAGs de
Bacteroidia, oito foram classificados na familia Chitinophagaceae. Apenas
COL_MAG_00002, COL_MAG_00003 (ambos Ferruginibacter) e COL_MAG_00013
(Flavobacterium) chegaram a nivel de género, e houve recrutamento de reads de
todas as amostras. Tanto Ferruginibacter quanto Flavobacterium s&o géneros
encontrados comumente na Antartica, em solos com alta concentracdo de nutrientes
e moléculas complexas (HOLMES, 1992; KIM et al. 2012).

A classificagdo dos MAGs na Baranowski correspondeu a: filo Bacteroidota,
classe Bacteroidia, que foi a com maior classificacdo de MAGs (17 MAGS) (assim
como na geleira Collins), classe Ignavibacteria (1 MAG); filo Proteobacteria, classes
Gammaproteobacteria (6 MAGS) e Alphaproteobacteria (1 MAG); filo
Actinobacteriota, classes Actinomycetia (7 MAGs), Thermoleophilia (3 MAGS) e
Acidimicrobiia (1 MAG); filo Gemmatimonadota, classe Gemmatimonadetes (2
MAGS); filo Cyanobacteria, classe Cyanobacteriia (1 MAG); filo Verrucomicrobiota,
classe Verrucomicrobiae (3 MAGS); Patescibacteria, classe Saccharimonadia (1
MAG) (Figura 13). Todos fazem parte de taxons ja descritos em hbitats antarticos.
Os MAGs classificados como Actinobacteriota, Proteobacteria e Verrucomicrobiota
foram reconstruidos a partir das reads das amostras BO e B50. MAGs relacionados a
Bacteroidota e Cyanobacteria foram reconstruidos a partir de reads das etapas
intermediérias e finais da cronossequéncia.

Proteobacteria, especificamente Gammaproteobacteria, € comumente
associada a comunidades marinhas (LEE et al., 2015; FRANCO et al., 2017), mas
também ha registros em solos altamente nutritivos (AISLABIE et al., 2009).
Gemmatimonadota € um dos filos encontrados em solos, em especial locais que
possuem baixa disponibilidade de agua liquida (CARY et al., 2010; MUJAKIC;
PIWOSZ; KOBLIZEK, 2022), tornando-o um taxon bem-sucedido na Antéartica. Por
outro lado, pouco se sabe sobre seu metabolismo, a ndo ser evidéncias recentes de

membros que realizam fotossintese anoxigénica (ZENG et al., 2016a).
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Figura 14. Gréfico de barras da classificacdo taxondmica via GTDB-tk dos MAGs
reconstruidos na abordagem co-assembly por geleira. a. Taxonomia dos 16 MAGs
reconstruidos com as amostras da geleira Collins. b. Taxonomia dos 42 MAGSs reconstruidos
com as amostras da geleira Baranowski.
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Fonte: da Autora.

O co-assembly por geleira permitiu a reconstrucdo de MAGs em grande
guantidade, porém, por conta da baixa qualidade da maioria dos genomas da geleira
Collins, néo é possivel determinar, com confianca, os potenciais metabdlicos desses
MAGs. Todavia, a anotacao funcional foi realizada para verificar 0os genes presentes
nos MAGs de maior qualidade das duas geleiras (COL_MAG_0001,
BAR_MAG 00002, BAR_MAG_00008, BAR_MAG 00009, BAR_MAG_00010,
BAR_MAG 00011, BAR_MAG_00014, BAR_MAG 00015, BAR_MAG_ 00028,
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BAR_MAG_00031), todos com completude >80% e redundéncia <5%. Apesar de
apenas haver montado um MAG de alta qualidade da geleira Collins, os outros nove
MAGs provenientes da geleira Baranowski trouxeram um entendimento melhor
sobre o papel funcional destes micro-organismos.

O recrutamento de reads relata a porcentagem de reads provenientes de
cada amostra que ajudou na montagem de um determinado genoma. E um dado
que pode ser visualizado na forma de “mapa de calor” para verificar a contribuicao
de cada amostra no binning, que depende tanto da quantidade de material genético
sequenciado nessa amostra quanto da qualidade e taxonomia de seus reads (Figura
14). No geral, ao observar os MAGs da geleira Collins, as amostras C0O, C3 e C50
(mais perto da geleira, ou seja, menor tempo de exposi¢cdo de solo) tiveram maior
contribuicdo do que as amostras C100, C300 e C400 (maior tempo de exposicao de
solo). Por outro lado, COL_MAG_00001, o unico MAG de alta qualidade proveniente
da geleira Collins, teve reads recrutados das amostras mais distantes da geleira. Na
geleira Baranowski, encontra-se um comportamento diferenciado. Em geral, os
MAGs reconstruidos com reads da amostra BO ndo recrutaram reads de outras
amostras. Ja os outros MAGs possuem reads das etapas intermediarias e finais da
sucessao ecoldgica, B50, B100, B200, B300 e B400.
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Figura 15. Mapa de calor do recrutamento de reads dos MAGs reconstruidos na abordagem
co-assembly por geleira. a. Geleira Collins. b. Geleira Baranowski.
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5.3.1. Anotacéao funcional

Para cada MAG selecionado para analise funcional (Tabela 9), realizou-se um
minucioso estudo sobre 0s genes e vias metabdlicas presentes e o papel ecoldgico
do micro-organismo levando em consideracédo a sucessao ecoldgica microbiana em
recuo de geleira. Todos os 10 genomas estudados se referem a procariotos
heterotréficos aerdbios, uma vez que estavam presentes nas camadas superficiais

do solo.

Tabela 9. MAGs selecionados para analise funcional e suas classificagfes taxondmicas de
acordo com GTDB-Tk.

MAG Dominio Filo Classe Ordem Familia Género
COL_MAG_00001  Archaea Thermoproteota  Nitrososphaeria  Nitrososphaerales  Nitrososphaeraceae
BAR_MAG_00002 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Mycobacteriales Mycobacteriaceae Rhodococcus

BAR_MAG_00008 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae

BAR_MAG_00009 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Aquaticitalea
BAR_MAG_00010 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae  Ferruginibacter
BAR_MAG_00011 Bacteria Actinobacteriota Acidimicrobiia Acidimicrobiales

BAR_MAG_00014  Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Lacibacter
BAR_MAG_00015 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoo8
BAR_MAG_00028 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae

BAR_MAG_00031 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Actinomycetales Microbacteriaceae Rhodoglobus

Fonte: da Autora.

Os genes relacionados ao metabolismo de carbono (Figura 15) e nitrogénio
(Figura 16) sédo indispensaveis para a producédo de moléculas como aminoacidos e
nucleotideos e para producdo de energia. Os genes relacionados ao ciclo do
carbono (ademais das vias de lactose/galactose e amido/sacarose) estavam
presentes em todas as bactérias da geleira Baranowski. Apenas os MAGs
COL_MAG_00001, BAR_MAG_00002, BAR_MAG_ 00010 e BAR_MAG_00011
possuiam genes do ciclo do nitrogénio, evidenciando a existéncia taxons especificos
para o fornecimento de nitrogénio para a comunidade microbiana. Por outro lado,
genes de assimilacdo de nitrogénio para producdo de aminoacidos, por exemplo,
gInA (sintese de glutamina) estavam presentes em todos os MAGs (XUE et al.,
2020).

As vias do metabolismo do enxofre (Figura 17) permitem a sintese de

aminoacidos sulfurosos e algumas vias de reducédo de sulfato, por exemplo, podem
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ser substitutas para a respiracdo aerébia, uma vez que a molécula pode doar
elétrons para a fosforilagdo oxidativa quando o oxigénio ndo estd presente
(POSTGATE; JORGENSEN, 1982; PURCELL, 2014). Apenas o0 BAR_MAG_00031
nao exibiu genes relacionados a reducao de sulfato; e ndo foram encontrados genes
de producédo de cisteina em COL_MAG_00001 e BAR_MAG_00011.

Na Antértica, as condi¢cdes extremas como exposi¢do a radiacdo UV requer
genes de protecdo e reparo de DNA, a fim de evitar quebras e mutacées no material
genético. Além disso, genes de choque térmico mantém a integridade da célula a
altas ou baixas temperaturas. O notavel conjunto de genes de producdo e
resisténcia a antibioticos na Antartica (MARCOLETA et al., 2022) confere vantagens
na competicdo intra e interespecifica (FERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2016;
ZAIKOVA et al., 2019). No entanto, ndo € possivel rastrear se 0s genes de
resisténcia sao naturais ou provenientes de bactérias em contato com antibiéticos
artificiais (MINDLIN; PETROVA, 2017). Esses genes podem ser translocados de um
organismo para outro pela transferéncia horizontal de genes através de conjugacao,
transformacédo ou transducdo. Assim, 0s genes que permitem a passagem desses
genes plasmidiais sdo interessantes elementos para entender a dinamica e a
comunicacdo celular. Foram encontrados diversos genes de reparo de DNA,
resposta a estresse, choque térmico em todos os MAGs analisados (Figura 18). No
entanto, COL_MAG_00001 foi o genoma com menos genes dentre os estudados,
expressando que provavelmente genes especificos de arqueia, que ndo entraram na
andlise, possivelmente auxiliam na resisténcia e sobrevivéncia desse organismo.

Os micro-organismos também apresentaram genes de degradacdo (Figura
19), seja de aminoacidos ou de polissacarideos, que desempenham um papel
fundamental nos ciclos biogeoquimicos (JAIN; KRISHNAN, 2017; SANYAL et al.,
2018). Ja os genes de degradacédo de compostos aromaticos (presente em todos os
MAGs) tém potencial biotecnolégico para controlar contaminacbes por
hidrocarbonetos (LUZ et al., 2004; MUANGCHINDA et al., 2015).
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Figura 16. Presenca de genes das vias do &cido citrico, respiracdo aerébia, fixagcdo de
carbono, lactose/galactose e amido/sacarose nos MAGs selecionados. Presenca e auséncia
foram contabilizados a partir dos resultados das analises dos softwares DRAM, Rast Server,

Patric e GhostKoala.
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Figura 17. Presenca de genes das vias de reducdo de nitrato, nitrificagdo, denitrificacdo e
outros genes relacionados ao ciclo do nitrogénio nos MAGs selecionados. Presenca e
auséncia foram contabilizados a partir dos resultados das andlises dos softwares DRAM,
Rast Server, Patric, FAMA e GhostKoala.
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Figura 18. Presenca de genes das vias de reducdo de sulfato, metabolismo de
cisteina/metionina e sulfurtransferase nos MAGs selecionados. Presenga e auséncia foram
contabilizados a partir dos resultados das analises dos softwares DRAM, Rast Server, Patric
e GhostKoala.
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Figura 19. Presenca de genes de reparo de DNA, resposta a
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Y

estresse, resisténcia a

antibioticos, choque térmico e transferéncia horizontal de genes nos MAGs selecionados.
Presenca e auséncia foram contabilizados a partir dos resultados das analises dos

softwares DRAM, Rast Server, Patric e GhostKoala.
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MAGs selecionados. Presenca e auséncia foram contabilizados a partir dos resultados das
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5.3.1.1. COL_MAG_00001: Nitrososphaeraceae
COL_MAG_00001, como uma arqueia oxidadora de amoénia (AOA), possui 0

gene amoA, amonia monooxigenase. Além disso, nirK, gene da via de denitrificacéo
também foi encontrado no genoma, como j& descrito por Jung et al. (2014) no filo
Thaumarchaeota. Os genes sédo expressos durante a oxidagcdo de amoénia (JUNG et
al., 2011; STIEGLMEIER et al., 2014), o que indica a producéo de nitrato (NO,) e
oxido nitroso (N2O), no entanto, as AOA comumente ndo possuem redutases de
oxido nitrico (genes nor) (JUNG et al., 2019), de forma que n&o realizam nitrificacédo
completa. Por outro lado, Liu et al. (2017) revelou producdo de N,O a partir do
intermediario da via de oxidacdo de aménia, hidroxilamina, de forma abiotica e na
presenca de oxigénio. A importancia ecologica do N,O é por ser um conhecido gés
do efeito estufa, afetar a camada de 0z6nio e, nos solos, diminuir o pH. Além disso,
o ciclo da ureia estava presente, de forma incompleta (argF, argH, argG),
evidenciando a capacidade de alguns géneros de Thaumarchaeota de metabolizar
ureia em amonia, seguindo para nitrificagao, utilizando NH3; como fonte de energia e
fixacdo de nitrogénio (ALONSO-SAEZ et al., 2012; ZHALNINA et al., 2014; TOLAR
et al., 2017). Outra classe de genes relacionada € urease, que converte ureia
proveniente de plantas e excretas animais (TSCHERKO et al., 2003b) em NH3 e
CO,, permitindo novamente a oxidacéo do NH; (ALONSO-SAEZ et al., 2012).
Segundo Brankatschk et al. (2011), a comunidade relacionada a ciclagem de
nitrogénio se modifica ao longo da cronossequéncia de uma geleira. No inicio, o
nitrogénio € convertido na mineralizacdo, nas etapas intermediarias, a taxa de
fixagdo de nitrogénio aumenta e, no solo maduro, aumentam as taxas de nitrificagcao
e denitrificac@o. O resultado est4 de acordo com as conclusdes do presente estudo,
considerando que os reads recrutados para reconstruir 0 MAG séo provenientes, em
sua maioria, das amostras do final da cronossequéncia da geleira Collins (C100,
C300 e C400). Por outro lado, Sigler e Zeyer (2002) e Zeng et al. (2016a)
encontraram uma diminuicdo dos niveis de nirk e da diversidade de AOA na
progressdo da cronossequéncia, o que pode ser explicado pela competicdo entre os
taxons microbianos e introducdo de plantas nas etapas finais da sucesséao ecoldgica.
Uma vez que o COL_MAG 00001 é um genoma de organismo
quimiolitoautotréfico, a fixagdo de CO, presente nas AOAs ocorre via ciclo do
hidroxipropionato/hidroxibutirato modificado, que economiza mais energia do que o
ciclo de Calvin-Benson, por exemplo (KONNEKE et al., 2014). No genoma, a via
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tradicional foi encontrada de forma incompleta. O metabolismo do carbono também
esta presente pela via da pentose fosfato néo-oxidativa e o ciclo do acido
tricarboxilico incompleto.

Também ha evidéncias de biotransformacdo de compostos, como
micropoluentes com nitrogénio em sua composicdo (MEN et al., 2016) e de
compostos aromaticos (KEROU et al.,, 2016). Alguns genes relacionados a
degradacéo de estireno, catechol e fluorobenzoato também foram encontrados no
genoma. Nesse sentido, os genes de biofiime wecC, cdpA, trpG e trpE também
contribuem para a atividade degradativa.

Alguns estudos evidenciam a falta de genes do metabolismo de enxofre (LIN
et al., 2015; REN et al., 2019) em AOA, porém, Beam et al. (2014) comprovou, em
linhagens termoacidofilas de Thaumarchaeota, a existéncia de uma nova via de
reducdo de sulfato reversa, que utiliza aprBA, sat, sudH, drsA e sirA. No MAG, os
genes sat e sir podem sustentar a hipétese da presenca dessa via também em
outras linhagens de Thaumarchaeota.

Dos genes de resisténcia e protecdo de DNA analisados, poucos foram
encontrados no genoma, como por exemplo, uvr (resisténcia a raios ultravioleta) e
top (topoisomerase) e SOD2 (superdoxido dismutase, resisténcia a estresse
oxidativo). Dano ao material genético € comum devido a alta incidéncia de raios UV
na Antartica, agravado pelo buraco na camada de 0zonio (FUENTES-LEON et al.,
2020). Os genes de chaperonas dnaK, dnalJ e grpE também auxiliam na
recuperagdo do DNA apds estresse térmico (SCHRODER et al., 1993).

Pouco se sabe ainda sobre os biofilmes produzidos por arqueias, e a principal
hipétese é que, assim como os biofilmes bacterianos, essa comunidade pode
contribuir para protecdo das células e transferéncia horizontal de genes (VAN
WOLFEREN; ORELL; ALBERS, 2018). Esse biofiime também pode ser misto,
formado por bactérias e arqueias em conjunto, como descrito em Pelissari et al.
(2017) e Borsodi et al. (2018), em que as arqueias mais ativas na producédo de
biofilme eram da familia Nitrososphaeraceae. No MAG, foram encontrados os genes
cpdA e wecC que auxiliam no processo de formacdo da matriz extracelular e

comunicacao celular.
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5.3.1.2. BAR_MAG_00002: Rhodococcus
O BAR_MAG_00002 é um integrante do género Rhodococcus, do filo

Actinobacteriota. Novamente, as bactérias deste filo sdo essencialmente
heterotréficos, dependem de uma fonte de carbono organico externa e também sao
conhecidos por sua capacidade de degradacdo de carboidratos complexos e
producdo de metabdlitos secundarios com interesse biotecnologico (COWAN et al.,
2014; ANANDAN; DHARUMADURAI; MANOGARAN, 2016; ELSAYED; REFAAT,;
ABDELMOHSEN, 2017).

O MAG exibiu as vias de respiracdo celular aerébia completas, incluindo
glicolise, ciclo do &cido tricarboxilico e complexos respiratorios e de ATPase. No
metabolismo de nitrogénio, reducéo dissimilatéria de nitrato a amoénia (com presenca
dos genes narG e narH) e, no metabolismo de enxofre, assimilacdo de sulfato
extracelular e reducao assimilatéria de sulfato a sulfeto de hidrogénio.

O metabolismo de degradacdo de compostos aromaticos ja foi bem
caracterizada neste género (MARTINKOVA et al., 2009; KUYUKINA; IVSHINA,
2010; ALVAREZ et al., 2022). Estavam presentes as vias incompletas de
degradacdo de benzoato, aminobenzoato, tolueno, xileno, estireno, esteroides,
fenilacetato, catechol e &cido cindmico. Considerando que algumas linhagens nao
possuem todas as enzimas para degradacao total de certos xenobioticos (FOSTER
et al., 2014), ndo é possivel ter certeza se as vias incompletas sdo decorrentes de
sua cepa ou da (in)completude do MAG. A presenca de genes codificadores de
urease (ureABC) também é um indicativo de biorremediacdo, uma vez que é
sensivel a 6leo (ZHANG; HUO; ZHU, 2012) e atua na mineralizacdo de metais
pesados (LI; CHENG; GUO, 2013).

Rhodococcus também é conhecido por utilizar fendis como fonte de carbono e
energia, por isso, € foco de estudos de biorremediacdo de solo e &aguas
contaminadas por hidrocarbonetos (FINNERTY, 1992). Apesar de genes de
degradacdo serem comumente associados a plasmideos, a alta plasticidade do
genoma de Rhodococcus permitiu recombinagfes, gerando multiplos genes
homologos e redundantes em seu cromossomo e seus trés plasmideos (LARKIN et
al.,, 1998; LARKIN; KULAKOV; ALLEN, 2005). Outro grupo de genes que atua
auxiliando a degradacao de plastico e compostos aromaticos, por exemplo, sédo de
biofilme (MOR; SIVAN, 2008; SIVAN; SZANTO; PAVLOV, 2006; SCHREIBEROVA

et al., 2012). Estavam presentes crp, pslG e pelF, que possuem um papel importante
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na fixagdo e estabelecimento de micro-organismos em uma superficie, facilitando
também sua degradacao (GILAN; SIVAN, 2013).

Feisthauer et al. (2008) e Hernandez et al. (2019) comentam sobre a fixacdo
de CO, do género Rhodococcus que, apesar de ser quimioheterotrofico, também se
aproveita de processos litoautotroficos. A principal via descrita nesses trabalhos
sobre de fixagdo de carbono € o ciclo do &cido tricarboxilico, porém, o ciclo de
Calvin-Benson também estava presente no genoma de forma incompleta. Genes
para assimilacdo de nitrogénio estavam presentes, como nirBD, que codificam as
subunidades de redutase de nitrito (IINO et al., 2013), e gInA.

Quanto a resisténcia e protecdo de DNA, quase todos os genes analisados
estavam presentes, como gyrAB, recAB, ung, udg, uvr, phrBI, cstA, SOD2. Além
disso, encontraram-se genes de resisténcia a antimicrobianos como vancomicina,
fluoroquinolona e transportadores MFS que garantem o efluxo de algumas dessas
substancias. Interessante € notar os genes de transferéncia horizontal deste
genoma, uma vez que Rhodococcus € conhecido pela flexibilidade gendmica e
compartilhar genes para degradacdo de compostos. Os genes presentes do
processo sao de montagem de pilus: tad, cpa e pil. Apesar da facilidade de troca de
material genético, alguns genes dependem de condigcbes ambientais especificas
para esse processo, dependendo da comunidade microbiana local e fatores como
pH (ZHANG et al., 2022).

Outro grupo de genes também estava presente, compondo vias de
biossintese de metabdlitos secundarios como &cido lipoico, composto que possui
propriedades antioxidantes (PACKER; WITT; TRITSCHLER, 1995), auxiliando na
resisténcia a espécies reativas de oxigénio; e dTDP-L-ramnose, aclUcar presente na
parede celular de Streptococcus que contribui para sua viruléncia (VAN DER BEEK
et al., 2019). Genes para producdo de vitaminas também estavam presentes, como
colabamina, retinol e riboflavina. Em relacdo a producéo de antimicrobianos, as vias

de monobactam e estreptomicina se encontravam incompletas.

5.3.1.3. BAR_MAG_00008: Saprospiraceae
BAR_MAG_00008 corresponde a Saprospiraceae, uma familia do filo

Bacteroidota, aerdébia e heterotrofica. A familia é encontrada em ambientes
aquaticos, e a sua presenca no recuo da geleira Baranowski pode ser explicada pela

intensa influéncia do mar e do spray marinho na Peninsula Antartica. Pouco se sabe
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sobre a fisiologia da familia, mas estudos indicam capacidade para utilizar
carboidratos complexos (MCILROY; NIELSEN, 2014), uma vez que atua na
decomposicdo de matéria organica (KOHLER et al., 2022).

A maior parte dos reads para esse MAG foram recrutados das amostras
B100, B200, B300 e B400. Isso indica uma maturagao do solo ao longo do tempo e
do espaco, uma vez que Bacteroidota, como j& indicado, é conhecido por habitar
solos mais antigos e com oferta de matéria organica. A comunidade microbiana
nessas etapas da cronossequéncia ja apresenta uma complexidade que permite o
estabelecimento de bactérias como BAR_MAG 00008, BAR_MAG_00009,
BAR_MAG_00010, BAR_MAG_00015 e BAR_MAG_00028, que dependem de um
meio heterogéneo, com carboidratos e aminoacidos disponiveis para o0 seu
crescimento.

Para utilizacdo de carboidratos complexos como fonte de carbono no seu
metabolismo, o filo Bacteroidota possui vias metabdlicas especificas, como por
exemplo, o sistema de utilizacdo de amido (SUS, do inglés “starch utilization
system”) (FOLEY; COCKBURN; KOROPATKIN, 2016). O SUS é composto por
genes de transporte, ligacdo e degradacédo de amido, cujos genes susA, susB, susC,
susD, susE_F e susG estdo presentes no genoma. Além desses, outros genes de
degradacédo de glicidios encontrados foram hexA_B (hexosaminidase, que degrada
glicosaminoglicanos e glicanos em geral) e endoglucanase (metaboliza celulose,
uma vez gue, nos estagios finais da cronossequéncia, ha presenca de plantas).

Xia et al. (2008) estudou Candidatus Epiflobacter spp., que utiliza
aminoacidos como fonte de energia. O MAG, por sua vez, possui vias metabdlicas
para essa finalidade, como os genes iniciais da via de degradagdo de metionina,
além de valina, leucina e isoleucina, e a via completa de degradacdo de histidina.
Além disso, estava presente também a via de reducdo assimilatoria de sulfato
completa, que provavelmente atua também na metabolizacdo de aminoacidos com
enxofre, como a propria metionina.

A maioria das bactérias do filo Bacteroidota possui uma estratégia de
movimentacdo sem auxilio de cilios ou flagelos, chamada motilidade por
deslizamento (em inglés, “gliding motility”). No MAG, foram encontrados 0s genes

gldN e gldC-like, relacionados a esse processo.
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5.3.1.4. BAR_MAG_00009: Aquaticitalea
BAR_MAG_00009, Aguaticitalea, € um genoma de um género recente,

descrito em 2016 por Xamxidin et al.. Por outro lado, Flavobacteraceae € uma
familia conhecida, encontrada no oceano ou em solos, principalmente polares. E
uma familia do filo Bacteroidota, importante na ciclagem de nutrientes e na
decomposicao de matéria organica, degradando carboidratos e proteinas. O SUS,
para metabolizacdo do amido também esta presente, mas de forma incompleta,
apenas com 0s genes susA, susB, susC, susD, sus_F. O genoma também possui
todos os genes analisados para o0 uso da lactose e galactose como fonte de carbono
e energia, como beta-glucosidase, malZ, lacZ, galK, galM e galE.

No genoma, algumas vias de degradacdo de proteinas estavam presentes,
como de histidina e metionina (completa) e tirosina e leucina (incompleta). A via de
reducdo assimilatéria de sulfato também se encontrava completa, para atuar na
metabolizacdo de amino&cidos com enxofre, como metionina. Genes relacionados a
proteinas de motilidade por deslizamento também estavam presentes, gldN e gldC-
like.

5.3.1.5. BAR_MAG_00010: Ferruginibacter
BAR_MAG_00010 é uma bactéria do género Ferruginibacter, da familia

Chitinophagaceae, um dos taxons mais presentes em todas as amostras analisadas.
Também € um MAG com origem nos reads do meio e do fim do transecto e, assim
como outros MAGs reconstruidos, € capaz degradar carboidratos complexos.
Rathore et al. (2022) caracteriza o género como um indicador de geleiras em
retracao.

Seu metabolismo de carbono compreende vias completas de glicdlise, ciclo
do acido tricarboxilico e pentose fosfato, que permite producdo de energia e fixagdo
de carbono. Segundo os genes analisados, 0 MAG possui hexA_ B, nagZ, aspG e
guitinase, que degrada quitina, presente na parede celular de fungos, cuja
abundéancia aumenta conforme a progressdo da cronossequéncia (BARDGETT,
WALKER, 2004; BRANKATSCHK et al., 2010).

O MAG possui diversos genes do metabolismo de amido e, assim, como o
BAR_MAG_00009, possui os genes sus, com excecdo de susG. Além disso,

também estdo presentes os genes glgA, glgC, glgP, ams e malQ. Em relacdo ao
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metabolismo de lactose e galactose, estavam presentes beta-glucosidase, lacZ,
galK, galM e galE.

Apesar de Ferruginibacter ser um conhecido denitrificante (Rodriguez-
Sanchez et al., 2018; XIA et al., 2019), apenas 0 gene nosZ estava presente. Ainda,
gInA, nitrilase e npd promovem a assimilacdo de nitrogénio para producdo de
aminoécidos, por exemplo.

Genes de protecdo ao DNA estavam em grande quantidade, como gyr, rec,
top e phrB. Genes de choque térmico, como dnalJ, dnakK, cspA e grpE e também de
resisténcia, como ter, sodN, vanJ, mexA e vexF (mexA e vexF fazem parte de
sistemas de efluxo de substancias nocivas). Por outro lado, nenhum gene especifico
de transferéncia horizontal de gene foi encontrado, com excecéo de alguns genes de
reguladores transcricionais relacionados a biofilme (uvrY, crp, exsA, oxyR) e ao
metabolismo de amido, uma vez que polissacarideos sdo compostos predominantes
na matriz de biofilme (WATNICK; KOLTER, 2000).

5.3.1.6. BAR_MAG_00011: Acidimicrobiales
BAR_MAG_00011 é da ordem Acidimicrobiales e, como metabolismo central

do carbono, utiliza as vias da glicélise, ciclo do &cido tricarboxilico, pentose fosfato e
ciclo do glioxilato (MIZUNO; RODRIGUEZ-VALER; GHAI, 2015), encontradas no
MAG. O MAG também conta com a via completa de reducéo de sulfato assimilatéria,
bem como alguns genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio, como na
reducdo dessimilatéria de nitrato e na produgédo de aminoacidos.

Também estavam presentes vias incompletas de degradacdo de compostos
aromaticos como benzoato, estireno e tolueno. Dentre 0s genes analisados de
degradacgéao de carboidratos, nenhum estava presente no genoma.

Com foco nos antimicrobianos, o0 MAG possui genes para producao de
estreptomicina (genes rfbABCD, suhB) e monobactam (dapAB). Além disso, estava
presente também a via da biossintese de dTDP-L-ramnose.

Actinobacteriota possui grande capacidade de transferéncia horizontal de
genes, tanto doar quanto receber DNA (PARK; SMITH; ANDAM, 2019). Isso esta
refletido nos genes de producao de pilus (tad, cpa, pil) e biofilme (cdpA, trpE, gcvR,
fliA).
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5.3.1.7. BAR_MAG_00014: Lacibacter
BAR_MAG_00014, do género Lacibacter, também se encontra no taxon

Chitinophagaceae. No genoma, estavam presentes as vias de glicélise completa, e
ciclo do acido citrico e ciclo de Calvin-Benson quase totais. Também possuia genes
do metabolismo de amido (SusACD, gIgACP, malQ e ams) e de lactose (lacZ,
galEKM).

Assim como os MAGs que foram alocados no filo Bacteroidota, BAR_MAG _
00014 possui genes de degradacdo de carboidratos complexos, como aspG,
hexA B e nagZ e genes relacionados a producéo de biofilme, crp, uvrY, oxyR, gfcE
e tabA. Porém, mas ndo foram encontrados genes especificos de transferéncia
horizontal.

Genes de resisténcia e protecdo de DNA também estdo presentes, como
gyrAB, recA, ung, udg, topAB, uvrA, e terBC, katE e sodN. Também possui genes de
choque térmico: dnaK, dnal e grpE e alguns genes gerais de resisténcia a
antimicrobianos (mexA, vexF).

O MAG ainda conta com genes das vias de reducdo assimilatoria e
dessimilatéria de sulfato, porém, de forma incompleta (gIpE, cys, metZ, sseA). As
vias sdo importantes para o ciclo do enxofre, além de permitir o uso de compostos

sulfonados na respiracdo quando o oxigénio ndo esta presente.

5.3.1.8. BAR_MAG_00015: Chitinophagaceae
BAR_MAG_00015, novamente da familia Chitinophagaceae, possui as vias da

glicdlise e pentose fosfato completas e ciclo do acido citrico incompleto. Também
possui a via da redugdo assimilatoria de sulfato de forma incompleta (com genes cys
e sat). Em relacdo ao metabolismo de carboidratos complexos, a via do metabolismo
de amido (susACD, gIgACP, pulA, malQ e ams) e lactose (lacZ, galEKM) estéo
incompletos e, quanto a degradacao de carboidratos complexos, estdo presentes 0s
genes nagZ e hexA B.

Dentre os genes de ressiténcia e protecdo de DNA, estavam presentes
gyrAB, recA, ung, udg, topAB, uvrA, phrB, e terBC, katE e sodN. Genes de
resisténcia a antimicrobianos, como beta-lactam e vancomicina, e choque térmico
também estavam presentes, além dos genes uvrY, trpEG, tabA, oxyR, pgaC de

biofilme.
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5.3.1.9. BAR_MAG_00028: Chitinophagaceae
BAR_MAG_00028, mais um integrante da familia Chitinophagaceae, possui

as vias da glicolise e ciclo do &cido citrico (incompletas) e da pentose fosfato
(completa). Possui genes cys e metZ do do ciclo do enxofre, relacionado as vias
metabdlicas dos aminoacidos metionina e cisteina, além da via de reducao
assimilatéria de enxofre incompleta. Foram encontrados também genes do ciclo de
nitrogénio relacionados a producdo de aminoacidos.

Estavam presentes susACD, glgACP, ams e malQ do metabolismo de amido;
e beta-glucosidase, lacZ, galEKM do metabolismo de lactose; além de hexA B,
nagZ e aspG, relacionados a degradacéo de carboidratos complexos.

Quanto aos genes de protecdo de DNA, estavam presentes gyrAB, recA, ung,
udg, uvrABCD e phrB; além de genes de resisténcia, sodN, katE e gerais de
combate a antimicrobianos, relacionados a sistemas de efluxo. Além disso, genes de
choque térmico dnaK, dnad, cspA, hslJ e grpE também foram encontrados, bem

como genes para formacéao de biofilme: gfcE, cdpA, trpEG, uvrY e wecB.

5.3.1.10. BAR_MAG_00031: Rhodoglobus
Por fim, BAR_MAG_ 00031 é uma bactéria do género Rhodoglobus, do filo

Actinobacteriota; o MAG também foi reconstruido com reads da amostra BO, logo a
frente da geleira Baranowski. Foram encontradas completas o ciclo do &cido citrico,
a via da pentose fosfato e o ciclo do glioxilato, além da via da glicélise incompleta.
Poucos genes do metabolismo do enxofre e nitrogénio estavam presentes, apenas
relacionados a producdo de aminoacidos. Alguns genes como quitinase, hexA B e
nagZ de degradacao de carboidratos complexos também estavam presentes.

Quanto a biossintese de metabdlitos secundarios, apenas a via completa de
producéo de &cido lipoico estava presente; outras vias incompletas compreenderam
biossintese de antimicrobianos como estreptomicina e monobactam.

Genes de reparo de DNA como gyrAB, topAB, recA e uvrABCD, também se
destacaram no MAG, além de genes de choque térmico como dnaJ, cspA e htpX e
de resisténcia a beta-lactam, vancomicina e de sistema de prote¢cdo multidrogas.

Nenhum gene especifico de broducédo de biofilme foi encontrado, porém, os
genes tad e cpa, formadores de pilus para transferéncia horizontal de genes,

estavam presentes.



89
5.4. Co-assembly (combinacéo de todas as amostras)

Na abordagem co-assembly foram reconstruidos 57 genomas e, dentre eles,
dois de alta qualidade, 16 de média qualidade e 39 de baixa qualidade. Esses
genomas utilizaram 48.169 contigs (cerca de 20% de todos os contigs montados a
partir das reads de metagenoma) e 258,14Mb (cerca de 49% de todos o0s
nucleotideos do banco de dados de contigs). A lista completa de genomas com sua
qualidade e informacao taxonémica pelo GTDB-tk esta na Tabela 10.

No dominio Bacteria, os MAGs compreenderam integrantes do filo
Bacteroidota, classes Bacteroidia (31 MAGS) e Ignavibacteria (1 MAG); filo
Proteobacteria, classes Gammaproteobacteria (5 MAGS) e Alphaproteobacteria (1
MAG); filo Actinobacteriota, classes Actinomycetia (5 MAGs), Thermoleophilia (2
MAGS) e Acidimicrobiia (1 MAG); filo Gemmatimonadota, classe Gemmatimonadetes
(2 MAGs); filo Cyanobacteria, classe Cyanobacteria (3 MAGSs); filo
Verrucomicrobiota, classe Verrucomicrobiae (2 MAGS); filo Acidobacteriota, classe
Vicinamibacteria (1 MAG); Patescibacteria, classes Saccharimonadia (1 MAG) e
Dojkabacteria (1 MAG). No dominio Archaea, o nunico integrante foi um MAG do filo
Thermoproteota, classe Nitrososphaeria (Figura 20).

No mapa de calor do recrutamento de reads (Figura 21), € possivel perceber
que as amostras da geleria Baranowski foram as que mais contribuiram na
reconstrucao dos bins BO, B50, B100, B200, B300 e B400.
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Tabela 10. Classificacéo taxonémica (até nivel de género) pelo GTDB-Tk e qualidade (completude e redundéancia) pelo CheckM dos MAGs da
abordagem co-assembly.

Completude

Contaminagéo

MAGs Dominio Filo Classe Ordem Familia Género CheckM CheckM
MAG_01 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Cyclobacteriaceae Algoriphagus 73,81% 18,95%
MAG_02 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae 91,50% 1,01%
MAG_03 Bacteria  Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae CADCVQO01 84,84% 4,27%
MAG_04 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Saccharospirillaceae Reinekea 85,43% 14,92%
MAG_05 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Aquaticitalea 81,58% 2,78%
MAG_06 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia AKYH767-A OLB10 72,01% 24, 71%
MAG_07 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae 86,21% 16,09%
MAG_08 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 74,17% 9,28%
MAG_09 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 95,84% 0,25%
MAG_10 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Xanthomonadales Xanthomonadaceae Pseudoxanthomonas_A 80,38% 36,21%
MAG_11 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia 72,11% 29,12%
MAG_12 Bacteria  Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae CADCVQO1 68,65% 15,13%
MAG_13 Bacteria  Actinobacteriota Acidimicrobiia Acidimicrobiales 85,39% 2,14%
MAG_14 Archaea Thermoproteota Nitrososphaeria Nitrososphaerales Nitrososphaeraceae 87,87% 0,00%
MAG_15 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoo8 82,26% 0,83%
MAG_16 Bacteria Gemmatimonadota Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae 81,80% 5,59%
MAG_17 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 65,20% 11,83%
MAG_18 Bacteria Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Akkermansiaceae UBA1315 71,80% 23,47%
MAG_19 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 63,12% 25,76%
MAG_20 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 57,55% 15,22%
MAG_21 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia Mycobacteriales Mycobacteriaceae Rhodococcus 75,36% 23,2%
MAG_22 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Lacibacter 72,73% 1,08%
MAG_23 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia Propionibacteriales Nocardioidaceae Aeromicrobium 67,89% 14,7%
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MAGs Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Completude  Contaminacao

CheckM CheckM
MAG_24 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter 69,23% 1,90%
MAG_25 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 84,40% 5,17%
MAG_26 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia Actinomycetales Microbacteriaceae Rhodoglobus 84,90% 12,85%
MAG_27 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 75,80% 1,00%
MAG_28 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Microcoleaceae Microcoleus 53,84% 0,87%
MAG_29 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter 80,02% 0,49%
MAG_30 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria  Sphingomonadales  Sphingomonadaceae Sphingomicrobium 71,08% 20,57%
MAG_31 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 85,38% 4,57%
MAG_32 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Segetibacter 80,24% 12,63%
MAG_33 Bacteria Verrucomicrobiota Verrucomicrobiae Verrucomicrobiales Akkermansiaceae UBA1315 40,03% 0,68%
MAG_34 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia Actinomycetales Micrococcaceae Arthrobacter_A 76,95% 19,66%
MAG_35 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 40,32% 8,03%
MAG_36 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoos 62,55% 1,48%
MAG_37 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoo8 51,97% 0,99%
MAG_38 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Flavisolibacter 79,79% 0,74%
MAG_39 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 56,02% 15,93%
MAG_40 Bacteria  Patescibacteria Saccharimonadia Saccharimonadales 49,77% 14,85%
MAG_41 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia NS11-12g 51,28% 15,93%
MAG_42 Bacteria Proteobacteria  Gammaproteobacteria 36,29% 0,70%
MAG_43 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae 30,21% 5,59%
MAG_44 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 48,98% 11,73%
MAG_45 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales UBA10324 46,73% 1,51%
MAG_46 Bacteria Proteobacteria  Gammaproteobacteria Pseudomonadales  Pseudomonadaceae Pseudomonas_E 2,57% 0,04%
MAG_47 Bacteria Bacteroidota Ignavibacteria SJA-28 B-1AR 45,36% 3,46%
MAG_48 Bacteria Cyanobacteria Cyanaobacteriia 11,22% 0,28%
MAG_49 Bacteria Acidobacteriota Vicinamibacteria Vicinamibacterales 2-12-FULL-66-21 JACDCAO1 37,88% 3,07%

MAG_50 Bacteria  Patescibacteria Dojkabacteria 22,44% 1,48%
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MAGs Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Cocn;pélcekt:\J/lde Corgﬁgwcilr(lagéo
MAG_51 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 46,34% 3,69%
MAG_52 Bacteria Gemmatimonadota Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae UBA4720 42,03% 2,93%
MAG_53 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 39,48% 9,48%
MAG_54 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Flavisolibacter 39,66% 1,72%
MAG_55 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia 18,61% 1,4%
MAG_56 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 27,27% 1,72%
MAG_57 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia AKYH767 29,69% 0,34%

Fonte: da Autora.



93

Apesar dos genomas de alta qualidade, os MAGs reconstruidos via co-
assembly ndo foram selecionados para analise metabdlica, uma vez que, com essa

abordagem, nédo seria possivel diferenciar os perfis funcionais de cada geleira.

Figura 21. Gréafico de barras da classificacdo taxondmica via GTDB-tk dos MAGs
reconstruidos na abordagem co-assembly.
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Fonte: da Autora.
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Figura 22. Mapa de calor do recrutamento de reads dos MAGs reconstruidos na abordagem
co-assembly.
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Fonte: da Autora.
5.5.Assembly

Na abordagem assembly, foram reconstruidos, no total, 52 MAGs, sendo

cinco de alta qualidade, nove de média qualidade, e 38 de baixa qualidade. A partir
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das amostras C0, C3, C50 e C400, coletados na geleira Collins, foram reconstruidos
apenas 10 genomas, 1 de alta qualidade. As amostras C100 e C300, por possuirem
pouco material genético sequenciado, ndo originaram nenhum bin. J& com o DNA
das amostras BO, B50, B100, B200, B300 e B400, provenientes da geleira
Baranowski, reconstruiram-se 42 genomas no total, sendo 4 de alta qualidade,
segundo o CheckM (Tabela 11).

No dominio Bacteria, os MAGs compreenderam integrantes do filo
Bacteroidota, classes Bacteroidia (29 MAGs) e Ignavibacteria (1 MAG); filo
Proteobacteria, classes Gammaproteobacteria (6 MAGs) e Alphaproteobacteria (2
MAGS); filo Actinobacteriota, classes Actinomycetia (5 MAGs), Thermoleophilia (3
MAGS) e Acidimicrobiia (1 MAG); filo Gemmatimonadota, classe Gemmatimonadetes
(2 MAGS); filo Cyanobacteria, classe Cyanobacteriia (2 MAGs). No dominio Archaea,
0 Unico integrante foi um MAG do filo Thermoproteota, classe Nitrososphaeria
(Figura 22).

Esse tipo de abordagem, no entanto, ndo foi a ideal para o estudo da
microbiota das geleiras, uma vez que a quantidade e a qualidade de bins por
amostra ndo foram suficientes para sua utilizacdo na anotacao funcional.

Com a finalidade de inferir sobre a sucessao ecoldgica microbiana do recuo
das geleiras Collins e Baranowski, seria necessario um sequenciamento com maior
cobertura das amostras de solo de recuo de geleiras, a fim de obter mais material

genético capaz de ser organizado em MAGs de qualidade.
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Tabela 11. Classificacdo taxonémica (até nivel de género) pelo GTDB-tk e qualidade (completude e redundancia) pelo CheckM dos MAGs da

abordagem assembly.

Amostra MAG Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie gﬂrgcpkﬁ%%; Cgﬂg?,i\;]?%;o
1 MAG1 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoos 69,99% 7,77%
1 MAG2 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter 36,55% 6,08%
2 MAG3 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJoos 54,29% 8,62%
2 MAG4 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia AKYH767 B-17BO 53,81% 18,07%
2 MAG5 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 53,51% 24,47%
2 MAG6 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 32,76% 12,07%
3 MAG7 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 95,81% 2,5%
3 MAG8 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter 82,10% 68,23%
7 MAG9 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 72,59% 35,02%
7 MAG10 Archaea  Thermoproteota Nitrososphaeria Nitrososphaerales Nitrososphaeraceae 88,60% 3,27%
8 MAG11 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 40,48% 1,41%
8 MAG12 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium F;;‘é%??—gggg? 93,72% 13,66%
8 MAG13 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria  Xanthomonadales Xanthomonadaceae Thermomonas 44,75% 9,50%
8 MAG14 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Cytophagales Cyclobacteriaceae Algoriphagus All'g?kri)wsalgyt:s 97,56% 5,82%
8 MAG15 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Psychrobacter 64,93% 15,01%
8 MAG16 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia Mycobacteriales Mycobacteriaceae Rhodococcus 99,59% 3,44%
8 MAG17 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae CAISIPO1 37,32% 6,06%
8 MAG18 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales = Pseudomonadaceae Pseudomonas_E 33,78% 3,76%
8 MAG19 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia Actinomycetales Microbacteriaceae Rhodoglobus 84,81% 4,96%
8 MAG20 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Spongiibacteraceae_A Dasania 36,83% 1,72%

10 MAG21 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Mycobacteriales SCTDO1 SCTDO1 56,38% 30,17%
10 MAG22 Bacteria  Actinobacteriota Actinomycetia Propionibacteriales Nocardioidaceae Aeromicrobium 84,48% 12,04%
10 MAG23 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria  Sphingomonadales  Sphingomonadaceae  Sphingomicrobium 76,21% 24,09%
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Amostra MAG Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie gﬁ?cpklfﬂuz(% Cgﬂtea::nlzm?&é;o
10 MAG24 Bacteria Gemmatimonadota Gemmatimonadetes Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae JACDCYO01 85,71% 3,50%
10 MAG25 Bacteria Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae SEOHO-28 43,13% 2,78%
10 MAG26 Bacteria Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae CADCVQO1 37,07% 10,34%
10 MAG27 Bacteria Actinobacteriota Thermoleophilia Solirubrobacterales  Solirubrobacteraceae CADCVQO01 36,69% 9,48%
10 MAG28 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria  Sphingomonadales  Sphingomonadaceae  Sphingomicrobium 39,99% 16,90%
10 MAG29 Bacteria  Actinobacteriota Acidimicrobiia Acidimicrobiales GCA-2861595 94,21% 87,61%
10 MAG30 Bacteria Actinobacteriota Actinomycetia Mycobacteriales Frankiaceae 59,51% 15,26%
10 MAG31 Bacteria Gemmatimonadota Gemmatimonadetes ~Gemmatimonadales Gemmatimonadaceae UBA4720 56,85% 12,29%
11 MAG32 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 65,46% 40,63%
11 MAG33 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter 52,43% 5,44%
11 MAG34 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Microcoleaceae Microcoleus 75,81% 1,00%
11 MAG35 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Aguaticitalea 94,37% 1,77%
11 MAG36 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 38,00% 28,31%
11 MAG37 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Parafilimonas 61,72% 17,67%
11 MAG38 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae 39,79% 14,39%
12 MAG39 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 60,34% 34,14%
12 MAG40 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 32,71% 18,52%
12 MAG41 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Agquaticitalea 91,31% 2,75%
12 MAG42 Bacteria Cyanobacteria Cyanobacteriia Cyanobacteriales Microcoleaceae Microcoleus 71,64% 3,79%
12 MAG43 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 45,04% 24,63%
12 MAG44 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 47,08% 12,32%
12 MAG45 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Saprospiraceae 54,60% 23,01%
13 MAG46 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Palsa-955 94,75% 4,59%
13 MAG47 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae 59,43% 28,87%
14 MAGA48 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae JJo08 86,21% 39,14%
14 MAG49 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Aquaticitalea 79,9% 13,9%
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- . o A . Completude Contaminagéo

Amostra MAG Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie CheckM (%) CheckM (%)
14 MAG50 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Chitinophagales Chitinophagaceae Ferruginibacter 53,25% 27,85%
14 MAG51 Bacteria Bacteroidota Ignavibacteria SJA-28 B-1AR 64,43% 8,93%

Fonte: da Autora.
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Figura 23. Gréafico de barras da classificagdo taxondmica via GTDB-tk dos MAGs
reconstruidos na abordagem assembly.
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Fonte: da Autora.

5.6.Pangendmica e filogenémica

O pangenoma foi realizado com o objetivo de

10 15
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[ Filo Bacteroidota

comparar dois MAGs

selecionados com seus respectivos genomas de referéncia. Os MAGs selecionados
foram: COL_MAG_00001 e BAR_MAG_00002. O valor de ANI, AAl e DDH para os

MAGs e os genomas de banco de dados estéo retratados na Tabela 12. Para o

COL_MAG_00001, néao foi possivel calcular o ANI, pois ndo houve determinacédo de

sua taxonomia a nivel de género, logo, o célculo de proximidade evolutiva do MAG

em relagcdo aos genomas de banco de dados néo foi satisfatoria.

Tabela 12. Valores de ANI, AAl e DDH para evidenciar as relacdes filogenéticas entre os
MAGs e os genomas de banco de dados.

MAG Genoma do NCBI ANI AAl DDH
COL_MAG_00001 CP007536 Inconclusivo 56.00% 18.80%
COL_MAG_00001 CP012850 Inconclusivo 52.24% 31.20%
COL_MAG_00001 CP017922 Inconclusivo 52.13% 35.90%
COL_MAG_00001 CP0O07174 Inconclusivo 55.56% 30.00%
COL_MAG_00001 CP002408 Inconclusivo 56.34% 30.20%
BAR_MAG_00002 CP034152 81.58% 82.66% 22.60%
BAR_MAG_00002 CP010797 77.64% 64.00% 19.10%
BAR_MAG_00002 CP024890 77.30% 66.81% 18.60%
BAR_MAG_00002 CP050124 81.46% 82.68% 22.60%
BAR_MAG_00002 CP070609 78.54% 70.25% 19.40%

Fonte: da Autora
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5.6.1. BAR_MAG_00002

Rhodococcus (BAR_MAG_00002) é uma bactéria aerbébia ja isolada do
oceano, sedimentos costeiros e solos alpinos, articos e antarticos. Novamente, o
gue mais se destaca sobre o género é sua capacidade de degradacao de compostos
complexos naturais e toxicos e recalcitrantes, como aromaticos, fenois, alcanos e
petréleo a partir de grandes plasmidios que abrigam genes de diversas vias
catabdlicas (FINNERTY, 1992; LARKIN; KULAKOV; ALLEN, 2005; KUYUKINA;
IVSHINA, 2019). Rhodococcus também inclui os produtos da degradacdo em vias
importantes do metabolismo do carbono, como o ciclo do &cido citrico
(MARTINKOVA et al., 2008; ZAMPOLLI et al., 2019). Na andlise de pangenoma,
foram encontrados 1747 clusters do core genome, 4402 clusters do accessory
genome e 959 clusters do singleton do BAR_MAG_00002.

A arvore filogenética do BAR_MAG 00002 e os genomas de referéncia
possui relativa consisténcia e estabilidade dos clados (Figura 23), com excecao do
genoma CP050124, que teve seu agrupamento com um baixo valor de bootstrap. O
MAG, por sua vez, agrupou com os genomas CP034152 (com o qual também possui
o ANI mais alto) e CP050124, logo, o MAG tem alta probabilidade de ser uma
espécie-irma de Rhodococcus erythropolis. O valor de DDH para o MAG e esses
genomas de referéncia obteve um valor baixo, indicando que, de fato, sdo espécies

distintas.
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Figura 24. Arvore filogenética com os géneros Rhodococcus e Nocardia, explicitando a
intima relacdo do BAR_MAG_00002 e Rhodococcus erythropolis. Os genomas grifados em
amarelo sdo os genomas adicionados para a analise.

rhodococcus_tree: Species Tree generated by Species Tree Builder
Nocardia asteroides NBRC 15531 [GCF 000308355.2]
Nocardia takedensis NBRC 100417 [GCF 000308695.1]
Nocardia arizonensis [GCF 001310275.1]
Nocardia farcinica [GCF 001182745.1]
Nocardia cyriacigeorgica GUH-2 [GCF 000284035.1]
Nocardia pneumoniae NBRC 100136 [GCF 000308755.1]
1 Nocardia arthritidis NBRC 100137 [GCF 001612765.1]
1 —Nocardia niwae NBRC 108934 = DSM 45340 [GCF 001613465.1]
Rhodococcus sp. Leaf247 [GCF 001426185.1]
Rhodococcus fascians A44A [GCF 000760735.1]
1 Rhodococcus fascians D188 [GCF 001620305.1]
CP010797 Rhodococcussp.B7740 [User Genome 116711/28/1]

d BAR MAG 00002 [User Genome 116711/23/1]
1 CP034152 Rhodococcussp.NJ-530 [User Genome 116711/29/1]
Rhodococcus erythropolis CCM2595 [GCF 000454045.1]

1 0 078 CP050124 Rhodococcuserythropolis [User Genome 116711/36/1]
I:Rhodococcus jostii RHA1 [GCF 000014565.1]
— CP070609 Rhodococcuskoreensis [User Genome 116711/39/1]
_.|: Rhodococcus hoagii 103S [GCF 000196695.1)
Rhodococcus defluvii [GCF 000738775.1]
—e; 1 Rhodococcus triatomae BKS 15-14 [GCF 000341795.1]
_1.I:Rh0dococcus maanshanensis NBRC 100610 [GCF 001894865.1]
Rhodococcus rhodnii LMG 5362 [GCF 000389715.1]
@9'5’| —— Rhodococcus pyridinivorans SB3094 [GCF 000511305.1]
1 [Rhodococcus aetherivorans [GCF 000982715.1]
CP024890 Rhodococcusruber [User Genome 116711/33/1]

0.975

0.941

0.982

Ce

—
0.04

Fonte: da Autora.

s

A espécie Rhodococcus erythropolis € uma bactéria psicrdofila ja conhecida
por habitar a Antartica, mais especificamente a llha Rei George (GOUVEA
TAKETANI et al., 2013). Assim como outras espécies do mesmo género, também é
alvo de estudos para uso na biodegradacdo de compostos organicos (IBRAHIM et
al., 2020), alcanos e alcoois em condi¢gdes extremas (DE CARVALHO, 2012). Do
ponto de vista médico, essa espécie fornece enzimas capazes de controlar doencas
como HIV e hepatite B (DE CARVALHO; DA FONSECA, 2005).

Os clusters e os genes singletons do MAG foram analisados nos programas
DRAM, Patric e no BLASTp do NCBI. O BLASTp € uma ferramenta que permite a
comparacao de proteinas de interesse com proteinas do banco de dados, trazendo

informacdes de porcentagem de identidade, cobertura de sequéncia, e o valor E
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(que determina se a correspondéncia entre as duas proteinas pode ser encontrada
ao acaso).

No Patric, foi encontrado o gene da monooxigenase contendo flavina (fmo),
gue possui uma funcéo antitoxica, tornando xenobiéticos em compostos mais faceis
de eliminacdo (ESWARAMOORTHY et al., 2006; RIOZ-MARTINEZ et al., 2011).
Outro gene de resisténcia a substancia téxica é terD, que confere protecdo contra o
semi-metal telario, conhecido por gerar estresse oxidativo (NGUYEN et al., 2021).

Genes de degradacdo de compostos aromaticos também foram detectados,
como ciclohexanona monooxigenase (chnB) e 3,4-dihidroxiftalato decarboxilase
(phtC). phtC faz parte da via de degradacdo do ftalato e seus isbmeros mas é
comumente encontrado no plasmideo de Rhodococcus, como no estudo de
Vamsee-Krishna e Phale (2008). Por outro lado, Sekine et al. (2006) analisou os trés
plasmideos de Rhodococcus erythropolis e chegou a conclusdo de que a via
codificada pelo plasmideo pREL1 ndo é necessaria para a degradacdo de alguns
hidrocarbonetos, funcéo esta que também pode ser realizada pelo cromossomo.

Genes de resisténcia a antibiéticos como bleomicina e beta-lactam também
estavam presentes; além de transportadores do tipo MFS, que, dependendo de sua
caracterizacdo, podem ter um papel importante no efluxo de antibiéticos.

Outra classe de genes encontrados no singleton do MAG codificaram para
transposase (I1S3/1S911/1S110) e integrase (ritC). Os integrons sao formados por
cassete de genes, como, por exemplo, de resisténcia a antibiético, e por um gene
gue codifica para uma enzima que realizara a exci¢cdo e a insercdo desse integron
no DNA. O integron é considerado armazém e fonte de genes (COWAN et al., 2005),
e pode ser propagado para outras células em eventos de transferéncia horizontal
(DOMINGUES et al., 2012; ENGELSTADTER; HARMS; JOHNSEN, 2016), com
auxilio de genes de montagem de pilus, como tad, cpa e pil, presentes no genoma e
encontrados na analise metabdlica.

No MAG, segundo BLASTp, foram encontrados correspondéncias de seus
clusters com genes de transposase (transposases das familias 1S630 e 1S256). As
transposases permitem a mobilidade dos transposons, que sdo elementos
genbmicos moveis, levando genes (por exemplo, de degradacdo) de um
cromossomo ou plasmideo para outro, facilitando a transferéncia horizontal. Outro
gene presente foi xerD, uma recombinase sitio-especifica que aumenta variabilidade
genética bacteriana (BLAKELY; DAVIDSON; SHERRATT, 1997).
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Estavam presentes genes de sistemas de toxina-antitoxina higA, hipA, hicA e
hicB. Esse sistema é amplamente utilizado nas bactérias (em geral patogénicas)
para assegurar a heranca de um determinado plasmideo as células-filhas apés a
reproducdo (SCHURECK et al., 2014; PAGE; PETI, 2016; GUO et al., 2019). Porém,
ainda ndo se sabe com clareza a funcdo desses operons em Cromossomos
bacterianos.

Além disso, também houve correspondéncia com genes que codificam
proteinas contra estresse, como por exemplo, hsp70, que produz uma chaperona,
auxiliando no enovelamento de outras proteinas; importante para manter a
integridade das proteinas apés mudancas de temperatura (MAYER; BUKAU, 2005).
Alguns estudos vém evidenciando a capacidade de proteinas de choque-térmico de
proteger alguns organismos frente as mudancas climaticas, como “biomarcadores de
estresse”, no entanto, ainda ndo ha consenso sobre o assunto (CLARK; PECK,
2009; CHEN; FEDER; KANG, 2018). Também estava presente gene que codifica
uma proteina de estresse universal (usp), que possui funcbes diversas de protecéo
do DNA e resisténcia a condigcbes ambientais extremas, como baixas temperaturas,
compostos toxicos e estresse oxidativo (KVINT et al., 2003; CHI et al., 2019; PATEK;
GRULICH; NESVERA, 2021).

Genes de reguladores transcricionais sdo de extrema importancia e controlam
a expressao de proteinas de resisténcia a estresses e drogas (no caso de MarR)
(HUNNEFELD et al., 2019), metal (no caso de MerR) (BROWN et al., 2003),
detoxificacdo de acidos aromaticos (no caso de PadR) (PARK et al., 2017) e controle
de espécies reativas de oxigénio e resisténcia a altas temperaturas (no caso de
XRE) (HU et al., 2019).

De modo geral, os genes presentes no singleton do BAR_MAG_00002 tém
funcdes de resisténcia e protecdo de DNA, uma vez que as pressdes da Antartica

selecionam os organismos que melhor se adaptam as condi¢des adversas do local.

5.6.2. COL_MAG_00001

A familia Nitrososphaeraceae compreende arqueias oxidadoras de amonia,
convertendo amoénia em nitrito via hidroxilamina. A importancia desse grupo € que
essas arqueias podem oferecer nitrogénio para outros organismos, uma vez que

esse fator é limitante para o crescimento. Na analise de pangenoma, foram
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encontrados 629 clusters do core genome, 1479 clusters do accessory genome e
1067 clusters do singleton do COL_MAG_00001.

A arvore filogenética também foi gerada para MAG_COL_00001 e seus
genomas de referéncia (Figura 24), possuindo altos valores de bootstrap, trazendo
confianca para a avore como um todo. A familia Nitrososphaeraceae compreende
apenas dois géneros (KEROU; SCHLEPER, 2016), Nitrosocosmicus e
Nitrososphaera. Considerando a proximidade do clado do MAG dos genomas de
Nitrososphaera e sua estabilidade, é provavel que sejam do mesmo género. Por
enquanto, ndo € possivel confirmar se 0 MAG configura uma espécie nova, uma vez

gue o genoma nao esta completo e possui alguma contaminacao.

Figura 25. Arvore filogenética com os géneros de Thaumarchaeota e Euryarchaeota,
confirmando a proximidade do MAG e dos genomas de Nitrososphaera. Os genomas
grifados em amarelo sédo 0os genomas adicionados para a analise.

nitrososphaeraceae_tree: Species Tree generated by Species Tree Builder
:Ferroglobus placidus DSM 10642 [GCF 000025505.1]
1 Archaeoglobus veneficus SNP6 [GCF 000194625.1]
Pyrococcus furiosus DSM 3638 [GCF 000007305.1]
EPyrococcus abyssi GE5 [GCF 000195935.2]
0.812 l—pyrococcus sp. ST04 [GCF 000263735.1]
Thermococcus kodakarensis KOD1 [GCF 000009965.1]
1 —=Thermococcus gammatolerans EJ3 [GCF 000022365.1]
0.93 Thermococcus barophilus MP [GCF 000151105.2]
1 Thermococcus litoralis DSM 5473 [GCF 000246985.2]
3 Thaumarchaeota archaeon N4 [GCF 000723185.1]
|_1.|:Candidatus Nitrosotenuis cloacae [GCF 000955905.1]
Candidatus Nitrosopelagicus brevis [GCF 000812185.1]
Candidatus Nitrosoarchaeum koreensis MY1 [GCF 000220175.1]
Candidatus Nitrosoarchaeum limnia BG20 [GCF 000241145.1]
rCandidatus Nitrosopumilus salaria BD31 [GCF 000242875.2]
0.519

1

Candidatus Nitrosopumilus adriaticus [GCF 000956175.1]
1 ) Candidatus Nitrosopumilus sediminis [GCF 000299395.1]
1 Nitrosopumilus sp. AR [GCF 000328925.1]

1 L Nitrosopumilus sp. SJ [GCF 000328945.1]

|:CP017922 CandidatusNitrosocosmicushydrocola [User Genome 116711/11/1]
1 CP012850 CandidatusNitrosocasmicusoleophilus [User Genome 116711/9/1]
1 —— COL MAG 00001 [User Genome 116711/3/1]
) CP007174 Nitrososphaeraevergladensis [User Genome 116711/62/1]
T CP002408 Nitrososphaeragargensis [User Genome 116711/61/1]

1| Nitrososphaera viennensis EN76 [GCF 000698785.1]
11CP007536 Nitrososphaeraviennensis [User Genome 116711/6/1]

0.21

Fonte: da Autora.
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Em geral, ndo foram encontrados muitos genes no singleton do MAG. O
genoma € pequeno (cerca de 2kb) e ndo ha uma alta variacdo de genes entre os
genomas analisados, se comparado com o pangenoma de BAR_MAG_00002.

O gene alkA foi encontrado no genoma a partir da andlise do software DRAM.
alkA é gene condificante de uma enzima de reparo de DNA que atua apoés a
exposicdo da bactéria a um agente alquilante. J4 a andlise pelo BLASTp retornou
outros genes que produzem proteinas de reparo de DNA, como top1, grupo de DNA
ligases capazes de reconstituir quebras de dupla fita, mpg (retira bases lesionadas
da molécula de DNA (METZ; HOLLIS; EICHMAN, 2007)), nurA, mutT e usvE (reparo
de dano causado por raios UV).

Diversos genes de resisténcia a substancias toxicas foram encontrados, como
de transportadores DMT e MFS e familias de proteinas MarR e DedA, que estdo
relacionados a exportacdo e resisténcia a drogas; vgb, GLX1, genes de proteina
ligadora a penicilina e familia de proteinas GNAT e metalohidrolase atuam na
protecdo contra antibiéticos. egtD faz parte da via de biossintese de ergotioneina,
conhecido por suas propriedades antioxidantes (HARTMAN, 1990); e genes que
codificam proteinas com dominios prolil-hidrolase também tém um papel na
adaptacdo da célula a hipéxia. Também foi encontrado um gene relacionado a
biofilme no singleton, pgaC, diferente de cpdA e wecC encontrados durante a
anotacao funcional.

Novamente, 0s genes que mais aparecem no singleton do COL_MAG_00001
estdo relacionados a reparo de DNA e resisténcia, comumente associados as
condigBes extremas encontradas nos habitats polares.
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6. CONCLUSAO

A analise taxondmica dos reads metagen6micos das amostras gerou
resultados parecidos aos obtidos na analise de RNAr 16S realizada por Laforce
(2019) com o mesmo conjunto de dados. A geleira Collins possui uma
cronossequéncia com comunidades muito parecidas em todo o transecto,
provavelmente por causa de sua lenta retracdo (SIMOES et al., 2015). Esse padr&o
nao se repete para a geleira Baranowski, em que ha diferencas entre a composi¢ao
e abundancia relativa dos tdxons presentes ao longo do transecto, resultando em
guatro estagios de sucesséo.

Quanto as analises de alfa e beta diversidade baseadas nos dados
metagenémicos, demonstrou-se que as etapas de sucessdo ecolégica para as
cronossequéncias das duas geleiras seguem padrdes diferentes. Na geleira Collins,
a maioria das amostras apresentam grupos taxondmicos abundantes semelhantes;
porém, a alfa diversidade aumenta conforme a progressdo da cronossequéncia.
Para a geleira Baranowski, as amostras do inicio do transecto possuem maior
diversidade, que diminui nas etapas intermediarias, mas retorna a valores mais altos
nas etapas finais da sucessdo. Essa diferenciacdo entre as geleiras pode ser
explicada pelas particularidades ambientais de cada local (DUARTE, 2010) e pelo
seu tempo de retracéo.

Foi possivel reconstruir MAGs através de trés abordagens: co-assembly por
geleira, co-assembly (ao combinar todas as amostras) e assembly. A melhor
abordagem para esse conjunto de dados foi o co-assembly por geleira, que permitiu
estudar as particularidades de cada geleira e reconstruir MAGs de qualidade
suficiente para as anotagdes funcionais. Com as amostras da geleira Baranowski, foi
possivel reconstruir mais MAGs e com presenca de diferentes taxons de Bacteria
dentre o0s genomas, como das classes Bacteroidia, Ignavibacteria,
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, Actinomycetia, Thermoleophilia,
Acidimicrobiia, = Gemmatimonadetes, @ Cyanobacteriia, = Verrucomicrobiae e
Saccharimonadia. Por outro lado, com as amostras da geleira Collins, apenas MAGs
das classes Cyanobacteriia e Bacteroidia (no dominio Bacteria) foram reconstruidos,
além de um genoma de Archaea, da familia Nitrososphaeraceae.

A anotagdo funcional permitiu esclarecer o metabolismo dos micro-

organismos heterotréficos e aerobios dos solos associados as geleiras Collins e
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Baranowski. Uma vez que o carbono e o nitrogénio séo nutrientes limitantes, os
genes do ciclo do &cido citrico, de fixacdo de carbono e assimilagdo de nitrogénio
trazem funcdes importantes para a manutencdo do microbioma no recuo de geleiras.
Genes de resisténcia a estresses e drogas sdo elementos importantes de
sobrevivéncia na Antartica e também estavam presentes na maioria dos MAGs
obtidos. Os MAGs exibiram também genes de degradacdo de carboidratos
complexos e compostos aromaticos, revelando sua importancia na reciclagem da
matéria organica e, potencialmente, nos processos de remineralizagcdo nos solos
antarticos. Além disso, os produtos desses genes possuem potencial aplicacdo
biotecnolégica, sendo, portanto, importantes recursos genéticos a serem
futuramente explorados.

Nas andlises de pangenoma, 0s genes presentes apenas nos MAGs
analisados (singletons) revelam sua importancia para a sobrevivéncia dos micro-
organismos antarticos. Esses genes exclusivos estdo relacionados a formacédo de
biofilme, transferéncia horizontal de genes, resisténcia a farmacos e resposta a
estresses ambientais.

Apbs elucidar questdes sobre o microbioma das areas de recuo de geleiras a
partir de dados metagendémicos e da reconstru¢do dos genomas, novas perguntas
surgiram que poderiam orientar a continuidade deste estudo. Novas amostragens no
solo de recuo das geleiras Collins e Baranowski poderiam ser realizadas a fim de
acompanhar os efeitos da retracdo das geleiras ao longo do tempo. Além da
metagenbmica, outras técnicas, como transcriptbmica e protebmica, poderdo ser
aplicadas nos novos estudos para desvendar a comunidade microbiana ativa nesses

locais.
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