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RESUMO

O permafrost (solo permanentemente congelado por pelo menos dois
anos consecutivos) ¢ um importante componente da criosfera, e apesar
de um ambiente extremo (temperaturas abaixo de zero, pouca
disponibilidade de agua liquida e nutrientes), serve de abrigo para uma
diversa e abundante comunidade de micro-organismos. As camadas do
permafrost geralmente possuem uma estratificagdo vertical quanto a
idade do congelamento, que pode atingir milhares a milhdes de anos.
Suas caracteristicas fisico-quimicas constituem condigdes ideais para
preservacdo de material bioldgico, incluindo moléculas de DNA, que
podem ser recuperadas do ambiente, sequenciadas e analisadas — uma
estratégia de estudo de diversidade denominada metagendmica.
Metagenomas conservados no permafrost de diferentes idades de
congelamento representam um registro paleoclimatico que pode revelar
como a comunidade microbiana respondeu a mudangas climaticas no
passado. A Peninsula Antartica passou por um evento de aquecimento,
conhecido como o Otimo Climatico do Holoceno Médio, entre 4,5 e 2,8
mil anos antes do presente. O presente trabalho avaliou o contetido
taxondmico e funcional de metagenomas do sedimento marinho
moderno e de cinco estratos de permafrost da Peninsula Antartica,
correspondentes ao periodo de 7,5 a 2,25 mil anos atrds. Foram
observadas alteragdes na abundancia de diversas categorias metabdlicas
entre os estratos, demonstrando os impactos do Otimo Climatico do
Holoceno Médio para as comunidades microbianas. Os resultados
sugerem que o aumento de temperatura deu origem a um ambiente
andxico e rico em matéria organica, favorecendo populacdes
copiotroficas e com maior capacidade de ajuste do metabolismo. Os
metagenomas correspondentes ao periodo anterior ao Otimo Climético
apresentaram maior abundancia de produtos génicos relacionados ao
metabolismo de lipidios e compostos aromaticos, acidos nucleicos e
transporte de membrana, indicando micro-organismos especializados na
manutengdo do metabolismo a baixas temperaturas. Estas populagdes
foram substituidas por uma comunidade de metabolismo mais
diversificado e generalista nos estratos do periodo mais quente,
representados por uma maior variabilidade de fun¢des metabolicas e
abundancia de genes relacionados a regulacdo da transcri¢do. Estes
resultados demonstram que as comunidades microbianas do permafiost
podem servir como indicadores de mudancas paleoclimaticas.

Palavras-chave: Metagenomica. Paleoclima. Holoceno.






ABSTRACT

Permafrost (permanently frozen soil for at least two consecutive years)
is an important feature of the cryosphere, and despite being an extreme
environment (below-zero temperatures, low liquid water content and
nutrient depleted), it hosts an abundant and diverse microbial
community. Permafrost shows depth stratification associated with its
age, which can reach thousands to millions of years. Its physico-
chemical conditions are ideal to maintain biological material preserved,
including DNA molecules that can be recovered, sequenced and
analyzed directly from the environment — a strategy for microbial
diversity studies called metagenomics. Metagenomes preserved in
permafrost layers from different ages represent a paleoclimate record
that can reveal how the microbial community responded to climate
events in the past. The Antarctic Peninsula underwent a warming event
known as the mid-Holocene Climate Optimum, between 4.5 and 2.8
thousand years before present. This work has evaluated the taxonomic
and functional content of metagenomes of modern marine sediment and
five permafrost layers of the Antarctic Peninsula, corresponding to the
period from 7.5 to 2.25 thousand years ago. Changes were observed in
the abundance of several metabolic categories between layers, showing
the impacts of this mid-Holocene warmth on the microbial communities.
Results suggest that the temperature rising has generated an anoxic,
organic matter rich environment, favoring copiotrophic populations with
increased regulatory capacities. Metagenomes corresponding to the prior
period showed greater abundances of gene products related to the
metabolism of lipids and aromatic compounds, nucleic acids and
membrane transport, suggesting a microbial community specialized in
maintaining growth and metabolism at low temperatures. These
populations were replaced by microorganisms with a more diverse and
generalist metabolic structure in the warmer samples, represented by a
greater variability in metabolic functions and greater abundance of
genes related to transcription regulation. These results have shown that
the microbial communities of permafrost ancient layers can be used as
proxy for past paleoclimatic changes.

Keywords: Metagenomics. Paleoclimate. Holocene.
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1 INTRODUCAO

O permafrost ¢ definido como o tipo de solo que se mantém
permanentemente congelado (abaixo de 0°C) por pelo menos dois anos
consecutivos (JANSSON; TAS, 2014). Ocorre principalmente em
regides proximas dos polos, sendo mais comum no Artico, embora
também seja encontrado na Antartica e em regides montanhosas, como
os Alpes europeus, Patagonia, cordilheira dos Andes e Alpes do Sul da
Nova Zelandia (BOCKHEIM; MUNROE, 2014). Sua composi¢do pode
variar substancialmente de acordo com as caracteristicas do local,
podendo incluir, além dos proprios minerais que o compdem, grandes
quantidades de matéria orginica, como vestigios animais e vegetais,
metabolitos, fragmentos celulares ou mesmo tecidos e células inteiras,
dentre as quais destaca-se uma abundante biomassa de micro-
organismos.

As camadas de solo que permanecem congeladas ao longo das
estagdes podem variar em espessura e, geralmente, estdo associadas a
uma estratificacdo vertical no que diz respeito a idade do congelamento,
que pode atingir milhares a milhdes de anos. Os estratos mais
superficiais (e, portanto, congelados ha menos tempo), costumam
apresentar uma maior concentragdo de células microbianas, por estarem
mais proximos da camada ativa (i.e., a por¢do superficial do solo
suscetivel a agdo do tempo). Apesar disso, as camadas mais profundas (e
também mais antigas) podem conter grandes quantidades de micro-
organismos ativos (RIVKINA et al., 2000). Estas comunidades sdo de
grande interesse para estudos sobrevivéncia e adaptacdo a condicdes
extremas, além de representarem modelos de vida microbiana em
ambientes extraterrestres (GILICHINSKY et al., 2007).

Temperaturas abaixo de zero, pouca disponibilidade de agua
liquida e baixas taxas de nutrientes constituem condi¢des ideais para a
preservacdo de matéria organica, de modo que o permafrost representa
um enorme repositério de material bioldgico antigo. Esta biomassa
preservada pode incluir grandes quantidades de moléculas de DNA, que
podem ser recuperadas, sequenciadas e fornecer informagdes valiosas
sobre as condigdes ambientais em tempos passados. O sequenciamento
de material genético diretamente recuperado do ambiente denomina-se
metagendmica, e vem sendo cada vez mais empregada nos estudos de
diversidade microbiana. O mesmo termo ¢ comumente empregado para
referir-se a duas variacdes desta metodologia: a analise de todo e
qualquer material gendmico presente em uma amostra (metagenomica
shotgun), ou baseada na investigacdo de um unico ou mais genes de
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interesse (metagendmica fargeted) (OULAS et al., 2015). Esta ultima ¢
comumente aplicada em estudos de diversidade taxonomica, utilizando
o gene codificante para o0 RNA ribossomal 16S. A andlise do contetido
total de um metagenoma, no entanto, fornece uma gama maior de
informacdes sobre a comunidade microbiana, incluindo seu potencial
metabolico, funcional e ecoldgico.

Alguns estudos de metagendmica ja foram empregados com o
objetivo de acessar a diversidade funcional de comunidades microbianas
no permafrost, compreendendo as localidades do Artico canadense
(YERGEAU et al., 2010), do Alasca (MACKELPRANG et al., 2011;
LIPSON et al., 2013; TAS et al, 2014, HULTMAN et al., 2015;
JOHNSTON et al.,, 2016; TRIPATHI et al, 2018), da Suécia
(MONDAV et al.,, 2014b), da Sibéria (KRIVUSHIN et al., 2015), da
ilha de Svalbard, na Noruega (TVEIT et al., 2013, 2015) e do Planalto
do Tibete (GUAN et al., 2013). Na Antartica, esta abordagem foi
aplicada apenas muito recentemente: Bowman e Ducklow (2015)
utilizaram dados metagendmicos para descrever a estrutura metabodlica
das comunidades microbianas do permafiost da Peninsula Antartica,
porém utilizando a composi¢do taxondmica (via RNAr 16S) para
inferéncia de funcionalidade, e Goordial e colaboradores (2016)
compararam os perfis metabolicos de dois diferentes micro-habitats da
regido dos Vales Secos de McMurdo.

Nos tultimos 50 anos, t€ém-se observado que a camada ativa do
permafrost vem aumentando em diversas localidades devido a eventos
de aquecimento, resultando no descongelamento de extratos cada vez
mais profundos e na consequente exposi¢do do material conservado em
seu interior (KOHLER; KNORR; BARD, 2014). A reintrodugdo de
material organico, outrora inerte, na atmosfera, pode significar um
aumento substancial na emissdo de gases do efeito estufa, devido a
intensificacdo da atividade decompositora dos micro-organismos
(SCHUUR et al., 2015). Micro-organismos sdo bastante responsivos a
alteragdes ambientais, além de terem importancia fundamental no
balango energético, ciclagem de nutrientes e ciclos biogeoquimicos. O
Painel Intergovernamental de Mudangas Climaticas (IPCC) indicou a
Peninsula Antartica como uma das trés regides que passam por um
rapido aquecimento regional recente (“RRR warming”), isto ¢, um
aumento de temperatura superior a média global de aquecimento
(VAUGHAN et al., 2003). Sabe-se que a Peninsula Antartica passou por
outros dois eventos de aquecimento ao longo do Holoceno: entre 11 e
9,5 mil anos antes do presente (AP), ¢ de 4,5 a 2,8 mil anos AP
(BENTLEY et al., 2010). Uma vez que uma grande quantidade de
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material organico preservado pode ser recuperada a partir do permafiost,
a analise de metagenomas conservados em estratos de diferentes idades
na Peninsula Antartica pode revelar como as comunidades microbianas
responderam a estas altera¢des climaticas no passado.

1.1 OBETIVOS
1.1.1 Objetivo Geral

Investigar o perfil taxondmico e funcional das comunidades
microbianas do permafrost da Peninsula Antartica, em busca de
indicadores paleoclimaticos.

1.1.2 Objetivos Especificos

a) Analisar comparativamente metagenomas do sedimento marinho
moderno e de cinco estratos de permafrost da Peninsula Antartica
compreendendo diferentes idades dentro do Holoceno;

b) descrever a composicao taxonomica dos diferentes estratos;

¢) identificar sequéncias envolvidas em fungdes metabdlicas que
fornegam informagdes sobre caracteristicas do ambiente;

d) detectar possiveis alteragdes no perfil metabolico dos micro-
organismos entre os diferentes estratos;

e) correlacionar alteragdes de composicdo taxondmica e perfil
metabolico com dados climaticos e fisico-quimicos descritos para a
localidade em tempos passados.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 A ANTARTICA NO ECOSSISTEMA GLOBAL
2.1.1 O Continente dos Extremos

Embora seja popularmente conhecida como o continente mais
frio do planeta, a Antartica apresenta uma gama de condi¢des extremas,
além da temperatura, que representam um desafio a vida e a condugéo
de estudos na regido. E coberta, quase em sua totalidade, por um manto
de gelo alimentado continuamente pela deposi¢cdo de neve e geada, que
se mantém acumuladas devido as baixas temperaturas ao longo de todo
0 ano. A espessura deste manto varia de regido para regido, sendo mais
fino ao longo da costa, onde avanga para o mar mantendo-se unido a
borda do continente e dando origem a plataformas de gelo, que
constituem 11% da 4rea total da Antartica (TURNER et al., 2009). As
regides livres de gelo se resumem a cerca de 0,34% da area total do
continente (~45.000 km?) (CONVEY et al. 2014). Com excegdo da
por¢do norte da Peninsula Antartica, a maior parte do continente esta
localizada ao sul do Circulo Polar Antartico, que enfrenta
aproximadamente 24 horas de incidéncia de luz solar durante o verao
austral (nos meses de dezembro a junho) e aproximadamente 24 horas
de escuriddo continua durante o inverno austral. E atravessada por uma
cordilheira de montanhas rochosas, as Montanhas Transantarticas, que
separam o continente entre as regides Oriental e Ocidental. A Antartica
Oriental ¢ majoritariamente localizada numa regido de planalto, se
estendendo por cerca de mil quildometros ao redor do polo sul a uma
altitude média de 3.000 m acima do nivel do mar. A Antartica
Ocidental, apesar de muito menos elevada (em média 850 m), € também
altamente montanhosa e inclui o ponto mais alto do continente (o Monte
Vinson, de 4.892 m de altitude). Estas caracteristicas conferem a
Antartica a maior média de elevacdo de todos os continentes (cerca de
2.200 m acima do nivel do mar). Também se destaca como o continente
mais seco do planeta, com médias de precipitacdo anual de 200 mm ao
longo da costa. No interior do continente a precipitagdo ¢ ainda menor,
chegando a extremos de aridez em locais como os Vales Secos de
McMurdo, onde ndo chove ha cerca de 2 bilhdes de anos. (TURNER et
al., 2009).
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2.1.2 O Continente dos Micro-organismos

A Antartica ¢ tradicionalmente considerada um ecossistema
pobre, sobretudo devido ao seu isolamento geografico e condigdes
climaticas extremas. Entretanto, as pesquisas realizadas nas ultimas
décadas indicam que a Antartica apresenta ecossistemas complexos e
diversos, moldados justamente pelas condigdes extremas nos quais se
desenvolveram. Os micro-organismos formam a base dos ecossistemas
aquaticos e terrestres na Antartica, possuindo um papel fundamental nas
cadeias troficas e nos ciclos biogeoquimicos (WYNN-WILLIAMS,
1996). Sua notavel capacidade de adaptagido permite com que colonizem
praticamente qualquer tipo de ambiente, atuando como pioneiros nos
processos de sucessdo ecologica e facilitando o estabelecimento de
formas de vida mais complexas, embora muitos habitats antarticos ainda
sejam colonizados exclusivamente por micro-organismos. Sao
encontrados em veios de geleiras, lagos sub glaciais, solos congelados,
lagoas salinas, sitios geotermais na borda de vulcdes ativos e, de forma
particularmente abundante, no ambiente marinho. Embora os ambientes
mais isolados, geralmente, possuam uma baixa diversidade taxondmica,
o repertério metabolico dos organismos que os compdem ¢ bastante
vasto, indicando que poucas espécies sdo capazes de prover a maior
parte das fungdes necessarias para sustentar o ecossistema (WYNN-
WILLIAMS, 1996). Dentre as classes ambientais de micro-organismos
presentes nos ambientes antarticos, destacam-se, € claro, os psicrofilos
(capazes de manter o metabolismo em funcionamento mesmo sob
temperaturas abaixo de zero), mas também estdo presentes
psicrotolerantes, termofilos e hipertermofilos, acidofilos, halofitos e as
mais diversas classes metabolicas no que diz respeito a obtencdo de
energia e fontes de carbono. Por sustentarem a vida mesmo diante de
tantas condi¢des adversas, os ambientes antarticos e sua microbiota vém
sendo estudados no contexto da Astrobiologia como modelos de
ecossistemas extraterrestres (ANDERSEN, 2002; GILICHINSKY et al.,
2007).

A Antartica é apontada como o continente mais importante na
regulagdo do clima do planeta e na funcionalidade dos ecossistemas
ocednicos. A produtividade primaria nos oceanos do hemisfério sul
contribui com uma parcela significativa para as cadeias troficas
marinhas de todo o globo, além de participar em larga escala na
ciclagem de nutrientes e minerais e no sequestro do excesso de CO; de
origem antropogénica na atmosfera (WILKINS et al., 2012). Contudo,
tratam-se de ecossistemas particularmente sensiveis a alteracdes
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ambientais, e diversos estudos vém ressaltando a importincia de
compreender a extensdo com que sdo afetados, bem como as possiveis
consequéncias destes impactos sobre suas fungdes ecoldgicas locais e
globais (CLARKE et al., 2007; WILKINS et al., 2012; CAVICCHIOLI,
2015a; CHOWN et al., 2015; GOORDIAL et al, 2016;
MAKHALANYANE; VAN GOETHEM; COWAN, 2016).

2.1.3 Regulacio do Clima Global

(Todas as informagdes deste capitulo foram consultadas e
sistematizadas a partir da revisdo do Scientific Committee on Antarctic
Research, “Antarctic Climate Change and the Environment: A Contribution
to the International Polar Year 2007-2008”, TURNER et al., 2009).

O clima global ¢ majoritariamente influenciado pela quantidade
de radiacdo solar incidente de maneira desigual sobre a superficie
terrestre. A diferenga de temperatura entre os tropicos ¢ os polos da
origem a um padrao de movimentacdo de massas de ar conhecido como
Célula de Hadley, que atua transportando calor das baixas latitudes para
as altas latitudes, com a extensa cobertura de gelo das regides polares
funcionando como centros resfriadores do planeta. O ar resfriado das
regides polares, mais denso e comprimido, gera centros de baixa pressdo
sobre os polos, que em contraste com as altas pressdes originadas pela
ascendéncia de ar quente nas regides tropicais, provoca o deslocamento
das massas de ar no sentido dos polos por gradiente de pressdo.

No hemisfério sul, o efeito da for¢a de Coriolis gerada pela
rotagdo da Terra direciona as massas de ar em movimento para o leste,
dando origem aos Ventos do Oeste que incidem sobre a costa leste da
Antartica. Estes ventos possuem grande influéncia sobre as correntes
maritimas do hemisfério sul, pois deslocam as aguas superficiais das
regides polares provocando o ressurgimento de aguas profundas, mais
frias, densas e ricas em nutrientes. As aguas superficiais deslocadas
pelos Ventos do Oeste sdo desviadas para o norte pela for¢a de Coriolis
e alimentam a Corrente Circumpolar Antartica, que circunda
irrestritamente o globo conectando os oceanos Atlantico, Pacifico e
Indico, tornando-a a maior corrente ocednica do planeta (Figura 1).
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Figura 1. Dindmica de circulacio de massas de ar e correntes ocednicas influenciadas pela Antartica.
Adaptado de CAVICCHIOLLI, 2015b.
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A CCA mantém o continente isolado da influéncia de correntes
quentes das latitudes baixas, sendo a principal responsavel pela
manutengdo do manto de gelo da Antartica. O gelo oceanico também
possui grande importancia na regulacdo das correntes no hemisfério sul;
as aguas aquecidas provenientes das regides tropicais e subtropicais sao
resfriadas em contato com o mesmo e absorvem o sal ndo incorporado
durante o congelamento, tornando-se mais densas e afundando para dar
origem as aguas profundas que vém a tona nos eventos de ressurgéncia.

O deslocamento de aguas superficiais na costa leste da Antartica
pelos Ventos do Oeste ¢ determinado pelo Modo Anular do Hemisfério
Sul (MAHS), um padrido de oscilagdo ndo periddico decorrente de
anomalias de pressdo atmosférica de sentidos opostos. Um aumento de
pressdo nas regides subtropicais, acoplado a uma diminuicao de presséo
nas regides polares e subpolares, determinam a fase positiva do
fendmeno, e vice-versa. Sua intensidade depende do gradiente de
pressdo formado entre as altas latitudes (em torno do Circulo Polar
Antartico) e as médias latitudes (nas regides intertropicais). As
mudancas de fase do MAHS, bem como sua intensidade, sdo
responsaveis por uma parcela significativa da variabilidade climatica de
todo o hemisfério sul, sendo também fatores moduladores da circulagdo
termoalina (i.e., padroes de circulagdo de correntes ocednicas de acordo
com a temperatura e a salinidade da agua).

2.1.4 Importancia no Ciclo do Carbono

O conjunto de propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas
resultantes dos padroes de circulagio de massas de ar, correntes
maritimas e incidéncia solar tornam os oceanos do hemisfério sul os
mais biologicamente produtivos do planeta (CAVICCHIOLI, 2015). O
fenomeno de ressurgéncia de aguas profundas pelos Ventos do Oeste ¢
responsavel por grande parte desta caracteristica, trazendo grandes
quantidades de nutrientes as aguas superficiais que sdo distribuidas por
todo o hemisfério pela forte atuacdo da CCA. Destacam-se, também,
como um enorme sumidouro de carbono, responsavel por cerca de 30%
da absorcdo oceanica de CO, atmosférico, que ocorre tanto por
processos fisico-quimicos quanto por processos biologicos (SABINE et
al., 2004).

Através da fotossintese, o fitoplancton contribui massivamente
para esta conta, sendo varias ordens de magnitude mais eficiente do que
a assimilagdo fisico-quimica, que se da pela solubilizagdo do CO; na
agua. Os oceanos do hemisfério sul possuem baixa abundéncia de
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cianobactérias, de modo que os processos fotossintéticos significativos
sdo tipicamente conduzidos por algas eucaridticas. A capacidade de
absorcdo do carbono atmosférico pelo fitoplancton, no entanto, ¢
bastante limitada pelo inverno austral, em consequéncia dos longos
periodos de auséncia de luz. Durante os meses de inverno, os processos
fisico-quimicos passam a dominar a transferéncia de carbono da
atmosfera para os oceanos (a solubilidade do CO, ¢ inversamente
proporcional & temperatura da 4gua, de modo que aguas mais frias
possuem maior capacidade absortiva). A assimilagdo fisico-quimica,
contudo, compete com a transferéncia de CO no sentido inverso (dos
oceanos para a atmosfera), intensificada no inverno devido ao aumento
na taxa de ressurgéncia de aguas profundas. Além dos nutrientes, os
eventos de ressurgéncia também trazem a tona grandes quantidades de
carbono inorgénico dissolvido (CID), provocando a saturacdo das aguas
superficiais e diminuindo sua capacidade de solubilizagdo. Por esta
razdo, os oceanos do hemisfério sul sdo considerados como um
sumidouro fraco de carbono atmosférico durante o inverno austral
(CAVICCHIOLI, 2015). Em contrapartida, dois estudos recentes
conduzidos na regido da Peninsula Antartica (GRZYMSKI et al., 2012;
WILLIAMS et al., 2012) demonstraram que a comunidade microbiana
da superficie ocednica aumenta consideravelmente sua capacidade
metabolica de fixar CO;, por processos quimiolitotroficos durante os
meses de inverno, representando um sumidouro de carbono até entdo
desconsiderado.

2.2 MUDANCAS CLIMATICAS

2.2.1 Impactos sobre o Continente Antartico

(Todas as informagdes deste capitulo foram consultadas e
sistematizadas a partir da revisdo do Scientific Committee on Antarctic
Research, “Antarctic Climate Change and the Environment: A Contribution
to the International Polar Year 2007-2008”, TURNER et al., 2009).

A Antartica ndo apenas ¢ um dos continentes com maior
influéncia sobre o clima e a funcionalidade dos oceanos, como também
¢ uma das regides mais sensiveis a variagdes ambientais, em grande
parte devido aos padrdes de circulagdo de massas de ar e correntes
ocednicas descritos anteriormente. Um dos exemplos mais claros de
como o continente responde a alteragdes atmosféricas a nivel global
foram as anomalias provocadas pelo aumento da emissdo de
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cloroflurocarnetos (CFCs) no hemisfério norte a partir da década de 70,
acarretando na drastica deplecdo do ozoOnio atmosférico que se
concentrou sobre o Circulo Polar Antartico. O 0zo6nio atua como um
filtro a radiacdo ultravioleta e mantém a temperatura terrestre através do
efeito estufa, mantendo a radiag@o refletida pela superficie no interior da
atmosfera. O buraco na camada de ozdnio sobre a Antartica tem
aumentado a incidéncia de UV sobre o continente, a0 mesmo tempo em
que permite a dissipacdo dos comprimentos de onda mais elevados,
causando uma diminui¢do de temperatura acima da média dentro do
vortice polar formado durante a primavera. O resfriamento acentuado
provoca uma queda de pressdo atmosférica anormal sobre a regido,
aumentando o gradiente de pressdo que influencia a intensidade do
MAHS.

A vpartir do final dos anos 70, o MAHS tem apresentado uma
tendéncia cada vez mais positiva, provocando ventos mais fortes sobre a
costa da Antartica e intensificando as taxas de ressurgéncia de aguas
profundas, o que aumenta a concentracdo de CID na superficie do
oceano. Estudos realizados nas duas tltimas décadas demonstraram que
as taxas de CID na superficie dos oceanos aumentaram em todos os
pontos monitorados a latitudes superiores a 20°S no Oceano Indico, e
especificamente em latitudes inferiores a 40°S, aumentaram mais
rapidamente do que as taxas de carbono atmosférico desde 1991,
sugerindo que os oceanos do hemisfério sul vém lentamente se tornando
um sumidouro menos eficiente de CO».

Além da distribui¢do vertical de CO; e nutrientes, os padrdes de
circulacdo termoalina também influenciam os processos de formagdo de
gelo ocednico e, consequentemente, a temperatura da superficie
ocednica. As anomalias provocadas pelo buraco da camada de 0z6nio e
pela intensificacdo da positividade do MAHS séo distribuidas por todo o
hemisfério sul pela atuacdo da CCA, sendo inclusive acentuadas pelo
proprio fendmeno por conta do aumento do deslocamento das aguas
superficiais que compdem a corrente. Tipicamente, a CCA leva em
torno de dois anos para propagar anomalias de temperatura da superficie
oceanica do sul do Pacifico para o sul do Atlantico, mas o acoplamento
entre os hemisférios norte e sul também ocorre, numa escala de cerca de
uma década.

Diversas estagdes de pesquisa e programas de monitoramento
ambiental foram estabelecidas a partir do final da década de 50 em
consequéncia do Ano Internacional da Geofisica (1957-1958) da ONU,
de modo que a maioria das observacdes que descrevem a variabilidade
climatica do continente tiveram inicio nesta época. Desde entdo,
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varidveis como a temperatura atmosférica, do solo e da superficie dos
oceanos, extensdo da cobertura de gelo, avanco e retragdo de geleiras,
nivel do mar e taxas de precipitagio vem sendo acompanhadas
periodicamente numa tentativa de compreender os padrdes de
variabilidade natural e identificar a ocorréncia de anomalias ¢ suas
consequéncias. A Tabela 1 descreve algumas das principais tecnologias
atualmente empregadas no monitoramento de varidveis ambientais, € a
Figura 2 mostra a localizacdo de algumas Estagdes Meteorologicas
Automaticas distribuidas no continente antartico.

Tabela 1. Tecnologias de monitoramento de algumas varidveis ambientais
acompanhadas periodicamente no continente antartico. Elaborada pela autora.

TECNOLOGIA PARAMETROS MONITORADOS

Estacdes
Meteoroldgicas Pressao atmosférica, temperatura, umidade, ventos.
Automaticas
. Radiossondas: Perfil vertical de pressdo atmosférica,
Baldes . temperatura, ventos ¢ umidade.
Meteorologicos - o -
Sondas eletroquimicas: Ozonio atmosférico.
Parametros Atmosféricos: temperatura e composi¢do
(concentragdes de didxido de carbono, o6xido nitrico,
oxigénio, ozdnio, vapor de agua), inferidos a partir de
. medi¢des de incidéncia de radiagdo
Satélites

Parametros Oceanograficos: temperatura da superficie
(infravermelho térmico), conteido de gelo oceanico,
coloragdo (a partir da qual pode-se inferir a concentragdo
de clorofila).

Representacdes indiretas de temperatura e circulagdo
atmosférica, através de medigdes de contetido geoquimico
(is6topos, sal marinho, aerossois, calcio, nitrato).

Testemunhos de
gelo

Acumulag@o de neve, derretimento de gelo, avango e recuo

Radares de geleiras (estratigrafia e altimetria do manto de gelo).

Parametros da coluna d’agua: condutividade (a partir da
qual pode-se inferir a salinidade), temperatura, oxigénio
dissolvido, radiagdo fotossinteticamente ativa, nutrientes,
poluentes, carbono total, carbono organico e inorganico
dissolvido, alcalinidade, metais trago.

Sondas Oceanicas
(CTDs)

Marégrafos Variagdo das marés e nivel do mar.
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Figura 2. Localizacdo de algumas Estacdes Meteorologicas Automaticas na
Antartica. (Fonte: University of Wisconsin-Madison).

Alteragdes diversas t€ém sido observadas em toda a Antartica nas
ultimas décadas, mas a grande variabilidade natural do clima, aliada a
inexisténcia de dados de periodos anteriores, dificulta com que um
prognostico confidvel da extensdo do impacto das mudangas climaticas
sobre o continente seja concluido. Sabe-se, de forma geral, que algumas
regides da Antartica Maritima, sobretudo a Peninsula Antartica, t€m
demonstrado uma tendéncia anormal ao aquecimento, enquanto o
interior do continente ndo tem apresentado alteragdes conclusivas.
Acredita-se que a dindmica atmosférica sobre o continente,
especialmente no que diz respeito ao buraco da camada de ozbnio e a
formagdo do vortice polar, contribuem para mascarar mudangas mais
drésticas previstas por modelos computacionais, de modo que as regides
mais afastadas destas influéncias refletem mais claramente a forma
como sdo afetadas.

2.2.2 A Peninsula Antartica

Diferente das demais regides do continente, onde as evidéncias de
anomalias ndo sdo tdo claras e ndo ha consenso quanto as influéncias
antropogénicas no clima, a Peninsula Antartica ¢ uma das regides que
mais vem demonstrando alteragdes consideradas inconsistentes com a
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variabilidade climatica natural do continente. O ultimo Painel
Intergovernamental sobre Mudangas Climaticas (IPCC) aponta a
Peninsula Antartica como uma das trés regides do planeta que passam
por um rapido aquecimento regional recente: desde 1951, a média de
temperatura anual na Peninsula aumentou em 3°C, em contraste com 0
aumento de 0.6°C (+0.2) na média global apontado pelo IPCC.

A Peninsula Antartica ¢ a por¢do mais ao norte do continente,
sendo uma das poucas regides que experienciam temperaturas superiores
a 0°C durante o verdo. Banhada pelo mar de Weddel, a leste, e o de
Bellingshausen, a oeste, ¢ particularmente suscetivel a influéncias
maritimas de diversas fontes, além de possuir diversos arquipélagos que
se projetam sobre a Passagem de Drake, uma das zonas com as piores
condi¢des meteoroldgicas para navegacao do mundo. Por se tratar de um
prolongamento estreito da plataforma continental, rico em corregos de
degelo que se formam durante os meses mais quentes, ¢ naturalmente
propensa a erosdo da cobertura de gelo pela intrusdo de aguas de
temperaturas superiores a 1°C. Apesar da dinamica de retragdo e avango
de geleiras ser uma caracteristica natural da Peninsula Antartica, a
regido vem demonstrando uma tendéncia a perda da area de plataformas
de gelo (mais de 27.000 km? nos ultimos 50 anos) e a retragdo de
geleiras (COOK et al., 2005) (Figura 3).

Mesmo que estes dados sejam robustos e indiscutiveis, ainda
resta o questionamento da origem destas alteragdes: ainda nao € possivel
concluir se sdo oscilagdes naturais de aquecimento e resfriamento, ou se
realmente estamos diante de uma anomalia climatica provocada por
acdes antropogénicas. Estudos paleoclimaticos, que buscam a
reconstrugdo da dindmica das variaveis ambientais em tempos passados,
tém sido importantes na busca por respostas para esta questao.

2.3 PALEOCLIMA

(Todas as informagdes deste capitulo foram consultadas e
sistematizadas a partir da revisdo do Scientific Committee on Antarctic
Research, “Antarctic Climate Change and the Environment: A Contribution
to the International Polar Year 2007-2008”, TURNER et al., 2009).

O historico climatico e ambiental da Antartica ¢ uma importante
area de estudo no contexto de mudangas climaticas, permitindo
compreender a variabilidade natural do continente e determinar quando
mudangas podem ser consideradas anomalas.
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Figura 3. Mudancgas observadas na dindmica de geleiras da Peninsula Antartica ao
longo do tempo por latitude, medidas pela proporgdo entre recuo € avango (m.a”,
“melting/advance”) (Fonte: Cook et al, 2005).

Projecdes do IPCC para os niveis de CO; atmosférico preveem
concentracdes superiores a duas vezes as do periodo pré-industrial até o
fim do século presente. Uma composi¢do atmosférica semelhante sé
pode ser encontrada em registros geoldgicos anteriores a 34 milhdes de
anos, datacdo aproximada da formagdo das primeiras coberturas de gelo
da Antartica. Nos 150 milhdes de anos anteriores, o continente sofreu
intensas modificagcdes geologicas, incluindo a deriva continental em
decorréncia da fragmentagdo da Gondwana, a abertura da passagem de
Drake e o estabelecimento da Corrente Circumpolar Antartica. A intensa
atividade tectonica influenciou fortemente a composi¢do da atmosfera
do planeta durante todo este intervalo de tempo, sendo referenciado
como “greenhouse world” (mundo estufa) devido aos altos niveis de
CO; de origem vulcénica.



38

Os estudos do paleoclima neste periodo se baseiam na datacao de
is6topos presentes em sitios geoldgicos e registros fosseis, e indicam
que os ciclos glaciais-interglaciais tinham a duracdo de
aproximadamente 40 mil anos. Para tempos mais recentes (até 800 mil
anos), testemunhos de gelo (i.e., amostras obtidas por perfuracdes de
grandes profundidades) sdo capazes de prover informagdes precisas
sobre as condi¢des ambientais passadas usando indicadores indiretos,
como o conteudo de sal marinho, enxofre biogénico, diferentes
elementos em particulas de poeira e concentragdo de gases atmosféricos.
Estes registros revelam que no ultimo milhdo de anos os ciclos glaciais-
interglaciais passaram a ocorrer em intervalos de 100 mil anos,
indicando uma intensa mudanga na configuracdo de varidveis que
influenciam o clima do planeta.

Esta mudanca de frequéncia coincide com os ciclos de
Milankovich, modifica¢des periddicas na orbita da Terra, na escala de
milhares de anos, que influenciam a sazonalidade e o posicionamento
geografico da incidéncia de energia solar. Por este motivo, t€ém-se
especulado que as mudangas climaticas observadas nos ultimos tempos,
sobretudo no que diz respeito a perda da cobertura de gelo, fagam parte
da variabilidade natural do clima, induzida por alteragdes nos padrdes de
insolagdo causados pelos movimentos terrestres. Esta hipotese apresenta
diversas lacunas que ainda ndo podem ser totalmente explicadas pelos
ciclos de Milankovich, o que ressalta a importdncia de estudos
paleoclimaticos com foco no ultimo milhdo de anos.

2.3.1 O Holoceno

A Terra passou por 8 grandes transigdes de aquecimento-
resfriamento nos ultimos 800 mil anos, entre os quais os niveis de CO; e
temperatura média atmosférica oscilaram entre 180 ppm e 10°C nos
periodos glaciais, ¢ 300 ppm e 15°C nos periodos interglaciais.
Atualmente, vivemos em um periodo interglacial que teve inicio ha 21
mil anos, e os niveis modernos de CO; encontram-se na faixa de 380
ppm, sendo provavelmente os maiores dos ultimos 25 milhdes de anos.
A transi¢do do Ultimo Maximo Glacial para o atual periodo interglacial,
denominada Terminagdo I, ¢ um dos eventos paleoclimaticos mais bem
documentados de que se tem registro, tendo sido reconstruido com base
nos dados de testemunhos de gelo de mais de 10 perfuracdes
distribuidas ao longo de todo o continente (Figuras 4 ¢ 5).
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Figura 4. Registros paleoclimaticos da Terminagdo I, inferidos a partir de dados de
testemunhos de gelo: NGRIP — North Grip (Groenlancia), EDC — EPICA Dome C
(Antartica), EDML — EPICA Dronning Maud Land (Antartica). Amarelo: Insolago
em Junho a latitude de 60° (W/m?); Preto: mudanga global de nivel do mar (m);
Azul-cinza: porcentagem do is6topo 18 de oxigénio; concentragdo de gis metano
atmosférico (verde claro — NGRIP, verde escuro — EDC); Vermelho — concentragdo
de COz atmosférico (EDC e Vostok); fluxo de célcio ndo-marinho (Laranja — EDC,
marrom — EDML); Fluxo de calcio marinho (cinza claro — EDML, cinza escuro —
EDC); Azul claro — porcentagem do is6topo 18 de oxigénio (EDML); Azul claro —
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sdo indicadores de temperatura. (Fonte: Scientific Committee on Antartic Research).
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Figura 5. Localizagdo dos testemunhos de gelo a partir dos quais condi¢des
paleoclimaticas da Antartica podem ser inferidas. (Fonte: National Snow and Ice
Data Center).

2.3.2 O Holoceno na Peninsula Antartica

Durante o Ultimo Maximo Glacial (periodo entre 26,5 e 14,5 mil
anos), o manto de gelo da Peninsula Antartica avangou até a borda da
plataforma continental, tendo iniciado a retragdo em torno dos 14 mil
anos (BENTLEY et al.,, 2010). O Holoceno, periodo interglacial
presente, teve inicio ha aproximadamente 11,7 mil anos, e embora seja
reconhecido como um periodo de relativa estabilidade climatica, uma
analise mais atenciosa dos registros paleoclimaticos revelam que
diversas flutuagdes, ainda pouco compreendidas, marcaram a época de
forma bastante pronunciada.

O intervalo entre 11 mil e 9,5 mil anos é conhecido como o
Otimo Climéatico do Holoceno Inferior, caracterizado por alta
produtividade primaria documentada nos sedimentos marinhos ¢ de
lagos da regido da Antartica Oriental. H4 10 mil anos, a deglaciagdo
chegou a parte interna da plataforma na margem pacifica da Peninsula
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Antartica, e certas regides do arquipélago das Shetlands do Sul eram
livres de gelo até 9 mil anos. A exposicdo do sedimento ao longo da
Peninsula Fildes (Ilha Rei George) durante este periodo gerou padrdes
de estratifica¢do no sedimento de lagos a partir dos quais pode-se inferir
a variacdo do nivel do mar na época (Figura 6) (WATCHAM et al.,
2011).
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Figura 6. Representacdo esquematica de mudangas no nivel do mar na Ilha Rei
George, arquipélago das Shetlands do Sul, com base nos dados de sedimentagdo de
quatro lagos da Peninsula Fildes (Yanou Lake, Long Lake, Ardley Lake e Bélen
Lake). (Fonte: (WATCHAM et al., 2011)
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Em contrapartida, alguns registros demonstram que a transi¢do glacial-
interglacial ocorreu de maneira desigual em diferentes regides,
apresentando uma dindmica mais gradual ao longo da costa leste.

O periodo entre 9,5 e 4,5 mil anos demonstra padroes ainda mais
complexos de mudancas na Peninsula Antartica. O colapso da
plataforma George IV, por exemplo, s6 ocorreu apos o fim do Otimo
Climatico do Holoceno Inferior, enquanto a plataforma Larsen B
permaneceu intacta. Bentley e colaboradores (2010) sugerem que a
deglaciacdo tenha continuado ocorrendo, a taxas mais lentas e restrita a
margem oeste da Peninsula, até pelo menos 7-8 mil anos (idade
aproximada da reformagdo da plataforma George IV). Esta época
coincide com registros de intrusdo de aguas subpolares na plataforma
continental, tendo impacto sobre regides cuja cobertura de gelo era mais
fina. A expansdo glacial pode ser evidenciada mais significativamente a
partir dos 6 mil anos nas regides costeiras do norte da Peninsula, com
registros indicando um clima mais arido e frio e extensas coberturas de
gelo ocednico nas baias do entorno do arquipélago das Shetlands do Sul
(TURNER et al., 2009).

Um segundo evento de aquecimento significativo ocorreu a partir
dos 4.5 mil anos, conhecido como Otimo Climatico do Holoceno Médio.
Diferentemente do periodo anterior, o aumento de temperatura parece
ter impactado uma extensdo significativamente maior, incluindo
flutuacdes na plataforma Larsen A e o colapso da plataforma do canal
Prince Gustav, ambos localizados na por¢do leste da Peninsula.
Inimeros registros de rapida sedimenta¢do, aumento da produtividade
primaria e diminuicdo do gelo ocednico estdo presentes deste as
Shetlands do Sul até a ilha James Ross. A partir destes registros, Bentley
e colaboradores (2010) puderam estimar a datacdo ¢ a duracdo deste
evento em diversas localidades, compilando-os em um consenso
denominado “Mid-Holocene Hypsithermal”, i.e., uma média de
temperatura reconstruida a partir de dados paleoclimaticos (testemunhos
de gelo, sedimentacdo de lagos e ambientes marinhos e oscilagdo de
plataformas de gelo) (Figura 7).

Um breve intervalo neoglacial pode ser observado entre 2.5 e 1.2
mil anos, marcado pelo reavango de geleiras, gelo maritimo perene ¢ o
ressurgimento da plataforma Prince Gustav. No hemisfério norte, ha
registros de um periodo mais quente entre 1.2 e 0.6 mil anos,
denominado “Periodo de Aquecimento Medieval”, seguido de um novo
resfriamento entre 700 e 150 anos (“Pequena Era do Gelo”). Para a
Antartica, as evidéncias destes trés ultimos eventos sdo esparsas, € 0s
poucos registros existentes apresentam datagdes inconsistentes, ou
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mesmo a auséncia de datagdo. Os estudos que apontam para o recente
episodio de aquecimento regional na Peninsula enfatizam a necessidade
de ampliar o entendimento sobre o histérico climatico do Holoceno na
regido, permitindo que essas informacdes possam endossar os modelos
preditivos de variabilidade climatica.
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Figura 7. Consenso de temperatura para a Antartica ao longo dos ultimos 7 mil
anos, compilado a partir de dados de testemunhos de gelo, sedimentagdo de lagos e
ambientes marinhos e oscilagdo de plataformas de gelo em diversas localidades do
continente. MHH — Mid Holocene Hypsithermal. (Fonte: BENTLEY et al. 2010).

2.4 PERMAFROST

O permafrost (tipo de solo permanentemente congelado por pelo
menos dois anos consecutivos) ¢ um importante elemento da criosfera,
destacando-se na paisagem antartica por distribuir-se ao longo de
praticamente toda a area livre de gelo do continente. A camada mais
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superficial deste tipo de solo, denominada camada ativa, compde a
por¢cdo do substrato suscetivel a agdo do tempo, passando por
descongelamento periddico nas estagdes mais quentes. Dependendo da
composi¢do mineral, porosidade, quantidade de matéria organica e agua
definidas no momento do congelamento, os estratos mais profundos
podem sofrer infiltragdo a partir da camada ativa, gerando diferentes
estruturas que podem estar presentes no permafiost. Os processos de
modificagdo dos solos pelo derretimento de gelo e infiltragdo sdo
denominados crioturbacdo, e estdo representados na Figura 8§
(JANSSON; TAS, 2014).

Solos que atualmente encontram-se congelados podem ter sido
cobertos por vegetacdo ou agua em eras geologicas passadas. A
biomassa sedimentada ao longo de periodos mais quentes e soterrada
durante eventos de glaciagdo da origem a uma estratificagdo vertical
associada a idade de congelamento do solo: camadas mais profundas
representam depositos de materiais cada vez mais antigos. No Artico, ¢
possivel encontrar estratos de até 3 milhdes de anos, e na Antartica ja
foram datadas amostras de solo congelado ha 8 milhdes de anos.
Temperaturas abaixo de 0°C, pouca disponibilidade de agua liquida e a
baixa atividade metabolica microbiana no interior do substrato
constituem condigdes ideias para preservacdo de matéria organica,
representando um grande reservatorio de material bioldégico antigo. O
permafrost & capaz de preservar por milhares a milhdes de anos todo o
material biologico sedimentado, incluindo tecidos animais e vegetais,
metabolitos, acidos nucleicos ou mesmo células viaveis. A exemplo
disto, Willerslev e colaboradores (2014) conduziram um estudo de
reconstrugdo da diversidade vegetal na regido do Circulo Polar Artico a
partir do material preservado no permafrost, correlacionando-a com a
dieta da megafauna herbivora e dados climaticos dos altimos 50 mil
anos — periodo que inclui a chegada do Ultimo Maximo Glacial (21 mil
anos AP) e a transi¢ao para o Holoceno (periodo interglacial presente).
Outro exemplo notavel da capacidade de preservacdo de material
biolégico no permafirost foi a recuperagdo de sementes de Silene
stenophylla em solos congelados desde o Pleistoceno (30.000 anos) na
Sibéria, as quais germinaram com sucesso em laboratério (YASHINA et
al., 2012).
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Figura 8. a) Caracteristicas do permafrost geradas por processos de crioturbagio:
ice wedges formadas a partir da infiltracdo de agua de degelo em rachaduras do solo,
gerando padrdes poligonais na superficie, e thermokarst lakes, provenientes do
derretimento de ice wedges; b) poros e veios no substrato contendo agua liquida
devido a altas concentragdes de sais, servindo como habitat microbiano no
permafrost (Fonte: JANSSON; TAS, 2014);

Figura 8. (continuacdo) — ¢) e d) padrdes poligonais na superficie do solo gerados
em torno de ices wedges nas camadas mais profundas (Fonte: KANEVSKIY et al.,
2011; physicalgeography.net); e) detalhe de um ice wedge exposto devido a erosdo
do solo (Fonte: WORSLEY, 2014); f) thermokarst lakes originados a partir do
derretimento de ice wedges (Fonte: University of Alaska Fairbanks).
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2.4.1 Diversidade Microbiana no Permafiost

Os estratos mais superficiais do permafrost costumam apresentar
uma maior concentragdo de células microbianas, por estarem mais
proximos da camada ativa e, consequentemente, mais suscetiveis a
infiltracdo. Apesar disso, as camadas mais profundas (e também mais
antigas) também podem conter micro-organismos ativos, em zonas com
altas concentragdes de sais (que diminuem o ponto de congelamento da
agua) ou em veias ¢ bolhas formadas no gelo (Figura 8.b) (JANSSON;
TAS, 2014). A capacidade de subsistir neste tipo de ambiente diz muito
ndo apenas sobre os limites, mas também sobre a historia evolutiva da
vida na Terra — as baixas temperaturas ¢ a dessecag¢@o no interior do
substrato ocasionam uma drastica queda na atividade metabolica dos
micro-organismos ali presentes, levando-os a persistirem no ambiente
por tempos muito mais longos do que em outros habitats
(WILLERSLEV et al, 2004). Deste modo, muitas linhagens
sobreviventes no permafrost sdo bastante antigas e ndo apresentam
evidéncias significativas de evolucdo ou adaptacdo desde a época de
congelamento (GILICHINSKY et al., 1992), podendo ser consideradas
verdadeiros fosseis vivos. Organismos datados do Neogeno (3.5 milhdes
de anos), por exemplo, ja foram isolados a partir do permafrost da
Sibéria (SHI et al., 1997; ZHANG et al., 2013).

A maior parte das pesquisas envolvendo micro-organismos do
permafrost focam na diversidade taxondmica e capacidade de
sobrevivéncia a condi¢des extremas (GILICHINSKY et al., 1992, 2007,
RIVKINA et al., 2000; BAKERMANS et al., 2003; STEVEN et al.,
2008; TAS et al., 2014). A diversidade microbiana no permafrost pode
ser estudada por diferentes estratégias, que podem ser resumidas entre
técnicas dependentes ou independentes de cultivo. A parcela de micro-
organismos cultivaveis, no entanto, geralmente representa menos de 1%
da diversidade total em qualquer amostra ambiental, de modo que a
esmagadora maioria das espécies procariontes permanece oculta quando
investigada por técnicas dependentes de cultivo. Steven e colaboradores
(STEVEN et al, 2007) constataram, por exemplo, que bactérias
formadoras de endoésporos do filo Firmicutes predominavam entre os
isolados de permafrost do Artico canadense, embora demonstrassem
uma baixa representatividade quando avaliados por métodos
independentes de cultivo. Por esta razdo, técnicas moleculares vém
sendo cada vez mais frequentemente empregadas nos estudos de
diversidade, entre elas o sequenciamento de genes codificantes para o
RNA ribossomal 16S (RNAr 16S), que permitiu com que a composigdo
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das comunidades microbianas fosse determinada para diversos
ambientes outrora inexplorados, incluindo o permafrost (Figura 9).

A diversidade de bactérias no permafrost geralmente ¢ mais alta
do que a dos demais grupos microbianos, embora arqueias e virus
também sejam encontrados em abundéncia, assim como géneros ou até
mesmo filos ainda ndo caracterizados (JANSSON; TAS, 2014;
MONDAV et al., 2014). O grande volume de sequéncias com baixa
porcentagem de similaridade com organismos conhecidos nos bancos de
dados publicos ainda é um desafio enfrentado por quaisquer estudos
envolvendo sequenciamento direto de amostras ambientais. Também ¢
importante lembrar que baixas temperaturas constituem condi¢des ideais
para a conservagdo de moléculas de DNA (PEDERSEN et al., 2014), o
que facilita a recuperagdo de material genético das amostras, mas ao
mesmo tempo impossibilita avaliar se todas as sequéncias detectadas
pertencem a organismos vivos ou ativos. Para isto, as técnicas de
isolamento ainda apresentam grande valor (VISHNIVETSKAYA et al.,
2000).

2.4.2 O Permafrost no Contexto de Mudancas Climaticas

O interesse nas comunidades microbianas do permafiost t€m
aumentado recentemente no contexto de mudangas climaticas.
Observacdes do permafrost nos ultimos 50 anos tém indicado que a
camada ativa vem sofrendo um aumento de espessura em diversas
localidades, resultando no descongelamento de estratos cada vez mais
profundos e na consequente exposi¢do do material conservado em seu
interior (KOHLER; KNORR; BARD, 2014). A reintrodugio de material
organico, outrora inerte, na atmosfera, pode significar um aumento
substancial na emissdo de gases do efeito estufa, devido a intensificacao
da atividade decompositora dos micro-organismos (SCHUUR et al.,
2015). Diversos estudos tém se proposto a investigar a resposta dos
micro-organismos diante de possiveis impactos causados pelo
aquecimento global sobre solos congelados (MACKELPRANG et al.,
2011; COOLEN; ORSI, 2015; HULTMAN et al., 2015). A produgédo de
metano, por exemplo, demonstrou ser modulada por micro-organismos
em resposta ao derretimento do permafiost em trés diferentes estudos
(TVEIT et al., 2013; MCCALLEY et al., 2014; CREVECOEUR et al.,
2017).
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localidades, com base no sequenciamento de RNAr 16S. (Fonte: JANSSON; TAS,

Figura 9. Distribuicdo taxondmica de filos de bactérias no permafirost de diversas
2014).
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As comunidades microbianas sdo, de fato, extremamente
sensiveis a alteragdes ambientais, podendo responder de diferentes
maneiras as pressdes exercidas pelo ambiente. Oscilagdes na abundancia
de populagdes especificas, modificagdes de perfil metabodlico e
mudangas na concentragdo de elementos quimicos no solo e na
atmosfera sdo caracteristicas comumente exploradas com o intuito de
utilizar micro-organismos como indicadores de mudangas climaticas
(BARDGETT; FREEMAN; OSTLE, 2008). Uma vez que o permafrost
apresenta um rico conteiido de células microbianas e moléculas de DNA
conservadas ha milhares de anos, a analise de estratos de diferentes
idades pode revelar como as comunidades microbianas responderam a
alteragOes ambientais no passado.

2.5 METAGENOMICA

A metagendmica ¢ definida como a andlise direta do conteudo
gendmico de uma amostra ambiental, sendo uma das estratégias que
mais vem ganhando forca nos estudos de diversidade microbiana. O
termo comecou a ser utilizado para se referir ao sequenciamento de
DNA total de uma amostra, inicialmente realizado a partir da clonagem
de fragmentos aleatorios para montagem de bibliotecas contendo DNA
de varios organismos (“shotgun metagenomic libraries”) (KUNIN et al.,
2008). Atualmente, as técnicas de sequenciamento de nova geracdo
permitem a analise de metagenomas a partir de quantidades minimas de
DNA, sem a necessidade de amplificag@o e clonagem. Contudo, o termo
também pode se referir apenas ao estudo de genes de interesse em uma
comunidade, utilizando a Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) para
amplificagdo de sequéncias especificas. Esta abordagem ¢ denominada
“marker gene” ou “target metagenomics” de forma geral, mas o termo
“16S metagenomics” também pode ser encontrado, uma vez que a maior
parte destes estudos ¢ realizada sobre genes para o RNA ribossomal
16S. A andlise do conteudo total de metagenomas, por sua vez, ¢
denominada “full shotgun metagenomics” ou ainda “WGS (whole
genome sequencing) metagenomics” (OULAS et al., 2015).

A metagendmica shotgun ndo apenas fornece informagdes
taxondmicas sobre os micro-organismos de uma amostra, mas também
permite acessar sua diversidade funcional, isto é, o que a comunidade
microbiana ¢ capaz de realizar, em termos metabolicos e ecologicos.
Bowman e Ducklow (2015) destacam a importancia destas informagdes:
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O género de cianobactérias Trychodesmium, por exemplo, &
associado a baixa concentracdo de nitrogénio biodisponivel nos
oceanos tropicais e intertropicais. Porém, sdo as propriedades
metabolicas (p.ex. diazotrofia) do género, e ndo a sua taxonomia,
que fornecem uma ligacdo direta com as condi¢des ambientais. Para
compreender o papel das comunidades microbianas nos processos
biogeoquimicos, ¢ preferivel considerar sua estrutura metabdlica,
acima de sua estrutura taxonomica.

(BOWMAN; DUCKLOW, 2015)

Embora algumas fungdes metabodlicas e ecoldgicas possam ser
inferidas a partir do RNAr 16S, a metagendmica shotgun permite o
acesso a informagdes muito mais completas, precisas € com maior
resolucdo. Cada etapa deste tipo de analise, contudo, ¢ bastante
complexa e esbarra em dificuldades intrinsecas aos problemas da
Gendmica em geral, tais como a cobertura incompleta de genes, o
grande volume de dados e o pequeno tamanho das sequéncias geradas
pelas plataformas de sequenciamento atuais (MA; PRINCE;
AAGAARD, 2014a). Por ser uma area recente e em constante expansao,
as estratégias para a analise de metagenomas sdo vastas e diversificadas,
incluindo desde softwares especificos para cada etapa até pipelines
completos disponiveis online. Algumas possibilidades metodologicas
comuns serdo abordadas nas proximas sessdes, mas ¢ importante
lembrar que cada estudo pode aplicar as estratégias e ferramentas que
melhor se adequem as suas amostras € aos recursos computacionais
disponiveis.

2.5.1 Short Reads x Montagem de Sequéncias

A analise de metagenomas pode ser realizada diretamente sobre
short reads, i.e., sequéncias pequenas provenientes das plataformas de
sequenciamento de nova geragdo mais comuns (Roche 454, em torno de
300 pares de base, e l/lumina, em torno de 150 pares de base). Softwares
especializados neste tipo de andlise, como o HUMAnN2
(ABUBUCKER et al., 2012) ¢ 0o MEGAN6 (HUSON et al., 2016), por
exemplo, se baseiam no alinhamento de short reads contra sequéncias
de referéncia disponiveis nas bases de dados. Uma vez que sequéncias
curtas sdo pouco informativas, os algoritmos de busca devem ser
robustos ¢ as bases de dados bastante completas para promover um
alinhamento de qualidade, o que exige um enorme esforco
computacional. Além disso, a maior parte das bases de dados possuem
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um grande viés de informacdes para micro-organismos de ambientes
bem estudados, como o microbioma humano, por exemplo.

Por este motivo, a estratégia mais eficaz para metagenomas de
ambientes pouco conhecidos é a montagem de short reads em
sequéncias contiguas maiores (contigs), orientadas por regides de
sobreposicao (Figura 10). Desta forma, as informagdes dispersas nos
milhdes de fragmentos gerados pelo sequenciamento sdo reunidas em
segmentos maiores, concisos ¢ mais informativos, reduzindo a dimensao
dos dados e maximizando as chances de encontrar sequéncias similares
nas bases de dados. Este procedimento n3o ¢é exclusivo para
metagenomas — os primeiros algoritmos e softwares, na verdade, foram
desenvolvidos para a montagem de genomas completos, provenientes de
um Unico organismo. A performance destas ferramentas sobre short
reads derivados de metagenomas, contudo, era bastante limitada por
problemas intrinsecos a presenga de mais de um genoma na mesma
amostra. A ocorréncia de variagdes intraespecificas e grandes
similaridades interespecificas tornavam extremamente provaveis a
formagdo de quimeras, isto é, sequéncias montadas com fragmentos
provenientes de mais de um organismo. O maior problema, contudo,
reside na sub-amostragem de organismos pouco abundantes na
comunidade, levando a superestimagdo da representatividade de
organismos mais comuns. Com a popularizagdo da metagendmica, os
algoritmos de montagem passaram a ser modificados para atender
especificamente a estas dificuldades (OULAS et al., 2015).

Existem duas abordagens possiveis para o processo de
montagem: a orientacdo dos short reads utilizando um genoma (ou
metagenoma) como referéncia, ou a montagem de novo. O primeiro
trata-se de um procedimento relativamente simples e ndo muito
diferente de um alinhamento, mas exige que sequéncias de organismos
relacionados ja tenham sido estudadas e estejam disponiveis nas bases
de dados. A segunda abordagem é muito mais complexa e consiste em
buscar pequenas regides de sobreposi¢do contidas nos proprios reads.
As ferramentas mais comuns utilizam a implementag¢do de graficos de-
Bruijn (COMPEAU; PEVZNER; TESLER, 2011), algoritmos derivados
da teoria dos grafos que geralmente exigem grandes recursos
computacionais. Uma vez que sequéncias maiores (ou mesmo genomas
inteiros)  estejam montados, ¢é possivel identificar regides
correspondentes a janelas abertas de leitura (ORFs), sequéncias
regulatérias, RNAs ndo codificantes e outros elementos genomicos de
interesse. Este procedimento é comumente referenciado como “gene
calling” ou “gene prediction”, embora ndo seja limitado a busca por
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genes propriamente ditos. Estas sequéncias, por fim, podem ser
atribuidas a classifica¢cdes funcionais, metabolicas ou taxonOmicas,
processo denominado “anotagdo”.

e, = e mmEm = :
S = ] =a] o o I o
T ——t W = o
== - P S o
— — R [ wm
e .
Reads providos ao algoritmo Regides de sobreposicdo identificadas
Conexdes mais provaveis identificadas ‘*‘ e
* Reads conectados pelas

regides de sobreposicdo
Sequéncia consenso |

Figura 10. Procedimento de montagem de genomas a partir de short reads
provenientes das plataformas de sequenciamento. As regides de sobreposi¢do sdo

’

identificadas e a orientagdo mais provavel dos reads ¢ calculada por algoritmos
derivados da teoria dos grafos, denominados graficos de-Bruijn (conjunto de linhas
em cinza, que representam as possiveis conexdes entre as regides de sobreposi¢do
identificadas). (Adaptado de: COMMINS; TOFT; FARES, 2009).

2.5.2 Anotacio de metagenomas

Atribuir fungdes as sequéncias preditas ¢ um dos procedimentos
mais complexos, custosos € ao mesmo tempo mais cruciais para a
analise de metagenomas. O processo de anotagdo baseia-se em dois
pilares principais: a(s) base(s) de dados a partir da(s) qual(is) serdo
inferidas as informagdes sobre a sequéncia, ¢ o método de busca
aplicado para acessar estas informagdes. As diversas ferramentas
atualmente disponiveis para anotagdo de sequéncias basicamente se
resumem a implementacdo sistematizada das principais metodologias de
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busca ja consolidadas sobre diferentes bases de dados. Os métodos
BLAST (ALTSCHUL et al., 1990), BLAT (KENT, 2002) e DIAMOND
(BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015), por exemplo, consistem em
variagdes de algoritmos de alinhamento par-a-par baseados na
similaridade entre sequéncias. O método HMMER (EDDY, 1995), por
sua vez, utiliza modelos probabilisticos baseados em cadeias de Markov
(profile Hidden Markov Models) para identificar perfis de distribuicao
de nucleotideos ou aminoacidos entre sequéncias. Profile HMMs tém
uma extensa aplicacdo na identificagdo de sequéncias remotamente
relacionadas (JOHNSON et al., 2006), uma vez que ndo depende da
similaridade direta entre as mesmas.

A escolha da base de dados depende dos objetivos do estudo, mas
ndo é uma tarefa tdo trivial quanto parece. Existem bases de dados
especificas para informagdes taxondmicas, funcionais, familias ou
dominios proteicos, rotas metabolicas, bem como consorcios que
buscam reunir estas informagdes de forma integrada e compreensiva
(Tabela 2). Embora a maioria das bases de dados estejam disponiveis
através de diferentes ferramentas, versdes, formatos e tamanhos, o
processo de anotagdo ainda € um dos gargalos da analise de
metagenomas, € ndo apenas pela exigéncia de recursos computacionais.
Os passos subsequentes frequentemente esbarram em dificuldades
relacionadas a nomenclatura, formatacdo de dados e, principalmente, a
falta de intercomunicacdo entre as proprias bases de dados e suas
implementa¢des. A constru¢do e a manutengdo de uma base de dados
exigem uma curadoria criteriosa e a constante revisdo e atualizacdo de
informagdes, de modo que a sistematizagdo do enorme volume de dados
de sequenciamento, depositados diariamente nas bases de dados
publicas, ainda ¢ uma tarefa em aberto sem perspectivas de resolugao.

2.5.3 Mapeamento de reads

O termo “profundidade da cobertura” refere-se ao ntimero de
reads sequenciados para uma determinada regido do genoma (Figura
11). Trata-se de uma métrica utilizada para avaliar a qualidade de uma
montagem, i.e., se a quantidade de reads sequenciada foi capaz de cobrir
a regido de interesse em numero suficiente para que a sequéncia
consenso resultante seja considerada confiavel. Para a metagenomica,
este nimero pode ser utilizado para estimar a abundancia de micro-
organismos, genes, fungdes, ou quaisquer outros elementos gendmicos
de interesse. Este procedimento ¢ denominado “read mapping”
(mapeamento de reads) e consiste no alinhamento dos reads usando as
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TAXONOMIA ANOTACAO FAMILIAS DE ROTAS .
MICROBIANA FUNCIONAL PROTEINAS METABOLICAS CONSORCIOS
W_Mﬁ%oﬁmm.ﬁwm KEGG NCBI (National Center for
Silva (PRUESSE yelop Pfam (FINN et Biotechnology Information)
Genes and Genomes) (KANEHISA et al.,
etal., 2007) (KANEHISA et al al., 2016) 2000) (NCBI RESOURCE
” COORDINATORS, 2017)
2004)
RDB (Ribossomal EMBL-EBI (European
Database Project) ~ SEED (OVERBEEK, ~ LmiProt Sefat ye Molecular Biology
(BATEMAN et (KRIEGER et al.,
(MAIDAK etal.,  2005) 1. 2017) 2004) Laboratory — European
1996) al, - Bioinformatics Institute)
GreenGenes _ InterPro
(DESANTIS et »m.m?OO Ec.mw._,.? (HUNTER et al., W»sﬁwia (CROFT Gene O..S_e,mv~
al., 2006) CEPAS et al., 2016) 2009) etal., 2014) (ASHBURNER et al., 2000)

Tabela 2. Algumas das principais bases de dados utilizadas para anotacdo de genomas e metagenomas, de acordo com
suas funcionalidades. Fonte: elaborado pela autora.
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Figura 11. Representac@o esquematica do conceito de “profundidade da cobertura”
(Fonte: QIAGEN Webinar Series).

proprias sequéncias montadas e anotadas como referéncia. Os resultados
obtidos pelo mapeamento devem ser trabalhados por critérios muito
atenciosos de normalizagdo, de forma a ndo subestimar (ou
superestimar) a representatividade de uma sequéncia no metagenoma
(MARTIN et al, 2012). O método de normalizagdo mais comum
consiste no somatério do total de bases de todos os reads mapeados
contra uma determinada regido, dividido pelo tamanho (nimero de
bases) desta regido (YARYGIN et al., 2017).

2.5.4 Pipelines completos

O fluxo de trabalho completo para a analise de metagenomas ¢é
denominado pipeline. Os procedimentos descritos anteriormente sao
apenas alguns dos passos mais comuns de um pipeline tipico. Passos
adicionais podem incluir a aplicagdo de filtros para excluir sequéncias
de baixa qualidade (#rimming), a remogao de sequéncias redundantes
(de-replication) ou de sequéncias que ndo interessam ao estudo
(screening) (provenientes de contamina¢do, por exemplo), € o
agrupamento de sequéncias que pertencem a um mesmo genoma
(binning). Oulas e colaboradores (OULAS et al., 2015) sistematizam
estes passos e exemplificam algumas ferramentas disponiveis para a
realizagdo de cada um deles na Figura 12. De acordo com Ma e
colaboradores (2014):
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Cada uma destas tarefas ¢ realizada por softwares especificos
que requerem instalagdo, configuragdo e integracdo. E uma tarefa
assustadora até mesmo para especialistas em bioinformatica. Muitos
grupos de pesquisa constroem pipelines de analise escolhendo as
ferramentas para cada tarefa de acordo com suas proprias
experiéncias. Para um laboratério sem suporte de bioinformética,
pode ser dificil realizar analises significativas com grandes volumes
de dados.

(MA; PRINCE; AAGAARD, 2014)

Desta forma, muitas ferramentas estdo disponiveis para a analise
completa de metagenomas, utilizando servidores remotos e pipelines
automaticos. Exemplos incluem o MG-RAST (Metagenomics RAST
Server, MEYER et al., 2008), o EBI Metagenomics (MITCHELL et al.,
2018) ¢ o IMG/MER (CHEN et al., 2017). Estas ferramentas tornam a
analise de metagenomas muito mais acessivel para grupos de pesquisa
com poucos recursos computacionais ou expertise em bioinformatica,
mas ainda apresentam diversas limitagdes. As metodologias
implementadas apresentam variagdes de performance para cada tipo de
dado e ambiente, e o ajuste de pardmetros nem sempre apresenta opcdes
flexiveis; um pipeline unificado estd longe de ser aplicavel para todo e
qualquer metagenoma. Uma analise robusta e a interpretagdo adequada
dos resultados ainda requerem um conhecimento aprofundado dos
conceitos envolvidos, de modo que a automatizagdo de andlises
metagendmicas representa um topico contraditorio.



57

(10T T8 312 SYINO :91U0,]) "9judwijenje SI9AIUOdSIP SejuoweIof

9p sojduroxa wod ‘SodTuQuUSeIoW SOPEP AP IsI[euk Bp seorseq sede)o se opuejuasardor oxnpy op ewreidei( ‘g eandig

—-_l

SONVATIS ‘solwousbejew (g3 pue
LSVY-OW ‘VEINYO "HIWIONII :SI00L
Bupeys pue afielo)s ‘yuawabeuew ejeq

h—

Lonejouue [eUORIUN.S LSVHONW )

ouclisu] ‘WYHHEIL PUB WYd ‘DOMID00 ‘Boubbs ‘G33S ‘993 ‘seseqejeq
IWIOWI 31001

N
NI 'SONVATIS S00L

sajsnels iSj|nsai Jo |ensiA

uonoipaud Juswajs Aioyeinbeu pue suss) ‘r

:sauab Bupoa uidjosd pajoipaid ay) 03 Bisse |euoy El pue sisAjeue |eonsnels
dr ‘..
d4ay JIEET) SONVATIS ‘FNIIY) :S|00L SONVATIS ‘INIID
SO Tl PUB L) 5]00, uesgeusobeLy ‘VATIS ‘seseqejeq d@y ‘souebuvels '$/00L "LSNTON
“uoREDHUBPI 5j001 “UOISYNY) /00 ‘VATIS :seseqeieq - IswyLob)y
JUBWIBI YdHINE “u:_._muc suso :uonoipaid sSyN} Jalssep 4ay ‘1Syng buisn :Bupjoid pue
| A(Y3moW ‘el :leucpclo ‘(WNN4) YNY [ewosoqry SNLO Jo Juswubisse djwouoxe | Bupaysnid NLO

Auiouoxe) pue Bupjad N0

L}

1-aq

)
1e)snjOBIOW pue IGUWAYd HLYdTTY FNNO ‘asIoNuodydwy S/00]
6urdnosb pue uoyonisuove sousnbes ‘SWVTO "WOS: ‘an-vaai ‘siooL ‘pepuadep >.mo_o_._:n.§ :Buisjou-aq
:Bujuuig :Alquassy ) o
‘ﬁ [eAOWal SION ‘ﬁ
) 1SNa ‘sjooL A [
U i :8/00, XLSYH/0L18V ‘S100L
|eACWd) ﬁWﬂﬂ_w“._wMﬂ_wLw L buissadoidaiy :suoibai Kyijenb
peal ajeaiidng -mo| Bupuwiny

-moj| Bujwwiy
J

solwouabejaw unbjoys

sojwousbejaw auah-1axiep

_ﬁ_ll;

ejep Buiouanbas I_L v

uoljesauab Jxap







59

3 METODOLOGIA
3.1 COLETA E PROCEDIMENTOS DE BANCADA

A coleta das amostras e os procedimentos de bancada (extra¢do
de DNA e sequenciamento) foram realizadas em uma etapa anterior
deste trabalho (DUARTE, 2010), cujo foco ¢ a analise in silico dos
dados gerados.

As amostras de permafirost utilizadas neste projeto foram
previamente coletadas durante a Operacdo Antartica Brasileira XXVII e
a 54* Expedi¢cdo Antartica Russa, que ocorreu no verao austral de 2008-
2009. A coleta de amostras fez parte de um projeto conjunto entre o
Laboratorio de Ecologia Microbiana (Instituto Oceanografico — USP) e
o Laboratorio de Criossolos do Instituto de Problemas Fisico-quimicos e
Biolégicos do Solo (Moscow State University, Rlissia). A amostragem
foi realizada nas imediac¢des da Estacdo Antartica Russa Bellingshausen,
na Ilha Rei George, Peninsula Antartica (Figura 13) e compreende 5
estratos de profundidades entre 4,6 ¢ 9,2 metros abaixo da superficie do
solo, constituindo a perfuragdo de codigo A1-09 da 54* Expedicdo
Antartica Russa. Além destes, uma amostra de superficie do sedimento
marinho da Baia Maxwell, denominada B2, foi coletada no verdo
2011/2012 por pesquisadores do Laboratério de Criossolos, de modo a
representar o sedimento marinho moderno para comparacdes entre as
comunidades microbianas do presente e do passado (Figura 14). A
datac@o das amostras de permafiost foi realizada através da analise de
radioisotopos em espectrdmetro de massa com acelerador (Accelerator
Mass Spectrometry - AMS) no Swiss Federal Institute of Technology
Zurich (ETHZ) sob o cédigo UZ-5776/ETH-39470 (ABRAMOV et al.
2011).

O permafrost a exatos 9,0 m de profundidade indicou uma idade
de congelamento de 7485+40 anos antes do presente (ABRAMOV et al.
2011) e dados geoldgicos indicam que a taxa de sedimentacdo foi
razoavelmente constante ao longo do tempo. Dessa forma, as datagdes
das demais amostras de permafrost foi estimada com base na amostra de
7485 anos (aproximado para o valor de 7500 anos). As data¢des indicam
a idade aproximada em que os sedimentos foram congelados: 2250 anos
antes do presente na amostra mais superficial (P13) até 7500 anos antes
do presente na amostra mais profunda (P17) (Tabela 3).
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Figura 13. a) Mapa da Antartica indicando a localizagdo da Ilha Rei George (King
George Island); b) Mapa da Ilha Rei George indicando o ponto de coleta das
amostras de permafrost P13-P17 (circulo vermelho) e do sedimento marinho
moderno B2 (circulo amarelo). Fonte: Alexrk2, Wikimedia Commons CC BY-SA

3.0; Giovanni Fattori, Wikipedia, CC BY-SA 3.0.
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Figura 14. a) Fotografia da area de coleta proxima a estacdo russa Bellinsgausen,
Ilha Rei George, Antartica; b) Equipamento de perfuracdo a seco utilizado na coleta
das amostras de permafrost; ¢) Detalhe do testemunhador utilizado na perfuragao;

d) Exemplos de algumas amostras de permafrost coletadas; e) Procedimento de
descontaminagdo da superficie do permafirost. (Fonte: Acervo pessoal do Prof.
Rubens Duarte).

Tabela 3. Amostras de sedimento marinho e permafiost utilizadas neste trabalho.

Idade estimada

Amostra Coordenadas Profu(l:li)idade (Anos antes do
presente)

B2 62°20'16"S; 58°93'87"0 Om Sedimento atual
P13 62°19'68"S; 58°96'62"0O 4,6 m 2.250 anos
P14 62°19'68"S; 58°96'62"0 5,8m 3.100 anos
P15 62°19'68"S; 58°96'62"0O 6,9 m 4.300 anos
P16 62°19'68"S; 58°96'62"0 8,1m 5.600 anos

P17 62°19'68"S; 58°96'62"O 9.2m 7.500 anos




62

Apbs a coleta, as amostras foram descontaminadas conforme
descrito em Duarte (2010), armazenadas em freezer a -20°C e
transportadas ao laboratério de Ecologia Microbiana da Universidade de
Sdo Paulo, onde permaneceram sob congelamento até a realizacdo da
extragdo de DNA e sequenciamento. A extragdo do DNA foi realizada
em triplicatas de 10g cada com o kit PowerMax Soil TM DNA (Mo Bio,
USA), e em seguida o DNA foi purificado com o kit DNA Clean &
Concentrator TM (Zymo Research, USA).

O sequenciamento de genoma completo (WGS) das amostras foi
realizado pela plataforma Illumina HiSeq 2000, no Laboratorio Central
de Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD —
Unicamp, SP), através de terceirizagdo de servigo. Os kits Illumina
utilizados para preparagdo de bibliotecas de DNA geraram fragmentos
paired-end com reads de até 2x 100 pb.

3.2 ANALISES IN SILICO
3.2.1 Hardware
Trés computadores foram utilizados nas analises de dados:

1) Dell Inspiron, processador Intel Core 17-3537U 2.00 GHz, 8Gb
de RAM e HD de 1 Tb, sistema operacional Bio-Linux 8, desktop do
Laboratério de Ecologia Molecular e Extremofilos, Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP) do Centro de Ciéncias
Biologicas da UFSC;

2) Sony VAIO modelo SVF15A1CSE, processador Intel Core
173537U 2 GHz, 8Gb de RAM e HD de 500Gb, sistema operacional
dual boot com Bio-Linux 8 ¢ Windows 10 Home, laptop pessoal da
autora;

3) Dell PowerEdge R910 com 4 Processadores Intel Ten-Core
Xeon E7-4870 2.40GHz, 30M cache, 6.4 GT/s QPI, Turbo, HT,
1066MHz MaxMem 512GB de Memoria (32 x 16GB), 1066 MHz,
Quad Ranked RDIMMs Low Voltage, 4 Discos Rigidos de 600GB 10K
RPM SAS 6Gbps 2.5 in Hotplug, acoplado a um Dell PowerVault
MD1200 com 12 discos rigidos de 2Tb cada, modelo Near Line SAS
6Gbps 7.2K 3.5 polegadas. O servidor Dell PowerEdge faz parte do
Centro de Facilidades de Apoio a Pesquisa (CEFAP) da Universidade de
Sdo Paulo (USP), sendo acessado remotamente via protocolo ssh.
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3.2.2 Pré-processamento das sequéncias

Os reads gerados para cada amostra foram pré-processados para
remocdo de sequéncias de baixa qualidade com base em score Phred
através do software Mothur (SCHLOSS et al., 2009), utilizando um cut-
off de média inferior a 20 (i.e., probabilidade de erro de 1:100). De
modo a maximizar as chances de encontrar sequéncias similares nas
bases de dados atuais, decidiu-se por realizar a montagem das
sequéncias (assembly) em contigs de maior tamanho, utilizando
algoritmos de montagem de novo por graficos de-Bruijn através do
software IDBA-UD v.1.1.1 (PENG et al., 2012). Cada contig resultante
do processo de montagem foi submetido a um processo de predi¢do de
genes pelo software FragGeneScan (RHO; TANG; YE, 2010). Os
comandos utilizados em cada programa, seus respectivos parametros e
os passos intermedidrios necessarios para estes procedimentos
encontram-se detalhados no Apéndice A.

3.2.3 Anotagdo das sequéncias do metagenoma

A anotagdo das sequéncias de cada metagenoma foi realizada
utilizando duas abordagens: um pipeline online automatico, e um
pipeline proprio aplicado localmente.

A primeira abordagem consistiu em submeter os reads brutos
(sem passar pelo pré-processamento) diretamente ao pipeline do MG-
RAST. Este método tem a vantagem de utilizar um conjunto de
algoritmos especificamente desenhados para a anotagdo de reads curtos
(~50 pb), como é o caso do sequenciamento na plataforma Illumina
HiSeq, além de quantificar automaticamente a abundancia de cada gene
identificado no metagenoma. Entretanto, o processamento dos dados
ndo ¢ imediato devido ao grande numero de usudrios, obrigando o
usuario aguardar o inicio das analises por uma média de 2 a 6 meses.

A segunda abordagem consistiu no processamento local, isto ¢, o
pré-processamento das sequéncias conforme descrito no item 3.2.2, ¢ a
anotagdo das sequéncias geradas utilizando diferentes opgdes de
ferramentas disponiveis. Esta abordagem tem a vantagem de permitir
flexibilidade no uso de algoritmos e parametros de anota¢do, bem como
na escolha de bancos de dados mais adequados para interpretacdo dos
resultados. O principio motivador da busca por diferentes metodologias
foi determinar um método de anotac¢do e bases de dados capazes de
classificar o maior nimero de sequéncias possivel sem exigir um
esfor¢o computacional excessivo; por esse motivo, o método BLAST e
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demais ferramentas dependentes do seu algoritmo foram descartadas. A
ferramenta online eggNOG-mapper (HUERTA-CEPAS et al., 2017) foi
utilizada para anotar sequéncias aminoacidicas resultantes do processo
de predicdo de genes com o FragGeneScan através do método de
mapeamento rapido DIAMOND, uma vez que o modo HMMER s6 esta
disponivel para um ntimero maximo de 5.000 sequéncias. As mesmas
sequéncias foram anotadas localmente através dos sofiwares Prokka
(SEEMANN, 2014) e InterProScan (QUEVILLON et al., 2005), neste
ultimo utilizando as bases de dados Pfam, InterPro, Gene Ontology,
KEGG Pathways, MetaCyc e Reactome. O MEGANG foi testado apenas
para a visualizag¢@o de dados, sobre os resultados obtidos pelo eggNOG-
mapper ¢ InterProScan.

3.2.4 Mapeamento de reads

De modo a recuperar os dados quantitativos, perdidos durante o
processo de montagem devido a propria natureza do algoritmo, os reads
foram mapeados contra as sequéncias nucleotidicas geradas pelo
FragGeneScan. Para isso, utilizou-se o sofiware Bowtie2
(LANGMEAD; SALZBERG, 2012) em conjunto com o pacote de
algoritmos SAMTools para edicdo de arquivos em formato SAM
(Sequence Alignment/Map) (LI et al., 2009). Os comandos e pardmetros
utilizados encontram-se detalhados no Apéndice A.

3.2.5 Pés-processamento

Os procedimentos descritos nas proximas sessoes dizem respeito
as anotagdes geradas pelo InterProScan utilizando a base de dados Pfam.
Os critérios de escolha da ferramenta estdo descritos na sessdo 5.1
(Discussao Metodologica).

A contagem de reads atribuida a cada sequéncia pelo Bowtie2 foi
acoplada ao arquivo proveniente do processo de anotacdo utilizando
comandos em linguagem Bash (detalhados no Apéndice A). Reads
mapeados contra diferentes sequéncias com a mesma anotacdo foram
somados para representar a contagem total do produto génico
(familia/dominio proteico) no metagenoma. Nos casos em que uma
mesma sequéncia recebeu mais de uma anotagdo (por exemplo, quando
a sequéncia completa corresponde a uma familia de proteinas e também
possui um dominio proteico anotado), o numero de reads foi
contabilizado para cada diferente anotag¢do. O termo OFU (Operational
Functional Unif) passara a ser empregado para se referir, de forma
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generalizada, as anotagdes realizadas de acordo com a base de dados
Pfam em niveis funcionais distintos (familias ou dominios proteicos). O
termo proposto € uma alusdo a sigla OTU (Operational Taxonomic
Unif) utilizada para se referir a um conjunto de sequéncias génicas
correspondentes ao RNAr 16S, agrupadas por similaridade quando o
nivel taxondmico nao pode ser definido.

3.2.6 Selecao de dados

A contagem absoluta de reads atribuida a cada OFU
(Identificador Pfam) pelo processo de mapeamento foi transformada em
abundancia relativa utilizando a normalizagdo proposta por Yarygin et
al. (2017), que pondera a representatividade dos reads no metagenoma
de acordo com o tamanho da sequéncia ao qual foram mapeados:

Y Reads Mapeados X Taman do read

Abundincia Relativa = —
Taman da sequéncia X Y. Total de reads

Na formula acima, o somatdrio do total de reads incluiu mesmo
aqueles que ndo foram mapeados contra sequéncias anotadas.

Os valores obtidos para cada OFU foram normalizados pela soma
da abundancia relativa de todas as OFUs do metagenoma, para que
pudessem ser comparados entre metagenomas de diferentes tamanhos:

Abundancia Relativa X 100

A.R. Normalizada=

> Abundiancia relativa de todas as OFUs

A partir dos valores normalizados, foram calculadas proporgoes
de distribuicdo de cada OFU entre as amostras, dividindo o valor de
abundancia de cada OFU em cada amostra pelo somatério dos valores
de abundancia daquela OFU entre todas as amostras:

A.R.N. na amostra

Distribuicdo =
> A.R.N. em todas as amostras

OFUs com até 90% de distribuicdo em uma unica amostra foram
consideradas exclusivas daquela amostra e analisadas separadamente.
Para as demais, foram calculados a variancia e o desvio padrdo, ¢ a
partir da ordenagdo dos valores de desvio, foram considerados dois
subgrupos para analise: 25% das OFUs mais diferencialmente
distribuidas entre as amostras (i.c., valores acima do terceiro quartil do
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desvio padrdo), e 25% das OFUs mais homogeneamente distribuidas
entre as amostras (valores abaixo do primeiro quartil do desvio padréo).

Para ambos os subgrupos, os identificadores relacionados a cada
OFU anotada foram manualmente consultados online na base de dados
Pfam, e as informagdes disponiveis foram utilizadas para atribuir, a cada
sequéncia, uma nomenclatura referente as 27 categorias de primeiro
nivel do SEED Subsystems. A abundincia de cada categoria foi
calculada somando-se os valores de abundéancia relativa normalizada de
todas as OFUs classificadas dentro de um mesmo grupo funcional. Os
resultados referentes aos 25% das OFUs mais diferencialmente
distribuidas foram utilizados para construir uma tabela de abundancia
diferencial, a partir da qual foi realizada a visualizagdo dos dados ¢ a
andlise de estatistica multivariada.

3.2.7 Estatistica Multivariada

A diversidade funcional das amostras de permafrost e sua
correlagdo com os parametros fisico-quimicos foi avaliada através de
estatistica multivariada no software Canoco v4.5 (LEPS; SMILAUER,
2003). Para isso foi realizada uma analise de componentes principais
(PCA) utilizando a abundéncia de OFUs em cada categoria funcional
como dados bioldgicos e os resultados das analises fisico-quimicas
como variaveis explanatorias. Os dados bioloégicos foram transformados
pelo célculo da raiz quadrada dos valores ¢ os dados fisico-quimicos
foram convertidos em moddulo. Nesta andlise a amostra de sedimento
marinho moderno B2 foi excluida por ndo possuir dados fisico-quimicos
avaliados.



67

4 RESULTADOS
4.1 PRE-PROCESSAMENTO

As amostras submetidas ao pipeline automatico do MG-RAST
ndo apresentaram resultados satisfatorios com relagdo ao controle de
qualidade (Tabela 4). A ferramenta utiliza o método DRISEE
(KEEGAN et al., 2012), que embora seja mais eficiente para deteccao
de erros em sequéncias metagendmicas, demonstrou-se demasiado
rigoroso para as sequéncias do permafrost. Uma vez que as amostras do
permafrost datam de milhares de anos, era esperado que uma grande
parcela das sequéncias obtidas ndo encontrasse correspondentes nas
bases de dados atuais, dificultando o processo de anotagdo. Como a
identidade precisa das sequéncias ndo ¢ de importancia fundamental
para este trabalho, considerou-se mais adequada a aplicagdo de um filtro
de qualidade mais flexivel, que mantivesse um namero maior de
sequéncias mesmo sob o 6nus de incluir aquelas consideradas de baixa
qualidade. Deste modo, decidiu-se trabalhar com os resultados da
abordagem local de pré-processamento e anotacdo. Os resultados do
pipeline proprio aplicado localmente encontram-se reunidos na Tabela
5.

Tabela 4. Resultados de controle de qualidade e anotagdo das sequéncias obtidos
pelo pipeline automatico do MG-RAST.

Amostra Total de Failed quality Unknown Predicted

reads control feature
3.033.754 2.463.436 29.438.055

B2 34.935.245 (8,68%) (7,05%) (84,26%)
26.631.331 981.831 5.747.058

P13 30.648.173 (79,83%) (2,94%) (17,23%)
17.791.547  2.284.084 10.572.542

P14 33.360.220 S8.050) s, RV
71.056.129 5.705.690 30.926.495

P15 107688314 Tedor, S 51000
10.443.574 1.409.725 7.739.018

P16 19.592.317 PRt et 39.5%)
P17 salllsy | TST3T80 2.472.220 14.125.152

(31,33%) (10,23%) (58,44%)
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Tabela 5. Resultados do pipeline de pré-processamento aplicado localmente.

Reads pos

Amostra T:;::l;ie contr.ole de Contigs p?ee(;li:(s)s
qualidade
B2 2x 17.645.005 2x 15.909.276 82.910 138.611
P13 2x 18.709.144  2x 16.327.610 22.903 38.696
P14 2x 15.641.744  2x 14.646.462 35.195 54.685
P15 2x 55.714.600  2x 52.216.929 88.233 138.092
P16 2x 9.912.802 2x 9.280.734 20.753 31.464
P17 2x 12.220.391  2x 10.948.081 42.662 67.348
4.2 ANOTACAO

Os resultados de anotagdo realizados pelas outras duas
ferramentas testadas (InterProScan e eggNOG-mapper) encontram-se
ilustrados na Tabela 6. Embora o eggNOG-mapper tenha apresentado
uma melhor performance com relagdio ao numero de sequéncias
anotadas, houve dificuldade na visualizagdo dos resultados devido ao
sistema de nomenclatura utilizado pela ferramenta (discutido na Segao
5: Discussdo Metodologica). Deste modo, a visualizagdo e interpretagio
dos dados foi realizada sobre os resultados do InterProScan, utilizando
as anotacdes provenientes das bases de dados Pfam e KEGG Pathways
(Tabela 7).

Tabela 6. Resultados do processo de anotagdo de sequéncias utilizando as
ferramentas InterProScan e eggNOG-mapper.

Amostra Sequéncias Sequéncias anotadas  Sequéncias anotadas
preditas (InterProScan) (eggNOG-mapper)
B2 138.611 82.308 (59,38%) 108.053 (77,95%)
P13 38.696 15.724 (40,63%) 19.255 (49,75%)
P14 54.685 28.277 (51,71%) 31.211 (57,07%)
P15 138.092 74.826 (54,18%) 81.174 (58,78%)
P16 31.464 18.130 (57,62%) 19.387 (61,61%)
P17 67.348 37.527 (55,72%) 40.636 (60,33%)
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Tabela 7. Resultados do processo de anotagao utilizando a ferramenta InterProScan,
demonstrando o numero de sequéncias anotadas de acordo com as bases de dados
Pfam e KEGG Pathways, ¢ o nimero de OFUs (Pfam Ids e KEGG Pathways) néo
reduntantes identidicados em cada amostra.

Sequéncias Sequéncias Rotas
Amostra Sequéncias agotadas OFUs anotadas metabélicas
preditas Identificadas (KEGG . .
(Pfam) P identificadas
athways)

82.308 8.143

B2 138.611 (59,38%) 6.300 (5,87%) 119
15.724 1.240

P13 38.696 (40,63%) 4.486 (3,20%) 110
28.277 3.041

P14 54.685 (51,71%) 3.533 (5,56%) 102
74.826 7.730

P15 138.092 (54,18%) 2.754 (5,59%) 96
18.130 2.035

P16 31.464 (57,62%) 1.928 (6,46%) 93
37.527 3.954

P17 67.348 (55,72%) 3.735 (5,87%) 102

Total de OFUs Total de rotas metabdlicas
nio redundantes 6.406 nio redundantes 119
identificadas: identificadas:

A Tabela 8 demonstra o nimero de OFUs compartilhadas entre
cada par de amostras, a partir do total de 6.406 sequéncias anotadas de
acordo com a base de dados Pfam. Com exce¢do da amostra P17, cada
amostra mais recente compartilhou todas as OFUs da amostra anterior;
isto é: a amostra B2 conteve todas as OFUs das amostras P13, P14, P15
e P16; a amostra P13 conteve todas as OFUs das amostras P14, P15 e
P16, e assim sucessivamente.

Do total de 6.406 sequéncias n3o redundantes anotadas pelo
InterProScan, 1.495 (aproximadamente 23% das OFUs identificadas)
foram atribuidas a dominios ou familias de fun¢do desconhecida ou
hipotéticos. A representatividade das OFUs de fungdo desconhecida ou
hipotética em cada amostra esta representada na Figura 15.
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Tabela 8. Numero de OFUs compartilhadas entre cada par de amostras.

B2 P13 P14 P15 P16 P17
B2 6.300 4.486 3.533 2.754 1.928 3.629
P13 4.486 3.533 2.754 1.928 3.452
P14 3.533 2.754 1.928 3.125
P15 2.754 1.928 2.630
P16 1.928 1.905
P17 3.735
Sequéncias Anotadas
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Figura 15. Representatividade das sequéncias atribuidas a familias ou dominios
proteicos de funcdo desconhecida ou hipotética em cada metagenoma, utilizando a
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