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Introdugao e estado da arte

A crescente demanda global por energia, em conjunto com politicas publicas mundiais
visando a sustentabilidade, refletiram em um aumento do nimero de pesquisas focadas no
desenvolvimento de rotas alternativas de produgao de energia. A biotecnologia tem um papel
fundamental no desenvolvimento de novas tecnologias e pode ser aplicada as mais diversas
areas, como design de drogas, medicina, melhoramento genético de plantas e animais,
producdo de biocombustiveis e bioplasticos entre outros bioprodutos.

A biomassa lignocelulésica é considerada a principal fonte de carboidratos renovaveis do
mundo e tem potencial para se tornar uma plataforma sustentdvel para a producdo de
bioprodutos como biocombustiveis, blocos quimicos de base bioldgica e biopolimeros [1],
com potencial de substituir produtos de origem ndo renovavel amplamente utilizados
atualmente. Nesse contexto, biocombustiveis de segunda geracdo como o etanol de segunda
geracdo (2G) surge como uma alternativa viavel de produgdo de energia, uma vez que o etanol
2G pode ser produzido a partir dos polissacarideos que compdem a parede celular vegetal,
uma matriz renovavel e com potencial de ser utilizada em larga escala [2].

A lignocelulose é principalmente composta por celulose, hemicelulose e lignina, juntamente
com pequenas quantidades de pectina, grupos acetil, minerais e substituintes fendlicos [3].
Um dos principais desafios da bioconversdo de biomassa lignoceluldsica em bioprodutos
como por exemplo biocombustiveis e/ou biopolimeros, é superar sua recalcitrancia, ou seja,
a transformacdo dos polissacarideos presentes na biomassa em acgucares fermentesciveis.
Para superar a recalcitrancia intrinseca da biomassa, é proposto a realizacdo de uma etapa de
pré-tratamento seguida de uma etapa de hidrélise enzimatica. A etapa de pré-tratamento
pode ser realizada quimica ou fisicamente, com o intuito de quebrar a estrutura do material
lignocelulésico, a fim de aumentar a acessibilidade das enzimas celuloliticas aos polimeros de



celulose e hemicelulose. O material resultante é entdo tratado com hidrolases responsaveis
pela hidrélise das ligagdes glicosidicas presentes na celulose e hemicelulose para gerar
monossacarideos.

Varios microrganismos tais como bactérias e fungos filamentosos sdo capazes de degradar a
biomassa naturalmente a fim de obter nutrientes para sobreviverem nos microambientes em
gue se encontram. Além disso, comunidades microbianas presente em ambientes naturais
como solos recoberto por biomassa e intestino de animais, como cupins e ruminantes,
possuem naturalmente grande capacidade de obter energia a partir de biomassa
lignoceluldsica. Essa capacidade encontra-se codificada no potencial genético dos micro-
organismos presentes nestes ambientes, porém, muitas vezes esse potencial é pouco ou
apenas superficialmente explorado. Neste sentido, o recente desenvolvimento das
tecnologias de sequenciamento de acidos nucleicos em larga escala, impulsionaram o uso de
abordagens independentes de cultivo, como a metagenémica, a qual se tornou uma poderosa
ferramenta que permite acessar o potencial genético de comunidade microbianas por meio
do sequenciamento direto do DNA ambiental. Dessa forma, a metagendémica é uma técnica
promissora para prospeccdo de enzimas degradadoras de biomassa vegetal, pois além de
permitir estudos de diversidade microbiana, permite acessar o genoma desses organismos
incultivaveis possibilitando a descoberta de genes envolvidos em variadas atividades
enzimdticas de sistemas bioldgicos até entdo desconhecidos, que podem ser de interesse
biotecnoldgico.

Objetivos

O presente projeto tem como objetivo recuperar genomas a partir de metagenomas de
comunidades microbianas naturalmente presentes em amostras ambientais, afim de para
explorar o potencial genético de forma a aprofundar o conhecimento acerca da diversidade
de micro-organismos e enzimas presentes em ambientes naturais, visando compreender as
estratégias naturalmente empregadas pelas comunidades microbianas para desconstrucao
de materiais lignoceluldsicos.

Dentre os objetivos especificos destacam-se:

e Recuperar Genomas a partir de Metagenomas (MAGs)

e Realizar analises filogenéticas e taxonOmica dos genomas recuperados

e Realizar a predicdo génica e anotacdo funcional dos genomas recuperados

e Andlise das vias metabodlicas e enzimas para identificar clusters de genes com
potencial interesse biotecnoldgico

Materiais e Métodos
Amostras

Serdo utilizadas amostras de comunidades microbianas naturalmente presentes em solo
recoberto com bagaco de cana-de-acgucar. Essas amostras foram submetidas a extracdo de
DNA e bibliotecas de amplicons, focadas na regido hipervariavel V4 do gene 16S rRNA, foram



construidas e sequenciadas na instalacdo aberta de sequenciamento de alto desempenho
NGS do CTBE, utilizando o equipamento lllumina Miseq, gerando reads paired-end de 2x250
pb. As mesmas amostras foram submetidas ao sequenciamento metagendmico utilizando o
equipamento HiSeq 2500 também disponivel na instalacdo aberta de sequenciamento de alto
desempenho NGS do CTBE, que gerou reads paired-end de 2x250pb.

Sequenciamento de reads longos

A fim de complementar as analises do perfil funcional das comunidades microbianas, de
forma a facilitar a recuperagdo de genomas completos a partir de metagenomas (MAGs) e
identificacdo de l6cus génicos de interesse, como os PULs (Polysaccharide Utilization Loci), o
sequenciamento de reads longos é uma abordagem interessante. Os reads longos podem ser
utilizados como moldes para a montagem de reads curtos (obtidos pelo sequenciamento
Illumina), o que ird impactar significativamente a qualidade da montagem de novo dos
metagenomas, pois permite a realizacdo de montagens mais completas, com menor
fragmentacao, melhorando a qualidade da predicdo génica das comunidades de interesse. O
sequenciamento de reads longos sera realizado por meio da plataforma minlON (Oxford
Nanopore Technologies).

Recuperagio de genomas a partir de Metagenomas

Os dados provenientes do sequenciamento de 16S serdo utilizados para a avaliacdo da
diversidade e identificacdo de quais microrganismos estdo presentes nas amostras de
comunidades microbianas naturalmente presentes em solo recoberto com bagaco de cana-
de-acucar. Estes dados serdo posteriormente comparados com os dados obtidos a partir dos
genomas recuperados a partir dos metagenomas.

Os dados de metagen6mica foram submetidos a montagem de novo, usando os algoritmos,
IDBA_UD [4] e MEGAHIT [5]. Os reads longos que serao obtidos por meio do sequenciamento
Nanopore serdo utilizados para fazer o scaffolding e melhorar as montagens obtidas. As
montagens resultantes serao avaliadas quanto a diversas métricas com rela¢ao a completeza
e fragmentacgao usando os softwares checkM [6] e Quast [7].

As montagens de novo dos metagenomas serdo submetidas ao processo de binning, usando
diversos algoritmos como CONCOCT [8] e MaxBin 2.0 [9], seguidos de processo de
dereplicacdo para remover redundancias, com o intuito de identificar Metagenomes
Assembled Genomes (MAGs), os quais serdo avaliados quanto a qualidade e completeza.
MAGs com contaminacdo < 5% e completeza > 90% serdo considerados de boa qualidade.

MAGs de alta qualidade serdo submetidos ao processo de genome polishing usando o pipeline
Pilon [10] empregando tanto short e long reads nesse processo, a fim de aumentar a
qualidade da montagem final dos mesmos. Estes genomas serdo avaliados quanto a
taxonomia usando o banco de dados Gtdbtk [11] e filogeneticamente usando o pipeline UBCG
[12] visando a identificacdo de possiveis novos genomas.



Os genomas recuperados a partir dos metagenomas serdo submetidos ao processo de
predicdo e anotagdo génica, utilizando o pipeline Prokka [13], a fim de compreender as
estratégias de degradacdo de biomassa lignocelulésica e identificacdo de enzimas e vias
metabdlicas com potenciais aplicacdes biotecnoldgicas.
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