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Introducio geral

O agravamento das mudangas climaticas no Antropoceno € responsavel por causar grande
impacto na vida do planeta Terra (Cavicchiolli et al. 2019). Agdes antropicas afetam diretamente
plantas e animais, promovem a destruicdo de habitats, ¢ a perda da diversidade e produtividade das
espécies (Johnson et al. 2017; Pecl et al. 2017). Estes impactos podem levar a extingdo de espécies e
modificar a estrutura e funcionamento do meio ambiente, resultando em perdas irreversiveis e
extremamente prejudiciais ao funcionamento do ecossistema (Millennium Ecosystem Assessment
2005).

O mundo microbiano ¢ a base para a manuten¢do da vida na biosfera. Embora ndo sejam
visiveis a olho nu, os microrganismos sdo essenciais para que haja diversidade e estabilidade no meio
ambiente (Colwell 1997; Tardy 2014). Sao responsaveis pelo processo de ciclagem de energia e
nutrientes (Colwell 1997; Cavicchiolli et al. 2019), e sua diversidade é fundamental na manutengao e
conservagdo global dos recursos (Colwell 1997; Falkowski, Fenchel & Delong 2008; Raina et al.
2009). Portanto, quando a diversidade microbiana ¢ afetada, causa grande impacto na vida terrestre.

Desse modo, pesquisas sobre a diversidade microbiana vém auxiliando no estudo e previsao
dos impactos das mudangas climaticas sobre os micro € macrobiomas € como a estabilidade dos
sistemas ecologicos é afetada em consequéncia das mesmas (Dillon et al. 2010). As mudangas
climaticas em decorréncia do aquecimento global previsto para o ano de 2100 provocardo alteragdes
tanto no ambiente quanto nos organismos nele presentes (Urban et al. 2016), uma vez que, além de
alterar redes de interagdo interespecificas, também vao acelerar a taxa de liberagdo de carbono por
florestas, lagos e pelo permafrost. Desta forma, o carbono se tornara mais acessivel para ser utilizado
na respiragcdo microbiana, causando um feedback positivo capaz de promover aumento nas emissdes
de gases do efeito estufa (Karhu et al. 2014; Cavichiolli et al. 2019). Portanto, incluir esses
organismos como foco de pesquisas podera auxiliar no entendimento dos efeitos que as mudangas
climaticas e perturbagdes ambientais provocam em suas comunidades (Astudillo-Garcia et al. 2019),
permitindo a proje¢ao de curto a longo prazo desses impactos (Ancion, Lear & Lewis 2010).

Segundo relatoério especial do Painel Intergovernamental de Mudancgas Climaticas (IPCC) de
2018, os efeitos do aquecimento global sobre o ecossistema ja sdo nitidos e o nivel de agravamento
destes depende do ritmo da emissdo de gases no decorrer das décadas até o ano de 2100. De acordo
com Behrenfeld et al. (2006), o aumento na temperatura, além de afetar processos bioldgicos do
ecossistema, no ambiente aquatico, diminui a densidade da agua e, como resultado, a dispersdo dos
organismos e o transporte de nutrientes das profundezas até a superficie, provocando a diminui¢do da
produtividade primaria. Desse modo, para projetar quais serdo as consequéncias das mudancas
climaticas em decorréncia do aquecimento global em comunidades microbianas, tanto na sua filogenia
quanto na diversidade funcional, é necessario a utilizacdo de modelos de estudo eficazes na realizagdo
da projecdo. Tendo isso em vista, a presente pesquisa tem como objetivo o estudo de
micro-organismos aquaticos em mesocosmos artificiais, com agua coletada de diferentes lagoas,
mantidos em temperaturas controladas. Mesocosmos sdo sistemas capazes de reproduzir em menor
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escala o ecossistema a ser estudado de maneira controlada e eficaz, e os dados obtidos permitem o
desenvolvimento de modelos preditivos de quais serdo os efeitos das alteragdes climaticas sobre o
ambiente e seu funcionamento (Kratina et al. 2012; Shurin et al. 2012). Seu uso é importante para
obter informacdo a respeito das respostas dadas pela comunidade para analisa-las em nivel do
ambiente real (Cavichiolli et al. 2019).

Atividades desenvolvidas no periodo de 06/09/2022 a 03/07/2023 (10 meses)

O presente projeto de Iniciagdo Cientifica tem como base o experimento de mesocosmos,
conduzido no ambito do Projeto Tematico “Ecossistemas aquaticos continentais sob mudancas
climaticas: impactos em multiplos niveis de organizagdo (FAPESP/21/14192-5)”, liderado pelo Prof.
Gustavo Romero, com co-coordenagdo da Prof. Dra. Valéria Maia Merzel. O estudo tem o intuito de
analisar o efeito do aumento de temperatura sobre as comunidades microbianas de ecossistemas
tropicais de agua doce. Para buscar responder o questionamento do estudo, foram realizadas 8 coletas
a partir dos tanques de mesocosmos, totalizando 480 amostras ambientais. O experimento teve
duracdo de Setembro/2022 a Mar¢o/2023 e durante este tempo as temperaturas foram monitoradas e
controladas por sistema automatizado. Apods coleta das amostras de agua dos mesocosmos, foi
realizada a extracdo de DNA total da comunidade microbiana. Além disso, foram realizadas as
analises de qualidade e quantificacdo do DNA ambiental extraido das amostras através de técnicas de
eletroforese em gel de agarose e leitura de absorbancia nos equipamentos NanoDrop e Qubit. O
sequenciamento do DNA das amostras estd sendo realizado através das tecnologias MinlON
Nanopore Oxford e Illumina e, com base nos dados obtidos do sequenciamento, sera iniciada a tltima
etapa, que inclui as analises estatisticas através de ferramentas em bioinformatica. As atividades deste
projeto estdo sendo desenvolvidas com a colabora¢do do pos-doutorando Leandro Lemos e da bolsista
de treinamento técnico Alejandra Calderon.

Objetivo geral

O objetivo deste presente estudo ¢ investigar como os efeitos do aquecimento global previsto
para o ano de 2100 afetam a diversidade filogenética das comunidades de micro-organismos de
sistemas de agua doce. Para isso, usamos mesocosmos com agua coletada de lagoas naturais e que
passaram por diferentes tratamentos de aquecimento.

Objetivos Especificos

3.2.1. Extragdo de DNA total das amostras de agua dos tanques dos mesocosmos submetidos a
diferentes tratamentos;

3.2.2 Sequenciamento dos amplicons de genes RNAr 16S em plataforma Illumina;

3.2.3. Andlise de bioinformatica dos dados do sequenciamento massivo de amplicons para
comparacdo dos padroes taxondomicos (diversidade e composicdo) do microbioma de sistemas
lacustres, a fim de investigar as variagdes ocorridas e eleger grupos taxondmicos que possam Servir
como bioindicadores de aquecimento global.

Material e métodos

Para investigar como os efeitos do aquecimento global interferem na composi¢do e estrutura
das comunidades microbianas de agua doce, com o intuito de investigar as variagdes ocorridas e
indicar grupos taxonomicos que possam ser usados como bioindicadores de aquecimento global, os
seguintes métodos foram utilizados:
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Coleta de amostras dos mesocosmos. Foram realizadas 8 coletas ao longo de 6 meses (tempos 0, 3,
7, 40, 80, 120, 160 e 180) dos tanques de mesocosmos. Aliquotas de 15 mL de d4gua dos mesocosmos
foram coletadas com pipetas de vidro esterilizadas em 3 diferentes niveis (do fundo do tanque, do
meio e da superficie) e armazenados em tubos Falcon. Apoés, todo o conteudo foi misturado em
centrifuga, a fim de representar de maneira homogénea a comunidade microbiana em todo o
mesocosmo, a agua foi descartada e o pellet foi armazenado em microtubos e congelado para posterior
preparo e extracdo do DNA.

Extracdo de DNA. Para extracdo, foram realizados procedimentos de preparo das amostras seguindo
o protocolo de extragdo do fabricante do kit DNeasy Power Soil Pro QIAcube. As extragdes
ocorreram com o auxilio do robd de extracdo QIAcube Connect, que realiza a extragdo de DNA de 12
amostras por vez, automaticamente. Apds a extragdo, o contetido foi armazenado em tubos de eluigdo
e congelado, para posterior analise da qualidade do DNA.

Integridade e quantificacio de DNA. Para verificacdo da qualidade e quantidade do DNA obtido
nas extragdes, foram realizadas as seguintes técnicas moleculares: eletroforese em gel de agarose, ¢
leitura da absorbancia nos equipamentos NanoDrop e Qubit..

Sequenciamento de DNA. O sequenciamento do DNA esta sendo realizado através da tecnologia
portatil MinlON, um dispositivo desenvolvido pela Oxford Nanopore Technologies, ¢ realiza o
sequenciamento através da ligacdo de adaptadores nas extremidades do DNA, para permitir a
passagem deste pelos nanoporos do equipamento, gerando sinais elétricos que permitem a
identificagdo das sequéncias de DNA e posterior montagem desta. Os dados obtidos no
sequenciamento sdo armazenados em arquivos. Posteriormente, serd realizado novo sequenciamento
utilizando a plataforma Illumina - MiSeq -, que realiza o sequenciamento por sinteses, onde os
fragmentos sdo imobilizados em l1dminas de fluxo e ha incorporagdo de bases a cada ciclo, atividade
registrada pelo sequenciador que permite identificar a sequéncia do DNA. Apos obter informagdes
acerca do sequenciamento pelo MinlON e da plataforma Illumina, esses dados serdo comparados, a
fim de obter maior precisdo acerca dos dados obtidos e, por fim, identificar se houve ou ndo alterag¢do
na composi¢ao da comunidade de uma espécie para outra.

Analise de dados. A analise dos dados obtidos no sequenciamento sera realizada através do sistema
operacional Linux, com a ajuda da ferramenta Porechop, necessaria para remocao dos adaptadores nas
extremidades do DNA, para que a qualidade ¢ interpretagdo dos dados nao seja afetada. Assim, o
Porechop ajuda a melhorar a qualidade e precisdao dos dados. (completar com as informagdes do
Illumina)

Resultados

As 8 coletas, realizadas nos tempos 0, 3, 7, 40, 80, 120, 160, 180 foram finalizadas,
totalizando 480 amostras ambientais. Além disso, as extracdes, quantificacdo e analise de integridade
do DNA de todas as amostras foram concluidas, mostrando um resultado satisfatorio para
praticamente todas as amostras, com alta concentragdo e integridade do DNA, indicando que o DNA
das amostras estd adequado para a etapa de sequenciamento, que esta sendo realizada.

Como exemplificacdo de resultados neste relatorio parcial, iremos reportar os resultados do
tempo inicial do experimento (tempo 0) (Figura 1). O resultado obtido pelo gel de agarose indica
indiretamente uma alta concentragdo e integridade do DNA. Para validar esses resultados, as analises
foram realizadas também nos equipamentos Nanodrop e Qubit. Todas as rotinas de Biologia
Molecular estdo sendo realizadas em colaboracdo com a bolsista de Treinamento Técnico III/FAPESP
(Angie Alejandra Calderon Fajardo).

O valor da razdo A260/A280 obtido para as 480 amostras analisadas foi satisfatorio,
indicando alta pureza do DNA e, portanto, que estdo adequadas para o sequenciamento. Além disso,
as 480 amostras analisadas no Qubit mostraram que os valores de concentragdo de DNA variaram de
5,92 a 632 ng/uL, menor e maior concentracao, respectivamente. Tais dados indicam boa
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concentragdo do DNA para as etapas subsequentes de amplificacdo do gene RNAr 16S e

sequenciamento.
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Figura 1. Analise de eletroforese em gel de agarose de DNA das amostras coletadas do tempo inicial
do experimento de mesocosmos.

Cronograma

As etapas de revisdo bibliografica, coletas, extracdo e avaliacao da qualidade e quantidade do
DNA das amostras ambientais foram concluidas no periodo de Set/22 - Jun/23. As etapas de
sequenciamento e analise dos dados através de bioinformatica estdo atualmente em andamento.
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