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Resumo

A comunidade microbiana que coexiste em habitats tais como a superfi-
cie externa e ambientes internos de ectoparasitos de bovinos pode e deve
ser conhecida quanto a sua composigéo e fisiologia. Este conhecimento
pode contribuir para o estabelecimento de estratégias de controle, busca
de novas moléculas funcionais, prevengédo de transmissdo de patdégenos
emergentes e reemergentes, entre outras possibilidades biotecnoldgicas.
Andlises completas e complexas de taxonomia, filogenia e funcionalidade
tém sido possiveis pelo uso da metagendmica. Por esta metodologia, ba-
seada em sequenciamento concomitante de diferentes genomas, seguido
de analises in silico (ferramentas de bioinformatica), é possivel identificar in-
clusive microrganismos nao cultivaveis, abordagem esta que antes nao era
possivel a partir de métodos de isolamento tradicionais. Até recentemente,
pouco se conhecia sobre a comunidade microbiana associada a diferentes
ectoparasitos de bovinos. De interesse maior estdo o carrapato-do-boi e a
mosca-dos-estabulos, responsaveis por impactarem negativamente a pro-
dugdo na bovinocultura de corte e de leite. Esta publicagdo apresenta uma
breve revisdo na busca da identificacdo e entendimento da interagao da co-
munidade microbiana presente e/ou carreada por ectoparasitos de bovinos
e, também, uma breve descricdo da metodologia que tem permitido avango
significativo do conhecimento nesta area.

Palavras-chave: genomas, taxonomia, bioinformatica, vetores, microbios.
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Abstract

The microbial community that coexists in habitats such as the outer sur-
face and inner parts of bovine ectoparasites can and should be known re-
garding their composition and physiology. This knowledge can contribute
to the establishment of control strategies, search for new functional mole-
cules, prevention of transmission of emerging and reemerging pathogens,
among other biotechnological possibilities. Complete and complex analyzes
of taxonomy, phylogeny and functionality were made possible by the use
of metagenomics. Through this methodology, based on the sequencing of
different genomes followed by in silico analysis (bioinformatics tools), it is
possible to identify even non-cultivable microorganisms, an approach that
was not previously possible using only traditional methods. Until recently,
little was known about the microbial community associated with different
cattle ectoparasites. Of greater interest are the cattle tick and the stable fly,
both responsible for negatively impacting production in beef and dairy catt-
le. This publication presents the state of the art in searching to identify and
understandthe interaction of the microbial community present andcarried by
bovine ectoparasites, as well as a brief description of the methodology that
allowed the significant advance of knowledge in this area.

Keywords: genome, taxonomy, bioinformatic, vectors, microbes.
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Introducao

O setor agropecuario no Brasil tem impulsionado a economia nacional, sendo
responsavel por elevado percentual referente ao que é comercializado ao
exterior (Brasil, 2017) e com perspectiva de crescimento para os préximos
anos. Especificamente em relagéo a pecuaria bovina, o ultimo levantamento
apresentado oficialmente (IBGE, 2018) aponta para mais de 218 milhdes de
cabecas. Além de o Brasil ser o maior exportador de carne bovina do mundo
(Brasil, 2015), e consequentemente, manter a pecuaria bovina impactando
positivamente no balango comercial brasileiro (ABIEC, 2017), ha perspectiva
de aumento de consumo de carne pelos consumidores brasileiros, podendo
atingir 8,32 milhdes de toneladas em 2021. Sabe-se que a estabilidade do
agronegocio esta diretamente ligada a manutengao dos altos niveis de produ-
¢ao e qualidade das cadeias. Ademais, a cadeia produtiva da pecuaria bovina
mantém sua produc¢do em niveis elevados a partir de um conjunto de fatores
associados, entre os quais a presenga de doengas € uma das maiores amea-
gas ao sistema, com impactos que excedem 20% das perdas na produgao de
animais em todo o mundo (apud ZANELLA, 2016).

As ectoparasitoses podem ocasionar prejuizos diretos e indiretos a
bovinocultura de corte e leite, pois podem causar danos diversos tais como
perda de peso, lesdes no couro, transmissao de agentes patogénicos, entre
outros (DE LA FUENTE et al., 2008; SILVA et al., 2010). Além disto, a acao
de ectoparasitas na pele do animal muitas vezes 0 mantém sob estresse
continuo (WEGHER, 2010). Os principais ectoparasitos dos bovinos causam
elevadas perdas econémicas aos produtores. Segundo estimativas de Grisi
et al. (2014), dentre os ectoparasitos relevantes que afetam o bem-estar do
gado, a produtividade no Brasil e elevado impacto econdmico (em délares),
estdo: carrapato bovino (Rhipicephalus (Boophilus) microplus) - $3,24 bilhdes;
mosca-dos-chifres (Haematobia irritans) - $2,56 bilhdes; berne (Dermatobia
hominis) - $0,38 bilhées; mosca-da-bicheira (Cochliomyia hominivorax) -
$0,34 bilnes; e a mosca-dos-estabulos (Stomoxys calcitrans) - $0,34 bilhdes.

Varios aspectos devem ser considerados para o controle de ectoparasitos,
dentre eles o uso de pesticidas de base quimica; no longo prazo, o uso fre-
quente destes produtos tem reduzido sua eficacia devido a selecéo de resis-
téncia nas populacdes, sendo este um grande obstaculo atual. Entende-se
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que o estabelecimento de um programa nacional de controle de parasitos
e uma estratégia adequada de manejo de resisténcia a pesticidas refletira
direta e positivamente na saude animal e indUstria pecuaria brasileira, bem
como no sistema de saude publica.

Taylor et al. (2001) estimaram que mais de 60% dos organismos infeccio-
sos, conhecidos como patogénicos para seres humanos, sdo zoondéticos, e
ainda, que ha uma probabilidade maior de que patégenos de origem animal
estejam mais associados as doengas emergentes (75%) do que a doen-
cas nao emergentes (TAYLOR et al., 2001; PAROLA & RAOQOULT, 2001).
Isto pode ocorrer, em parte, pela facilidade com que alguns ectoparasitos
transitam entre habitats contaminados, animais e seres humanos (Figura
1). Assim, obter informagodes acerca da diversidade de microrganismos pre-
sentes em ectoparasitos, que possam atuar como transmissores de agen-
tes patogénicos, paralelamente ao estudo de multiplos fatores associados,
pode contribuir para antecipar cenarios futuros quanto a prevencao de
novas doencgas além de auxiliar na prospecgdo de novas moléculas com
potencial para aplicagdes biotecnoldgicas. Atualmente, novas ferramentas
estdo disponiveis para auxiliar no estudo de microrganismos intra e entre-
comunidades, mesmo aqueles nao cultivaveis.

Explorando a diversidade microbiana

A metagendmica € uma abordagem baseada na analise gendmica de uma
populagao de microrganismos que permite identificar e avaliar comunidades
microbianas em diferentes ecossistemas, incluindo aqueles nao-cultivaveis
(HANDELSMAN et al., 2004). Amostras ambientais representativas de di-
ferentes tipos de solo e aguas podem ser estudadas quanto a diversidade
da comunidade microbiana presente, sua estrutura e interagdo dinamica;
assim como insetos e artropodes de interesse em saude animal podem ser
analisados em diferentes condigbes (estagios do ciclo, habitats, partes do
corpo, hospedeiros, etc.). O recente progresso observado nos métodos de
sequenciamento de DNA, chamados de sequenciamento de nova geragao
(New Generation Sequencing — NGS) e de alto rendimento, somados a va-
riedade de ferramentas disponiveis em bioinformatica, possibilitaram anali-
ses multiplas de genomas (Figura 2).
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Mosca “suja” zoofilica
(mosca-dos-estabulos, mosca-do-chifre, mosca-
doméstica, mosca-varejeira)
Mosca “suja” sinatropica
(mosca-doméstica, mosca-varejeira)

Potencial substrato de desenvolvimento larvar

Figura 1. A proximidade entre animais e seres humanos e a possibilidade de relacdo entre
eles via insetos ou outros ectoparasitas vetores. (A) Moscas que se reproduzem em am-
bientes ricos em micrébios, como substratos contaminados com esterco e estrume, lixo ou
carcaga em decomposi¢ao, podem disseminar microbios para animais domésticos, animais
de produgdo e seres humanos. Como algumas moscas zodfilas sao obrigatoriamente
hematofagas (por exemplo, mosca—dos-estabulos, mosca-dos-chifres, etc.), as larvas
dessas moscas se desenvolvem no esterco e estrume dos animais nos quais os adultos se
alimentam. Se esta reprodugao ocorre em fazendas, os adultos disseminam micrébios dos
habitats larvares para o gado (setas azuis). Moscas-domeésticas e moscas-varejeiras sao
sinantropicas e, portanto, tém o potencial adicional de disseminar micrébios para habitats
domesticos (setas vermelhas). A mosca-dos-estabulos, em decorréncia de surtos, também
procura outros animais, além do bovino e seres humanos. Adaptado de Nayduch, 2017
(Special Collection: Filth Fly—Microbe Interactions. Annals of the Entomological Society of
America, 2017, 2-5). (B) Bovino infestado por mosca-dos-estabulos, incomodado com a
presenga das moscas ( Foto: Thadeu Barros - Embrapa Gado de Corte)
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Figura 2. Representagdo esquematica de estudo metagendmico para anadlise de
amostras ambientais. Um conjunto de microorganismos esta presente nas amostras
desde o inicio do processamento e sao identificados pela analise de seus genomas.
Adaptado de Verma, I., 2018 (Metagenomics in the Era of Next Generation Sequen-
cing, Published in Reporting from the Lab/SciWorld - llustrador: Bhrugu Yagnik).

Dentre os componentes encontrados em diversas comunidades micro-
bianas estdo bactérias, virus, protozoarios, protistas, archaea e fungos.
As interagdes entre hospedeiros e microrganismos sdo cada vez mais
reconhecidas como um principio onipresente na natureza (MORGAN et
al., 2013 citado por JUNQUEIRA et al., 2017). Assim, todos estes compo-
nentes populacionais presentes em uma determinada condigdo, podem e
devem ser estudados conjuntamente - ainda que sejam desconhecidos e
nao cultivaveis - pois cada microrganismo de fato n&o vive isoladamente
e, assim seu metabolismo é influenciado pelo ecossistema em que se en-
contra, da mesma forma que o influencia. Assim sendo, uma cultura clonal
falha em representar o verdadeiro estado de “relacionamento” na nature-
za, no que diz respeito a interagédo dos organismos e a variagdo gendmica
populacional, bem como, em relagdo as funcdes bioldgicas resultantes
dessa interacdo. Apesar de todo avango, a complexidade para apresentar
informacgdes significativas a partir de milhdes de sequéncias de diferen-
tes genomas, tem sido um grande desafio para a area de bioinformatica
(WOOLEY et al., 2010).
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Moscas-domésticas, moscas-varejeiras e uma diversidade de mosquitos fo-
ram recentemente analisadas quanto ao seu microbioma (ENGEL & MORAN,
2013; LEWIS & LIZE, 2015; FRAIHI et al., 2016; MONTEIRO et al., 2016;
KELLY et al., 2017; JUNQUEIRA et al., 2017). O fato de atuarem como veto-
res mecanicos e biolégicos de agentes patogénicos e, principalmente, pela
complexa aproximagéo a seus hospedeiros (surtos, condigbes favoraveis,
etc.) instigam novas descobertas pelo uso de ferramentas meta-6micas. O
mesmo tem ocorrido para ectoparasitos de bovinos e outros animais de pro-
ducao, ainda que de forma incipiente.

Recentemente, a carga e a diversidade bacteriana presentes em moscas-
domésticas e moscas-varejeiras foram identificadas em um estudo que
avaliou separadamente quatro partes corporais que compdem o0s insetos
(cabeca, térax, abdédmen e pernas/asas), para determinar as potenciais vias
de dispersédo microbiana por fatores mecanicos (JUNQUEIRA et al., 2017).
Apesar das asas e pernas terem uma pequena massa corporal, as mesmas
apresentam uma maior area de superficie (Figura 2) e possuem a maior
diversidade de espécies bacterianas, o que provavelmente, leva a um de-
sempenho significativo na dispersado de bactérias por vetores mecanicos de
um local de pouso para outro.

Conhecidos ectoparasitos de bovinos, a mosca-dos-estabulos e o o car-
rapato-do-boi estdo associados a uma variedade de agentes patogénicos
(BALDACCHINO et al., 2013; de la FUENTE et. al., 2008). Uma aquisigao
inicial de dados foi realizada para identificar a diversidade bacteriana do car-
rapato-do-boi, em 2011, pelo uso de pirosequenciamento-16S (ANDREOTTI
et al., 2011). Na China, Riphicephalus daquela regiao foi analisado também
quanto ao seu viroma (comunidade viral) natural. Muitas das sequéncias
identificadas originaram de virus que ndo haviam sido previamente descri-
tos em carrapatos (XIA et al., 2015).

Poucos estudos foram realizados a partir de mosca-dos-estabulos para
avaliagao da biodiversidade de microrganismos e, os disponiveis, apresen-
tam certa limitagdo da informacéo obtida pelas metodologias, envolvendo
apenas cultura ou analise pontual por clonagem molecular (MRAMBA et al.,
2007; CASTRO et al., 2007; CASTRO et al., 2010; CASTRO et al., 2013;
FORSTER et al., 2007; HADI & AMERY, 2012; OLAFSON et al., 2019). De
qualquer forma, estes estudos demonstraram o papel da mosca como car-
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reador de varios agentes patogénicos, tanto para seres humanos como para
animais. Castro e colaboradores (2013) apresentaram resultados de isola-
mento bacteriano com grande prevaléncia de Escherichia coli. O isolamento
e identificagcao de colbnias bacterianas pds-cultivo de material obtido de 200
moscas coletadas apresentou um total de 159 agentes bacterianos, sendo
a maioria (44/159 — 27.7%) identificada como E. coli. Neste estudo, genes
de producéo de Shiga toxina (stx1, stx2 e eae) foram detectados em 13,6%
das cepas de E. coliisoladas. A analise de trés diferentes partes anatdémicas
da mosca-dos-estabulos pela Reacao de Polimerase em Cadeia Multiplex
(PCR Multiplex) revelou que as areas mais frequentemente identificadas
com E. coli Shiga toxigénica (do inglés Shiga toxin Escherichia coli - STEC)
foram a superficie externa, seguida pelo trato digestivo abdominal e pelo
aparelho bucal. Sendo STEC um microrganismo com reconhecido potencial
patogénico, atencdo deve ser dada a possibilidade de sua propagacéo e
contaminagéao de alimentos por meio da mosca-dos-estabulos.

AS=0.66 cm?

AS=1.17 cm?

AS=2.09 cm?

Figura 3. Modelo tridimensional de uma mosca (composta de 11.421 triangulos) usada
para calcular uma estimativa da area de superficie (AS) das quatro partes do corpo.
Asas e pernas, apesar do pequeno volume e massa, tem a maior area de superficie.
Adaptado de JUNQUEIRA et al. (2017).

Recentemente, a mosca-dos-estabulos foi utilizada em analises genémi-
cas por metabarcoding para comparar as comunidades microbianas bac-
terianas (marcador 16S) e eucaritticas (18S) em larvas de mosca e seus
substratos de desenvolvimento (SCULLI et al., 2017). A partir desta analise
ficou demonstrado que a comunidade microbiana das larvas (diferentes ha-
bitats/substratos) & distinta daquelas encontradas nos substratos, ao mes-
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mo tempo em que é menos diversificada, sugerindo que a fisiologia da larva
hospedeira pode desempenhar um papel seletivo em relagdo ao enriqueci-
mento e retengdo dos microrganismos em S. calcitrans, como é observado
em outros insetos (mecanismos digestivos/enzimas, etc.) (TERRA et al.,
1988; LEMOS & TERRA, 1991, MORAES et al., 2010). Como discutido por
SCULLI et al. (2017), uma possibilidade que merece investigagao é que pro-
dutos antibacterianos secretados por bactérias que colonizam o intestino de
S. calcitrans possam prevenir competicdo/colonizagdo por outras espécies
bacterianas.

Esta descrito na literatura que bactérias sao essenciais para o desenvol-
vimento de moscas-domésticas, assim como para a mosca-dos-estabulos
(GINGRICH, 1960; LYSYK et al., 1999). Embora possa haver proliferagéo
de bactérias remanescentes no trato alimentar larvar no momento da pupa-
¢ao, a maioria delas é evacuada no pupario durante a emergéncia dos adul-
tos (ROCHON et al., 2005). Ainda que seja considerado que moscas adul-
tas emergentes apresentem uma tendéncia a abrigar uma quantidade baixa
de bactérias, numerosos estudos mostram que uma grande variedade de
moscas adultas podem transportar bactérias resistentes a antimicrobianos
(revisto em ONWUGAMBA et al., 2018). Assim, a mosca-dos-estabulos e
outros vetores que acometem animais de produgdo devem ser atentamente
analisados quanto a este aspecto.

Segundo BALDACCHINO e colaboradores (2013) além de bactérias - vi-
rus e protozoarios também ja foram associados a S. calcitrans e avaliados
quanto a transmissao natural/experimental. Apesar de sua exposicdo a um
conjunto de micrébios em diferentes fases do desenvolvimento, a trans-
misséo bioldgica a partir de moscas-dos-estabulos tem sido demonstrada
apenas para Habronema microstoma e Enterobacter sakazakii (revisto em
BALDACCHINO et al., 2013), enquanto a transmissao mecanica esta as-
sociada a anemia equina infecciosa, gripe suina africana, febre do Nilo,
tripanossomoses e Besnoitia spp., entre outras. Analises genbmicas que
abordem também estes demais microrganismos e que permitam a identifi-
cacao de outras espécies e/ou cepas devem contribuir em varios aspectos
bioldgicos e fisioldgicos, inclusive por permitir novas abordagens que po-
dem auxiliar a mitigar problemas de surtos em fung¢ao de controle biolégico
e resisténcia a inseticidas, entre outros.
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As diferentes abordagens para
analise metagendmica

A anélise metagendmica se inicia com um desenho experimental (um pipe-
line) amplo e com definicbes claras, as quais se concretizam mediante a
hipotese a ser validada/buscada (Figura 4, modelo sugerido por QUINCE et
al., 2017). Aqui sédo apresentadas, de uma maneira bastante resumida, as
etapas de desenvolvimento de uma analise metagendmica (leitura sugeri-
da: WOLLEY et al., 2010).

COLETA DE AMOSTRAS
Coleta e preservacido Coleta de metadados
de amostras
consistentes

Identificacdo de l

grupos controle
robustos PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

tanto quanto possivel
para cada amostra

. I e Verificar que -
Poder do estudo é Considerar varidveis amostras contenham l_ncluir;(:ontm]e

l_]ase:?do na gue possam biomassa negati_  pal

: dl\..'.ermda.de e mnfumndn .suﬁdgﬂfam‘ente_alta' mpn‘[t‘urar
variabilidade inerente comparagdes entre parasequencimento ,_ po_.f;.swel o
ao tipo de amostra casoe controles contaminacdo

~estocagem para
impactar os dados de
_sequencimento resultantes

Considerar amostragem

longitudinal para estimar

variabilidade intra e inter
entre sujeitos

Otimizar métodos de extragio de'
DNA para permitir que isto
resulte em uma cobertura
representativa de espécies

Figura 4. Exemplo de fluxo de trabalho para planejamento de estudos metagenémi-
cos. A orientagdo apresentada aqui é direcionada a pesquisadores iniciantes nesta
area. As principais consideragdes para o desenho do estudo (caixa azul), coleta de
amostras (caixa verde) e procedimentos experimentais (caixa rosa) séo destacadas.
A compreensé&o do potencial de fatores de confusdo e a otimizacdo do planejamento
podem melhorar substancialmente a qualidade dos dados da sequéncia metagenémi-
ca e da interpretacdo. Adaptado de QUINCE et al., 2017.



Metagendmica e possiveis aplicagdes biotecnoldgicas — identificagdo do microbioma de ectoparasitos que 17
impactam a bovinocultura

O primeiro passo neste tipo de estudo é estabelecer os pardmetros para as
amostras “ambientais” (nUumero de amostras/coletas necessérias). A amostra
deve representar a populagdo da qual ela esta sendo retirada, e seu tama-
nho pode influenciar diretamente na riqueza de espécies. Entdo, uma das
possibilidades € utilizar curvas de rarefagdo ou outras métricas disponiveis
para estimativa da fracdo de espécies sequenciadas (estudo piloto), ou
seja, o numero de espécies em fungédo do numero de individuos amostrados
(HAEGEMAN et al., 2013; RODRIGUEZ-R & KONSTANTINIDIS, 2014). O
platd desta curva, ou sua inclinagéo, tende a indicar que poucas espécies
estdo sendo descobertas por amostra (considera-se que ha uma pouca con-
tribuicdo da amostragem no numero total de unidades taxonémicas operacio-
nais - OTUs). Ainda em relagdoa amostragem, € importante ressaltar que me-
tadados devem ser registrados de forma padronizada, abrangente e rigorosa
(caracteristicas fisicas, quimicas e ambientais, informacdes clinicas, histéria
médica, caracteristicas genéticas, entre outras), permitindo uma correlagao
entre os dados de sequéncias genbmicas e os metadados relacionados. Ha
inclusive uma recomendagéao de informag¢des minimas em genémica e meta-
gendémica (MIGS/MIMS, do inglés: Minimal Information of Genome Sequence
or Metagenome Sequence) publicadas por FIELD e colaboradores (2008),
que auxiliam a delinear estratégias de obtencéo e registros de dados.

Feita a extragcdo de DNA, duas abordagens diferentes podem ser realizadas
pela metagenémica, baseadas em sequenciamento de nova geracao (New
Generation Sequencing — NGS): metabarcoding e shotgun. Basicamente, na
estratégia a partir de metabarcoding (ou targeted) utiliza-se de um iniciador (pri-
mer) que ird amplificar uma sequéncia altamente conservada em regides hiper-
variaveis/especificas do grupo microbioldgico de interesse. Em bactérias am-
plifica-se a regido 16S, em fungos a 18S e em Archaea a regido ITS, as quais
serdo posteriormente sequenciadas (PAVAN-KUMAR et al., 2015). Dentre as
diversas limitagdes, destaca-se que o sequenciamento de amplicons é limitado
a andlise de taxons para os quais sdo conhecidos os marcadores genéticos
taxonomicamente informativos, ou seja, apenas o que ja é conhecido pode ser
identificado. Adiciona-se a esta limitagéo a realizagao de amplificagéo do gene
alvo, o que pode levar a uma estimativa da diversidade que nao reflete a reali-
dade. Além disso, analises a partir da regido 16S podem resultar em superesti-
magcao da diversidade da comunidade, pois este loco pode ser transferido entre
taxa distante (ou seja, transferéncia horizontal de genes) (ACINAS et al., 2004).
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Quando se trata de shotgun (QUINCE et al., 2017), o sequenciamento de
DNA é feito sem direcionamento (untargeted), ou seja, todos os genomas mi-
crobianos presentes em uma amostra, quer sejam procariotos, eucariotos ou
virus serdo sequenciados simultaneamente. Varias das limitagdes encontra-
das pelo uso de metabarcoding podem ser prevenidas. Ao invés de ter como
“alvo” um loco gendmico especifico para amplificagéo, todo o DNA obtido da
amostra ambiental é fragmentado e sequenciado independentemente. Como
resultado, as varias sequéncias de DNA (isto é, reads) ao serem analisadas
irdo se alinhar as regides gendmicas homologas dos diferentes genomas pre-
sentes na amostra, incluindo os nao-micrébios. Alguns desses reads serao
complementares a locos génicos taxonomicamente informativos (16S, 18S,
ITS) enquanto outras serdao complementares a sequéncias codificantes (ge-
nes) que fornecem informagdes sobre as fungdes bioldgicas codificadas no
genoma. Assim, pela analise de dados metagenémicos de shotgun pode-se
responder concomitantemente duas perguntas importantes a respeito de uma
dada comunidade microbiana: o que esta la e o que é capaz de fazer? (revis-
to em ACINAS et al., 2014). Sdo muito especificas as questdes que levam a
escolha de uma abordagem ou outra, estando relacionadas principalmente a
pergunta ou hipétese que se quer provar.

A partir da obtencédo dos dados brutos de sequenciamento (raw reads), uma
analise em cadeia baseada em bioinformatica € empregada para se alcangar
as principais questdes envolvidas em estudo de metagen6mica (Figura 5).
Como parte do processamento dos reads: filtragem pela qualidade, remocao
de adaptadores, trimagem (processo de limpeza), entre outros. E finalmen-
te, montagem e anotagdes; criagdo e processamento de OTUs para avalia-
¢ao da abundancia, diversidade e riqueza; analise taxonbmica e filogenética.
Diversos recursos e plataformas online, assim como programas para down-
load estdo disponiveis em websites, facilitando as andlises de bioinforma-
tica (DUDHAGARA et al., 2015). Como exemplos destacam-se: MG-RAST
(https://metagenomics.anl.gov/), IMG/M (http://img.jgi.doe.gov/m), METAREP
(http://jcvi.org/metarep/), MOTHUR (https://www.mothur.org/), QIIME (http://
giime.org/). De iniciativa nacional, o Stingray@Galaxy (http://galaxy.bioweb-
db.org.) auxilia as analises sem a necessidade de conhecer sistemas ope-
racionais € nem de instalar ferramentas de bioinformatica (WAGNER et al.,
2014). A plataforma Galaxy foi desenvolvida por um grupo de pesquisadores
da Johns Hopkins University. Seu codigo € aberto e permite que desenvol-
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vedores no mundo inteiro colaborem com sua evolugao. Diversas funciona-
lidades do STINGRAY foram portadas para a plataforma Galaxy, surgindo
assim o Stingray@Galaxy. Para uma lista mais completa e atualizada consul-
tar https://www.biostars.org/p/58279/, considerando sempre a velocidade de
desenvolvimento de novos softwares nesta area.

Dados brutos de sequencimento (raw
reads)

9

Processamento dos reads ‘ Remogio de adaptadores

'r Trimagem

Criacdo e Processamento de OTUS

P
Abundéancia,

Rigquezae
Diversidade

Andlise Andlise Anélise
Taxonomica Filogenética funcional

\.

Figura 5. Analise de bioinformatica aplicada a metagenémica. Um conjunto de etapas
séo realizadas para tratamento dos dados brutos de sequenciamento do genoma
total da microbiota (microbioma). A qualidade geral do material a ser analisado (ap6s
pareamento, trimagem, estatistica, etc) influencia na criagdo de OTUs e toda anadlise
posterior.

Consideracdes finais

Os resultados obtidos pelo uso de ferramentas como a metagendmica nao
visam apenas a descricdo do mundo microbiano, mas também podem ser
usados em vigilancia bioldgica, avaliagdo da seguranga alimentar ou até
prover novidades para a industria (MALACRINO, 2018). A medida em que
as relagdes microrganismos-ectoparasitos-ambiente sejam compreendidas,
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estas poderédo ser manipuladas visando seu uso no controle biolégico de
pragas, ou seja, na utilizagdo de inimigos naturais ou seus metabdlitos para
controle populacional ou extingdo de um dado organismo. Esta importancia
esta refletida nas novas diretrizes internacionais de producdo que visam
favorecer a conservacéo e o uso sustentavel dos recursos biolégicos.

O conhecimento do ambiente microbiano e sua relagdo com o hospedeiro
e 0 ambiente pode ainda impulsionar as industrias farmoquimica, quimica
e farmacéutica, dada a prospecgéo de novos organismos ainda n&o descri-
tos, bem como novas e diferentes moléculas antimicrobianas que poderao
ser utilizadas nas mais diferentes abordagens, inclusive na formulagédo de
novos medicamentos.
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