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RESUMO

DANTAS, Pedro Henrique Lopes Ferreira. Metagenémica de componentes particulados do ar
capturados por drones auténomos em uma metrépole. 2023. Dissertacdo (Mestrado em
Biociéncias e Biotecnologia em Saude) — Instituto Aggeu Magalhaes, Fundacdo Oswaldo Cruz,
Recife, 2023.

A microbiologia estuda a biologia de microrganismos, que engloba organismos dos mais
diferentes ramos da arvore da vida. No século XX, parte do conhecimento a respeito das
bactérias foi adquirido pelo advento das técnicas de cultivo. Com o surgimento do
sequenciamento de nova geracao (NGS), metodologias novas foram sendo desenvolvidas a fim
de aprofundar o conhecimento que se tinha a respeito desses organismos. A metagendmica €
uma técnica de sequenciamento de &cidos nucleicos que permite explorar comunidades
microbiologicas em amostras bioldgicas ou ambientais independentemente de técnicas de
cultivo. O ar ¢ um compartimento da biosfera pouco explorado devido a varios fatores, como a
dificuldade de coleta, que consequentemente leva a deficiéncia na analise da composi¢ao
microbiana do ar. Nos propomos uma nova metodologia que proporciona uma coleta mais
flexivel do ar, por meio de um coletor de ar acoplado a um drone, onde a composicao sera
resolvida por meio da abordagem da metagenomica. Coletores de ar foram desenvolvidos pelo
nosso proprio grupo de pesquisa em parceria com a Plataforma Unificada de Modelagem e
Manufatura Aditiva (PLUMMA-3D — FIOCRUZ Minas Gerais). Utilizando os coletores
acoplados a um drone modelo DJI Inspire 2, foram realizados sobrevoos em diferentes altitudes
ao nivel do solo e acima do solo. Acoplado aos coletores foram utilizados tubos conicos
possuindo tampao de amostra PBS. As amostras coletadas foram extraidas utilizando protocolo
de fenol/cloroformio, o DNA foi submetido a amplificagdo através da PCR, e o amplicon foi
utilizado na construcdo das bibliotecas para sequenciamento. As bibliotecas foram
quantificadas e o sequenciamento foi realizado em uma plataforma Illumina MiSeq. A analise
da qualidade dos dados foi conduzida para remocao das bases ambiguas (Ns) e de baixa
qualidade. Posteriormente, foi feita a inferéncia das variantes de sequenciamento de amplicon
(ASVs). Por fim, andlises de diversidade alfa e beta foram conduzidas, além de andlises para
abundancia diferencial dos taxons. Os coletores desenvolvidos se mostraram capazes de coletar
biomassa a partir do ar e o gel de agarose 1% confirmou a amplificacdo do nosso fragmento de
interesse (rRNA 16S V3/V4). Além disso, as bibliotecas também foram validadas através de
gel de agarose 1%. Apds o sequenciamento e o tratamento de qualidade, um total de ~3 milhdes
de leituras foram utilizadas para a etapa inferéncia de ASVs, com uma média de ~160.000
leituras por amostra. Um total de 1878 ASVs foram preditas ao longo das amostras e tais ASVs
foram classificadas em diferentes niveis taxondmicos. Neste trabalho, foi possivel estabelecer
um fluxo de coleta, processamento e analises de dados para amostras de ar, utilizando drones e
a metagendmica para tal. Entretanto, dificuldades nesse tipo de trabalho foram expostas apos
analises de diversidade alfa e beta e o desenvolvimento de técnicas de processamento de
material genético para amostras com baixa biomassa e com maior reprodutibilidade sdo
necessarias. Por fim, espera-se entdo que este estudo possa contribuir com o conhecimento
acerca do microbioma presente no ar e que sirva de estimulo para novos trabalhos desta
natureza.

Palavras chaves: metagendmica; drone; ar.



ABSTRACT

DANTAS, Pedro Henrique Lopes Ferreira. Metagenomics of airborne particulate components
captured by autonomous drones in a metropolis. 2023. Dissertation (Master in Biosciences and
Biotechnology in Health) — Instituto Aggeu Magalhaes, Funda¢ao Oswaldo Cruz, Recife, 2023.

Microbiology studies the biology of microorganisms, which encompasses organisms from the
most different branches of the tree of life. In the twentieth century, part of the knowledge about
bacteria was acquired by the advent of cultivation techniques. With the emergence of next
generation sequencing (NGS), new methodologies were being developed in order to deepen the
knowledge that was had about these organisms. Metagenomics is a nucleic acid sequencing
technique that allows exploring microbiological communities in biological or environmental
samples independently of cultivation techniques. The air is a compartment of the biosphere
little explored due to several factors, such as the difficulty of collection, which consequently
leads to a deficiency in the analysis of the microbial composition of the air. We propose a new
methodology that provides a more flexible collection of air, through an air collector coupled to
a drone, where the composition will be resolved through the metagenomics approach. Air
collectors were developed by our own research group in partnership with the Unified Modeling
and Additive Manufacturing Platform (PLUMMA-3D — FIOCRUZ Minas Gerais). Using the
collectors coupled to a DJI Inspire 2 model drone, flyovers were performed at different altitudes
at ground level and above ground. Connected to the collectors, conical tubes containing PBS
sample buffer were used. The collected samples were extracted using a phenol/chloroform
protocol, the DNA was subjected to amplification through PCR, and the amplicon was used in
the construction of libraries for sequencing. Libraries were quantified and sequencing was
performed on an Illumina MiSeq platform. Data quality analysis was conducted to remove
ambiguous bases (Ns) and low quality. Subsequently, the inference of amplicon sequencing
variants (ASVs) was made. Finally, analyzes of alpha and beta diversity were conducted, in
addition to analyzes for differential abundance of taxa. The collectors developed were able to
collect biomass from air and the 1% agarose gel confirmed the amplification of our fragment
of interest (rRNA 16S V3/V4). In addition, the libraries were also validated using a 1% agarose
gel. After sequencing and quality handling, a total of ~3 million reads were used for the ASV
inference step, with an average of ~160,000 reads per sample. A total of 1878 ASVs were
predicted over the samples and such ASVs were classified into different taxonomic levels. In
this work, it was possible to establish a data collection, processing and analysis flow for air
samples, using drones and metagenomics to do so. However, difficulties in this type of work
were exposed after analyzes of alpha and beta diversity and the development of techniques for
processing genetic material for samples with low biomass and with greater reproducibility are
necessary. Finally, it is hoped that this study can contribute to knowledge about the microbiome
present in the air and that it will serve as a stimulus for further work of this nature.

Keywords: metagenomics; drone; air.
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1 INTRODUCAO

A microbiologia ¢ o campo da ciéncia que estuda a biologia de microrganismos.
Atualmente, esse termo ¢ utilizado para englobar organismos dos mais diferentes ramos da
arvore da vida: virus, bactérias, arqueias, fungos e protozodarios. O conhecimento a respeito
desses organismos cresceu grandemente a partir do século XIX, especialmente devido as
contribuicdes de Pasteur que propds a teoria da biogénese. Posteriormente, ainda no século
XIX, Joseph Lister e Robert Koch contribuiram para a elucidagdo da relacdo dos
microrganismos com processos patologicos. A partir do século XX a sociedade passou a
enxergar a essencialidade dos microrganismos e estes comegaram a ser utilizados em diversas
atividades econdmicas, tais como a utilizacdo na industria alimenticia, por meio de processos
como fermentagdo, descoberta de novos antibidticos como a penicilina, além da ja citada
importancia para a saude, ndo apenas como sendo causadores de doengas mas também atuando,
por exemplo, no metabolismo de plantas e animais em relagdes de simbiose.

Observando especificamente as bactérias, durante o século XX, parte significativa do
conhecimento a respeito desses microrganismos foi adquirido pelo advento das técnicas de
cultivo, que compreendem basicamente o crescimento de alguma espécie bacteriana em um
ambiente controlado utilizando um meio nutritivo para suplementar as necessidades
metabdlicas do organismo. Essas técnicas de cultivo, no entanto, sdo limitadas uma vez que
poucas espécies de bactérias sdo passiveis de cultivo, limitando o conhecimento que temos a
respeito da diversidade bacteriana existente. Contudo, seguindo os avangos tecnoldgicos,
principalmente com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento em larga escala no
inicio do século XXI, a diversidade do material genético dos mais diversos microrganismos
incluindo bactérias passou a ser explorada de forma mais ampla. Com o surgimento das
plataformas de sequenciamento de nova geragdao (NGS), novas metodologias foram sendo
criadas a fim de aprofundar o conhecimento que se tinha a respeito do genoma, transcriptoma,
proteoma, metaboloma e resistoma desses organismos.

Ainda relacionado ao contexto do avango tecnologico citado acima, surge a
metagendmica, uma técnica de sequenciamento de acidos nucleicos que permite explorar
comunidades microbiologicas independentemente das técnicas de cultivo. Com essa
abordagem, amostras de diferentes fontes podem ter o material genético extraido e sequenciado.
Diversos estudos se propuseram ao longo dos anos em resolver o microbioma contido em
amostras ambientais e em amostras biologicas. Tais estudos buscam relacionar o microbioma

ali presente com fendmenos e fatores que determinam esses ambientes.
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Dentre as amostras ambientais, destacam-se as amostras de solo e dgua, entretanto, o ar
¢ um compartimento da biosfera pouco explorado devido a varios fatores, como a dificuldade
de coleta, o que consequentemente leva a deficiéncia na analise da composi¢do microbiana do
ar. Os métodos tradicionais de coleta de ar sdo executados por pesadas maquinas de succ¢do de
ar que possuem pouca ou nenhuma mobilidade, limitando a amostragem por questdes de
logisticas, impossibilitando por exemplo a varia¢do de altitude no ambiente estudado.

Diante da necessidade de se ampliar o conhecimento que possuimos a respeito da
composi¢do bacteriana que ocorre na atmosfera, neste trabalho nds propusemos o
desenvolvimento de novos métodos que proporcionam uma coleta mais flexivel do ar, por meio
de um coletor de ar acoplado a um drone. Dessa forma, foi possivel obter amostras de diferentes
ambientes, altitudes e avaliar a composicdo e biodiversidade bacteriana presente no ar

analisado, composicao essa resolvida por meio da abordagem de metagendmica.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Desenvolver e validar um novo método para caracterizacdo da microbiota do ar utilizando
aeronaves de pequeno porte ndo tripuladas (drones) para amostragem em diferentes locais e

altitudes.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Desenvolver um coletor de ar para coleta de microbioma.

b) Realizar as coletas de amostras com coletor de ar acoplado a um drone.

c¢) Realizar a extracao e o sequenciamento de DNA a partir das amostras coletadas.
d) Analisar os dados obtidos e interpreta-los quanto aos microbiomas identificados.

e) Comparar os métodos desenvolvidos com os métodos de coleta de ar tradicionais.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 HISTORICO

Os microrganismos foram primeiramente observados no século XVII a partir dos
microscopios desenvolvidos por Anton Von Levenhook. Denominados inicialmente de
“animdlculos”, esses organismos foram cogitados como sendo causadores das mais variadas
doengas inicialmente por Joseph Lister em 1865, hipdtese essa que seria confirmada
posteriormente, em 1876, por Robert Koch. Destacam-se também os estudos de Louis Pasteur,
que com seu caldo nutritivo comprovou a veracidade da teoria da biogénese, além de contribuir
com a descoberta e combate de microrganismos patogénicos de interesse sanitario mundial
(PASTEUR, 1882, 1881). Tais estudos pioneiros contribuiram para a comprovagdo da
existéncia dos microrganismos, bem como na elucidagao da relagao deles com a saude humana,
a producao de alimentos e outros fendmenos biologicos (FIJAN, 2014; MARCO et al., 2017).
Hoje, sabemos que o termo genérico “microrganismo” engloba espécies pertencentes a diversos
grupos biologicos como bactérias, arqueias, fungos, protozoarios e virus, € que estes estao
presentes nos mais diversos habitats seja de forma livre ou por meio de relagdes ecologicas intra

e interespecificas (GUSAREVA et al., 2019a).

3.2 METODOS TRADICIONAIS DE CULTIVO BACTERIANO

As técnicas de cultivo foram inicialmente estabelecidas no século XIX, na chamada “Era
de Ouro da Microbiologia”, a partir da contribui¢do de trabalhos de Robert Koch e Louis
Pasteur (BLEVINS; BRONZE, 2010; BONNET et al., 2019; URUBURU, 2003). Com objetivo
de isolar e estudar aspectos relacionados ao metabolismo e fisiologia dos microrganismos, tais
técnicas de cultivo utilizam solu¢des nutritivas para promover o crescimento microbiano
(GILL, 2017; MADIGAN et al.,, 2018). Entretanto, o estudo dos microrganismos foi
particularmente dispendioso ao longo do tempo, devido principalmente a dificuldade de se
cultivar espécimes in vitro, dificuldade essa que até o presente momento nao foi contornada.
Estima-se que somente algo proximo de 1% das espécies de bactérias podem ser cultivadas em
laboratorio (CHAUDHARY ; KHULAN; KIM, 2019; NGUYEN et al., 2018; VARTOUKIAN;,
PALMER; WADE, 2010; WADE, 2002). Essas dificuldades se devem a falta de conhecimento
a respeito das condi¢des ideais de crescimento da grande maioria das bactérias, condigdes essas
envolvendo nutrientes e minerais essenciais ao desenvolvimento microbiano (STEWART,
2012). Diante disso, técnicas de sequenciamento, que ndo dependem necessariamente de

cultivo, comecgaram a ser empregadas a fim de preencher esse espaco sobre o conhecimento
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relacionado aos microrganismos que ndao conseguem ser cultivados a partir de técnicas

tradicionais em laboratorio (ERCOLINI, 2013; TAYLOR-BROWN et al., 2017).

3.3 SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO

No ano de 1977 surge a técnica de sequenciamento por interrompimento da sintese da
molécula de DNA conhecida como técnica de sequenciamento de Sanger, uma vez que foi
desenvolvida pelo quimico Frederik Sanger (SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977). Esse
foi também o primeiro método de sequenciamento passivel de automagdo. Tal técnica envolves
primeiramente o isolamento do DNA de interesse e sua posterior fragmentacdo. Este DNA
fragmentado ¢ submetido a uma reacao em cadeia da polimerase (PCR) que possui dentre seus
componentes dideoxinucleotideos (ddATP, ddCTP, ddGTP ou ddTTP), os quais ndo possuem
uma hidroxila na posicdo 3' da pentose. A PCR ¢ conduzida e ao incorporar um
dideoxinucleotideo, nenhum outro nucleotideo pode ser adicionado uma vez que a DNA-
polimerase nao consegue inserir um nucleotideo sem uma hidroxila livre. A interrup¢ao da
amplificacao gera fragmentos de DNA de diversos tamanhos que tiveram dideoxinucleotideos
inseridos em diferentes posi¢des. Por fim, o resultado ¢ avaliado utilizando eletroforese em gel,
onde as bandas de DNA sdo organizadas em sequéncia, sendo possivel determinar a base
correspondente a cada posicao com base no ddNTP que foi inserido no final da sequéncia
amplificada. Isso leva entdo a constru¢ao de uma sequéncia final do DNA alvo que foi
submetido a técnica.

O sequenciamento capilar, como ficou também conhecido o sequenciamento de Sanger,
permitiu que o conhecimento a respeito dos microrganismos crescesse significativamente, a
medida que os mais diversos genomas iam sendo sequenciados, sendo o primeiro deles o do
bacteriofago ®X174 de Escherichia coli (SANGER et al., 1977). Em 1995, nos tivemos o
sequenciamento do genoma de Haemophilus influenzae Rd, o primeiro genoma de um
organismo de vida livre (FLEISCHMANN et al., 1995). Em 1996, o sequenciamento do
genoma da levedura Saccharomyces cerevisiae (GOFFEAU et al., 1997) foi realizado, e em
1997, o sequenciamento do genoma da bactéria E. coli (BLATTNER et al., 1997). Todos esses
estudos representaram avangos significativos para a ciéncia por se tratar de organismos que
viriam a se tornar modelos para biologia molecular e genética. Contudo, o método de Sanger
possui baixo rendimento quando comparado aos métodos de sequenciamento mais recentes.

A partir de 2005, o avanco tecnologico e a finalizacdo do projeto Genoma Humano,
estimularam o desenvolvimento de metodologias de sequenciamento de larga escala (Next

Generation Sequencing ou High Throughput Sequencing). Isso possibilitou aliar novas
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abordagens no estudo dos microrganismos, sendo agora possivel a determinacdo das sequéncias
nucleotidicas presentes em uma amostra qualquer a partir da extragdo do material genético, seja
ele DNA ou RNA (CANTALUPO; PIPAS, 2019; DE CASTRO et al., 2018; FEDRIZZI et al.,
2017). Tecnologias de segunda geracdo, como por exemplo as tecnologias utilizadas nas
plataformas de sequenciamento das empresas Illumina (MiSeq, NextSeq and NovaSeq) e
ThermoFisher Scientific (Ion Torrent) se baseiam na técnica de amplificagdo clonal e
sequenciamento por sintese (HU et al., 2021).

A plataforma Ion Torrent utiliza o principio da PCR de emulsao, onde diversas esferas
microscopicas imersas em uma solucdo sdao ligadas a fragmentos de DNA, que sdo
amplificados. Apos a amplificagao dos fragmentos de interesse, a etapa de sequenciamento
realiza a incorporag¢do de nucleotideos que por sua vez leva a liberagdo de ions H™ que sdo
detectados por sensores de pH (GOODWIN; MCPHERSON; MCCOMBIE, 2016). No caso de
plataformas Illumina, os fragmentos de DNA sdo ligados a uma lamina de vidro (flow cell) e
posteriormente amplificados, o que resulta na formagao de clusters. Apos a amplificacdo, o
sequenciamento inicia a incorporacao dos nucleotideos, que sao distinguidos pelo equipamento
a partir da luz emitida por fluoréforos associados a cada dANTP, que por sua vez ¢ capturada por
sensores opticos (MARDIS, 2013).

Dentre as vantagens dessas plataformas estdao o custo por genoma sequenciado, que vem
caindo cada vez mais no ultimos 20 anos (Figura 1), além da alta profundidade de
sequenciamento, uma vez que cada nucleotideo, em uma determinada posi¢ao em um genoma
alvo, ¢ sequenciado varias vezes, o que garante uma maior acuracia (LEVY; BOONE, 2019).

Figura 1 — Custo por genoma humano sequenciado e sua comparagdo com a Lei de Moore.

Custo por Genoma Humano
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Fonte: adaptado de National Human Genome Research Institute, 2021.



15

Por outro lado, tecnologias de leituras (fragmentos individuais sequenciados) curtas
possuem alto custo computacional, devido a grande quantidade de dados gerados aliado ao alto
numero de possibilidades no momento do alinhamento das leituras a um genoma de referéncia;
uma outra dificuldade, para o caso de plataformas ThermoFisher Scientific (Ion Torrent), ¢ a
resolucdo de regides de baixa complexidade (e.g. regides repetitivas, homopolimeros) pois
levam a alta intensidade de sinais quimicos/opticos, o que torna dificil a distingdo entre os
nucleotideos incorporados e sua quantidade, podendo gerar inser¢dao/delecdo nas leituras
sequenciadas (ALSER et al., 2021; HEYDARI et al., 2019). Apesar disso, plataformas de
leituras curtas ainda sao majoritariamente utilizadas.

Atualmente, existem novas tecnologias de sequenciamento que utilizam leituras longas,
dentre elas, podemos citar as plataformas da empresa Pacific Biosciences (PacBio), cujo
primeiro dispositivo foi langado em 2011. Além disso, existem os sequenciadores portateis (e.g.
Minlon) da empresa Oxford Nanopore Technologies (ONT), que também produzem leituras
longas. Os sequenciadores da PacBio (RSII, Sequel) utilizam uma técnica denominada de
“Single Molecule Real Time”, onde um fragmento dupla-fita de DNA tem suas extremidades
unidas formando uma molécula circular. Esse DNA circular ¢ ligado a uma DNA-polimerase
contida no fundo de um pogo que por sua vez passa a incorporar nucleotideos marcados com
fluor6foros que emitem sinais Opticos a medida que sdo adicionados, sendo possivel determinar
os nucleotideos que compdem a sequéncia alvo (RHOADS; AU, 2015). Ja os sequenciadores
da ONT possuem uma membrana com poros por onde a molécula de DNA passa; essa
membrana ¢ submetida a uma diferenga de potencial e a medida que os nucleotideos vao
passando pelo poro ha uma mudanga na condutancia, sendo possivel determinar qual base foi
sequenciada a partir do sinal elétrico captado (LU; GIORDANO; NING, 2016). Sequenciadores
da PacBio sdo capazes de sequenciar fragmentos de 30-50 kb, enquanto que plataformas da
ONT pode sequenciar fragmentos que podem chegar a ~1 Mb (SLATKO; GARDNER;
AUSUBEL, 2018; VAN DIJK et al., 2018). Utilizando tais tecnologias de leituras longas e
curtas, novas metodologias foram desenvolvidas para elucidar o genoma, transcriptoma e
proteoma dos mais diversos organismos, dando inicio ao que ficou conhecido como “Era das

Omicas”. Dentre tais metodologias, destaca-se a metagenomica.

3.4 METAGENOMICA

A metagendmica se define como o sequenciamento e determinacdo das sequéncias
nucleotidicas de uma amostra (HANDELSMAN, 2004; RIESENFELD; SCHLOSS;
HANDELSMAN, 2004) sem um alvo especifico. H4 atualmente duas abordagens
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metagendmicas que sao amplamente usadas e conhecidas: metagendmica de shotgun (WGS ou
whole genome sequencing) e metagendmica de amplicon (Figura 2).

Figura 2 — Esquema ilustrativo dos dois tipos de abordagens metagendmicas. A representacao
traz uma comunidade microbioana que passa pelo processo de extracdo de DNA, e a partir
disso, duas abordagens podem ser aplicadas: a abordagem do sequenciamento de amplicon,
onde um gene alvo de todos os organismos presentes ¢ sequenciado; ou a abordagem de
sequenciamento de metagendmica, onde espera-se sequenciar o genoma total de todos os

organismos presentes.

Sequenciamento de amplicon

Comunidade microbiana / — _——

\ Multiplas copias do fragmento
O \ ) de 1gene alvo

C—)

Extragao i de

de DNA O J‘, ~

\

Sequéncias curtas
fragmentadas de “todo” DNA

Fonte: adaptado de Lee, 2023.

No caso de WGS, o sequenciamento ¢ feito para o DNA total da amostra, na tentativa
de amostrar os genomas presentes (CHEN; PACHTER, 2005). Ja a metagenomica de amplicon
consiste no sequenciamento em larga escala de uma sequéncia especifica (marcador
taxondmico) em uma amostra visando principalmente a classificagdo taxondmica dos
microrganismos ali contidos (COTTRELL et al., 2005; OLSEN et al.,, 1986). Para esse
proposito sao usados genes amplamente distribuidos em seus respectivos grupos de organismos,
e que ainda possuem certa variabilidade nas sequéncias que permite seu uso como marcador
para classificacdo taxonomica; sdo exemplos o rRNA (RNA ribossomal) 16S no caso de
procariotos e rRNA 18S e ITS (Internal Transcribed Spacer) para eucariotos (GAO et al., 2021).

Como mencionado acima, o marcador utilizado para bactérias e arqueias ¢ o gene 16S,
um dos genes que codifica para uma parte da subunidade menor (30S) do ribossomo procarioto
(WAGNER; GASSEN, 1976). Devido a sua baixa taxa evolutiva, o gene 16S ¢ altamente
conservado entre os procariotos, contudo, esse gene possui o que sdo conhecidas como regides
hipervaridveis (CHAKRAVORTY et al., 2007; PEI et al., 2010). Nove regides hipervaridveis
no gene 16S (VI1-V9) sdo conhecidas (Figura 3A), sendo as regides V3-V4 (Figura 3B)

usualmente utilizadas para fins de metagenomica de amplicon uma vez que elas apresentam
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maior heterogeneidade se comparadas as outras regides do 16S e sdo mais bem estabelecidas
(ATA et al., 2019; GARCIA-LOPEZ et al., 2020). Apesar de tal hipervariabilidade permitir a
distingdo em niveis taxondmicos mais altos, como classe e familia, a conservacdo do gene
rRNA 168 torna a classificacdo a nivel de espécie um desafio (PLUMMER et al., 2015).

Figura 3 — Representagdes graficas do gene rRNA 16S. A) Heterogeneidade das regides
hipervariaveis do gene rRNA 16S. No eixo x ¢ apresentado a posi¢ao das bases do rRNA 168,
o qual possui ~1600 pares de base (pb). No eixo y ¢ mostrado a variabilidade das regides a cada
50 nucleotideos. B) Gene 16S rRNA ¢ a posi¢ao de anelamento dos primers. Destacado em azul
estao as regioes conservadas do rRNA 168, regides essas onde os primers se anelam. Em rosa

estdo destacadas as regides hipervariaveis.
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Posi¢ao em bases do rRNA 16S
Fonte: adaptado de Bodilis, 2012.
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Fonte: adaptado de What Is 16s rRNA sequencing?, 2021.

Apds o estabelecimento de protocolos para estudar e acessar a diversidade bacteriana,
estudos foram feitos para determinar a melhor forma de analisar os dados produzidos a partir

do sequenciamento de amplicon, e duas abordagens se destacaram ao longo dos anos: a Unidade
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Taxonomica Operacional (OTU) e a Variante de Sequéncia de Amplicon (ASV). As OTUs
utilizam o principio da similaridade, onde sequéncias que apresentam um limiar de
similaridade, normalmente 97%, sdo agrupadas em um mesmo grupo. Uma sequéncia
representativa desse cluster entdo ¢ classificada taxonomicamente e tal classificagdo € atribuida
a todos as outras sequéncias desse mesmo grupo (NGUYEN et al., 2016). Diversos pipelines
utilizam essa abordagens e dentre eles temos o MOTHUR e UPARSE (EDGAR, 2013;
SCHLOSS et al., 2009). A abordagem de ASV por sua vez leva em consideracao a frequéncia
de cada sequéncia exata aliada a um modelo de erro para estabelecer se tal sequéncia ¢ um
atributo biologico real ou fruto de erros de sequenciamento. Dessa forma, cada ASV recebe um
valor de confianga (p-valor) que ¢ utilizado para filtrar os resultados.

A abordagem por ASV tem ganhado cada vez mais destaque, substituindo metodologias
j& consolidadas como OTU, tendo como principais motivos o melhor custo computacional,
acuracia e reprodutibilidade (CALLAHAN; MCMURDIE; HOLMES, 2017; PRODAN et al.,
2020; SIERRA et al., 2020). Um dos principais pipelines que empregam tal abordagem ¢ o
DADA2 (CALLAHAN et al., 2016).

Além das diferentes abordagens para predicao de ASVs e OTUs, métricas de estatistica
ecoldgica comegaram a ser empregadas na caracterizagdo de comunidade microbiologicas,
como no caso de estudos de metagendmica. Algumas métricas usualmente empregadas sao os
indices de diversidade alfa e beta. Os indices de diversidade alfa avaliam a estrutura de uma
comunidade microbiologica de acordo com sua riqueza, uniformidade, ou ambos (WILLIS,
2019), como geralmente ocorre quando se utiliza o indice de Shannon (SHANNON; WEAVER,
1998), uma das métricas de diversidade alfa mais utilizadas em trabalhos dessa natureza
(REESE; DUNN, 2018). Por sua vez, os indices de diversidade beta se propdem a comparar
duas amostras entre si, avaliando a similaridade ou dissimilaridade (ANDERMANN et al.,
2022), e para isso, métricas como a dissimilaridade de Bray-curtis e UniFrac sao amplamente
utilizadas (BRAY; CURTIS, 1957; LOZUPONE et al., 2011).

Utilizando as abordagens citadas acima, estudos foram conduzidos avaliando a
composicdo microbiana de amostras ambientais, especialmente solo e agua (LI et al., 2020;
SALEEM et al., 2018). Além da composicdo microbiana, esses estudos também buscam
relacionar o perfil microbiano e o ambiente em que se encontram (NEAL et al., 2020; OH et
al.,, 2019; REDDY; DUBEY, 2021). Tais resultados representam o espago ocupado pelos
microrganismos, € 0os mesmos estando presente nos mais variados locais, ¢ de se esperar que
tais organismos estejam intimamente relacionados com diversos processos biologicos, inclusive

em nosso proprio corpo. Como exemplos podemos citar a influéncia da microbiota fecal sobre
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a saude (JIANG et al, 2015); microbiota associada a metabolizacdo de medicamentos
(JAVDAN et al., 2020) e microrganismos associados a prote¢do contra virus e bactérias
patogénicas (LI et al., 2019). Além de tais estudos, diversos consdrcios ao redor do mundo
langaram esforcos para caracterizar os mais diversos microbiomas, dentre os quais pode-se
destacar o Earth Microbiome Project (EMP) (THOMPSON et al., 2017) e o Human
Microbiome Project (HMP) (THE INTEGRATIVE HMP (IHMP) RESEARCH NETWORK
CONSORTIUM, 2019). Apesar dos mais diversos esfor¢cos e grandes avangos nesse campo,

um importante compartimento da biosfera vem sendo pouco explorado: o ar.

3.5 0 ESTUDO DO AR A LUZ DA METAGENOMICA

Pesquisadores tem dividido a biosfera em varias camadas e sistemas fechados de
organismos, a fim de que seja proporcionada uma melhor maneira de entender a dindmica
desses sistemas. Além disso, sabemos que todos os componentes da biosfera atuam de forma
interconectada, influenciando um ao outro. Isso pode ser melhor observado em diferentes
estudos que mostram, por exemplo, a dispersdo de areia da Africa para a América do Sul, e
como essa areia fertiliza o solo amazonico (NOGUEIRA et al.,, 2021; PROSPERO;
GLACCUM; NEES, 1981), e mais especificamente no caso da dispersao de organismos fora
de sua regido de origem a partir de uma longa viagem seguindo fluxos de ar como no caso dos
mosquitos que se dispersam até¢ 300 km (HUESTIS et al., 2019).

Apesar dos avangos no entendimento da relagdo entre os organismos vivos € a matéria
inorganica do planeta, ainda se tem pouco conhecimento a respeito da relagdo dos
microrganismos com o ar € como estes sao dispersados. O ar ¢ ubiquo, ou seja, esta presente
em toda parte, compondo a biosfera, possuindo também uma vasta microbiota associada,
porém, os estudos que tratam dessas comunidades de microrganismos subestimam a
diversidade desses organismos, pois tais estudos sdo baseados apenas em alguma espécies
cultivaveis (FANG et al., 2007; LIGHTHART, 2006; MANCINELLI; SHULLS, 1978).

Poucos estudos de fato tentaram caracterizar os microrganismos dispersos no ar, além
de fungos e virus patogénicos, e usando uma metodologia menos tendenciosa, como o
sequenciamento de alta geragdo (AMATO et al., 2019; AN; SIN; DUBOW, 2015; MARON et
al.,, 2005). Um desses estudos caracterizou a microbiota associada a nuvens de regides
montanhosas e foi observado uma grande diversidade de bactéria, arqueia e fungos
normalmente encontrados em ambientes aquaticos, mostrando a atuagao de tais microrganismos
no desempenho de seus papeis como fagocitose e expressando vias de sinalizacdo que os

protegem das hostilidade do ambiente. Um estudo mais recente foi o primeiro a caracterizar
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consistentemente a modulacdo do microbioma do ar na troposfera proxima ao solo,
considerando amostragens diarias e sazonais por um longo periodo na cidade de Singapura.

Grandes descobertas foram encontradas a partir desse estudo, como a alta riqueza de
espécies associadas ao ar, riqueza esta comparavel com ambientes como solo e o mar, apesar
dos eucariotos serem mais presentes. Além disso, hd uma variacdo diaria significativa da
biomassa do microbioma e uma abundancia e diversidade constantes e variaveis ao longo do
ano de varios taxons. No entanto, uma das descobertas mais marcantes ¢ que a maioria do DNA
sequenciado (> 80%) ndo pdde ser identificada em nenhum nivel taxondmico, sugerindo que a
maior parte do microbioma do ar é composta por microrganismos nao caracterizados
(GUSAREVA et al., 2019b), mostrando a importancia da nossa proposta.

Apesar de tais descobertas fantasticas, grandes lacunas ainda estdo presentes,
principalmente por causa do desafio de amostrar a baixa biomassa de microrganismos no ar.
Associado a isso, ha também a dificuldade relacionada com os equipamentos costumeiramente
utilizados para esse tipo de coleta. Bombas pesadas e fixas sdo necessarias para coletar varios
metros cubicos de ar que normalmente passam por um filtro para reter microrganismos. Existem
outros métodos empregados que nao utilizam filtros (HARNPICHARNCHALI et al., 2023;
PARKER et al., 2020; TAN et al., 2022), mas todos dependem de maquinas pesadas para sucg¢ao
de ar. Tais condi¢des de amostragem limitam substancialmente os locais de coleta e, portanto,
a variabilidade das camadas de ar que podem ser amostradas. Diante disso, se faz necessario o
desenvolvimento de novas metodologias que empreguem o uso de equipamentos leves e
versateis capazes de amostrar microrganismos de uma maneira mais facil.

Drones (Figura 4) sdo dispositivos voadores muitas vezes autdbnomos, € que possuem tal
versatilidade, sendo capazes de voar até 5.000 metros de altura acima do nivel do mar e em

velocidade constante.
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Figura 4 — Modelos de drone comerciais. A) Skydio 2. B) Parrot Anafi. C) DJI Agras.

Fonte: Drone Store, 2019. Fonte: LDLC, 2017.

0

Fonte: Modelismobh, 2021.

Seu uso em projetos cientificos foi inicialmente proposto para andlises geoestatisticas,
mas também tem sido utilizados para outras analises, como na caracterizacao de novas espécies
e conservacao (KOH; WICH, 2012; NEZAMI et al., 2020), além de auxiliar na amostragem do
microbioma de pequenos cetaceos (CENTELLEGHE et al., 2020). Diante disso, propomos
desenvolver um método que permita coletar e investigar, a partir da metagendmica, o
microbioma do ar em diferentes altitudes utilizando drones e comparar estes métodos com as

técnicas tradicionais de coleta de ar.

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 DESENVOLVIMENTO DO COLETOR DE AR

O coletor foi desenvolvido pelo nosso grupo de pesquisa em parceria com a Plataforma
Unificada de Modelagem e Manufatura Aditiva (PLUMMA-3D — FIOCRUZ Minas Gerais).
Duas versoes do coletor foram elaboradas (vl ¢ v2). Ambas as versdes foram modeladas
utilizando o programa CAD e impressos em impressora 3D através do método de Fabricacdo
com Filamento Fundido (FFF), utilizando como matéria prima filamentos de Polietileno

Tereftalato Glicol (PETG).

4.2 COLETA DAS AMOSTRAS DE AR
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Utilizando o coletor vl acoplado a um drone modelo Inspire 2 da fabricante DJI (Figura
5), foram sobrevoadas duas altitudes acima do solo (20m e 50m), ¢ as amostras foram coletadas
em duplicatas em fung@o da autonomia de voo da aeronave.

Figura 5 — Drone modelo DJI Inspire 2 utilizado nas coletas.

Fonte: DJI, 2016.

Os voos tiveram duragcao média de 3m30s e uma velocidade de ~25km/h. Para o coletor
vl, a fim de garantir a remog¢ao dos contaminantes coletados durante a subida e descida do
drone at¢ a altura de interesse, uma vez que o coletor vl possui um duto de sucg¢ao de ar sempre
aberto, duas amostras de background para 20 e 50 metros foram coletadas verticalmente. As
coletas foram realizadas no distrito de Pirituba, Vitoria de Santo Antdao-PE (-8.117425, -
35.327279) (Figura 6).

O coletor v2, quando testado, foi visto que obstruia os sensores de altitude do drone, e
por essa razao, por questdes de seguranga, foi avaliado estando apenas acoplado a um veiculo
(carro) em movimento na altura do solo e em diferentes velocidades (40, 50 e 60 km/h). O
tempo médio de coleta foi de 2min30s. Por fim, acoplado aos coletores foram utilizados tubos
conicos, possuindo 20ml de tampao de amostra PBS 1X previamente autoclavado.

Figura 6 — Mapas representando o local de coleta e o percursso percorrido pelo drone. A) Mapa
esquematico do distrito de Pirituba - Vitdria de Santo Antao - PE e o local da coleta apontado
com marcador vermelho. B) Mapa representando o trajeto realizado pelo drone durante as

coletas. Foram percorridos no total 380 metros a partir do ponto de decolagem (H).
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Fonte: Google maps, 2023. Fonte: Google maps, 2023.

A fim de comparar os métodos propostos neste trabalho com métodos tradicionais de
coleta de ar, coletas foram feitas utilizando uma bomba de suc¢ao de ar modelo Ambient Fine
Dust Sampler IPM-FDS-M2.5/10 (Figura 7). As coletas foram realizadas em duplicata,
durante 1h cada, no teto do departamento de Biofisica da Universidade Federal de Pernambuco
(UFPE). Para captura do material particulado, foram utilizados filtros de fibra de vidro e para
o branco da coleta, foram usados filtros ndo expostos.

Figura 7 — Bomba de sucg¢ao utilizada para coleta de amostras de ar.

DUAL CHANNEL
DUST SAMPLER

Fonte: Instrumex, 2019.

4.3 EXTRACAO DO DNA E PCR

O DNA coletado foi extraido utilizando protocolo adaptado de acordo com
(FERGUSON et al., 2019). Para as amostras coletadas através da bomba de succao de ar, os
filtros foram imersos em tubos conicos contendo PBS 1x e vortexados porteriormente. Os filtros
foram entdo retirados e as etapas subsequentes foram realizadas de forma igual para as amostras
de filtro e para as amostras coletadas utilizando os coletores v1 e v2. Os tubos conicos contendo

as amostras foram entdo centrifugados a 1.792g por 45 minutos a 4°C. O sobrenadante foi
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descartado por inversdo e o sedimento foi ressuspenso em um tampao de lise Dodecil Sulfato
de Sodio (SDS) 1% [10mM Tris-HCI pH 8, 25mM Na2EDTA pH 8, 100mM NacCl]. A solucao
obtida foi incubada em banho maria a 70°C por 45 minutos e resfriada em gelo. Apo6s isso, 500
uL de fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (25:24:1) foi acrescentado. A solu¢do foi vortexada
2x por 30 segundos, e entdo centrifugada por 5 minutos a 4°C e 16.000g. A fase aquosa (500
pL) foi transferida para um microtubo de 2,5mL e isopropanol foi adicionado (500 pL). A
solu¢ao foi incubada por 12h a temperatura ambiente e apos isso foi centrifugada por 30
minutos a 4°C e 16.000g. O sobrenadante foi entdo descartado por inversao e o sedimento
lavado com etanol 70% gelado (500 pL). Por fim, a solugdo foi mais uma vez centrifugada por
5 minutos a 4°C e 16.000g e o sobrenadante descartado por inversao. O sedimento foi incubado
a temperatura ambiente para secar e apds isso foi ressuspenso em 25 pl. de agua ultrapura. Apos
a extracdo, o DNA foi avaliado quanto a concentra¢dao e garantia de qualidade por meio do
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). A reacao em cadeia da polimerase (PCR) foi conduzida
para cada amostra utilizando os iniciadores fornecidos pela Illumina (Part #15044223 Rev. B,
[llumina, CA, USA) para as regides V3/V4 do 16S rRNA (iniciador forward S-D-Bact-0341-
b-S-17 5°- CCTACGGGNGGCWGCAG e iniciador reverse S-D-Bact-0785-a-A-21 5°-
GACTACHVGGGTATCTAATCC) (KLINDWORTH et al., 2013). O programa utilizado no
termociclador consiste em 98°C por 30 segundos, seguido de 30 ciclos de 98°C por 10
segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e 30 segundos, finalizando com 72°C por
10 minutos a 4°C (Eppendorf Mastercycler EP Gradient S). Os componentes utilizados na PCR
(volume final 50 plL por amostra) contem 5 pl. de DNA template, 5x tampao phusion HF, 10
mM de dNTP, 10 uM de cada iniciador, 50 mM de MgCI2, DMSO 100% e 1U de Phusion
High-fidelity DNA polymerase (New England Biolabs). Para o controle positivo da PCR, foi
utilizado o DNA gendmico de Yersinia pestis cedido para o estudo pelo Servico de Referéncia
em Peste (SRP). A solucao de componentes utilizados na PCR, sem DNA molde, foi utilizado
como branco. O resultado da PCR foi avaliado através de eletroforese em gel de agarose 1%
corado com SYBR™ Green. O produto da PCR foi entdo purificado utilizando beads

magnéticas (Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter™).

4.4 SEQUENCIAMENTO

Ap0s as etapas de extracdo, avaliacdo, amplificagdo e purificagdo do DNA, as bibliotecas
de sequenciamento foram construidas utilizando o kit Nextera XT Index Kit (Illumina, San
Diego, CA, EUA), seguindo as instrugdes do fabricante. As bibliotecas foram purificadas com

beads magnéticas (Agencourt AMPure XP, Beckman Coulter™) e quantificadas utilizando o
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kit Qubit™ dsDNA HS. O sequenciamento foi realizado com o kit v3 600 ciclos para

bibliotecas do tipo “pair-end” e no sequenciador Illumina MiSeq.
4.5 ANALISES COMPUTACIONAIS

A andlise exploratéria da qualidade dos dados foi conduzida inicialmente com o
programa fastqc (v0.11.9) (ANDREWS S., 2010). O programa fastp (v. 0.23.2) entdo foi
utilizado para o tratamento das bases ambiguas (Ns) presente nas leituras
(https://github.com/OpenGene/fastp) (CHEN et al., 2018). Posteriormente, devido a baixa
qualidade das leituras reverse, andlises tipo single-end utilizando as leituras forward foram
conduzidas e a trimagem das leituras foi realizada, de acordo com a qualidade phred de 20,
utilizando o pacote DADA2 (v1.20.0) (CALLAHAN et al., 2016) no ambiente de programagao
R (v3.6.3). Também através do DADA2, o modelo de erro foi estabelecido, as duplicatas foram
tratadas e a etapa de inferéncia das ASVs foi configurada para “pooled”. Por fim, procedeu-se
aremocao das quimeras também através do pacote DADA2. As ASVs foram entao classificadas
taxonomicamente utilizando o banco de dados SILVA (v138.) (QUAST et al., 2013) e a fungao
[DTaxa do pacote DECIPHER (v.2.12.0) (MURALI; BHARGAVA; WRIGHT, 2018). As
analises subsequentes foram realizadas em um computador local, utilizando o ambiente de
programacao R (v4.3.0), devido a limitagdo da versao v.3.6.3 para gerenciar pacotes mais atuais
e que foram necessarios para etapas de filtragem e andlises de diversidade.

As amostras de controle (foram utilizados para filtragem das demais amostras através
do pacote SCRuB (v0.0.1) (AUSTIN et al., 2023). As tabelas de contagem das ASVs e da
classificacdo taxondmica foram compiladas, junto com os metadados, em um objeto utilizando
o pacote phyloseq (v1.44.0) (MCMURDIE; HOLMES, 2013). Utilizando o objeto phyloseq,
analises dos indices de diversidade alfa e beta foram conduzidas para avaliar a diversidade intra
e entre as amostras, respectivamente. A diversidade alfa foi calculada utilizando o indice de
Shannon. A diversidade beta por sua vez foi calculada utilizando a dissimilaridade de Bray-

curtis e as analises estatisticas feitas utilizando o indice de similaridade (ANOSIM).

5 RESULTADOS

5.1 DESENVOLVIMENTO DOS COLETORES DE AR PARA OBTENCAO DE
AMOSTRAS DE MICROBIOMA

Os coletores desenvolvidos foram avaliados quanto a sua capacidade de coletar a

biomassa associada ao material particulado suspenso no ar (Figura 8).
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Figura 8§ — Modelo esquematico do coletor v2. O modelo do coletor v2 se assemelha ao coletor
vl, com a exce¢do de que o coletor v2 possui aberturas no duto que sdo controladas
eletronicamente, além de possuir um resfriador na parte superior que serve para suc¢do de ar

através do duto.

Fonte: PLUMMA-3D, 2022.

A primeira versao (vl) (Figura 9A) possui um mecanismo de suc¢ao passiva,
dependendo apenas do arraste do drone, enquanto a segunda versao (v2) (Figura 9B) possui um
mecanismo de suc¢do ativa que € realizado por um resfriador radial de 35mm. Além disso, o
coletor vl nao possui controle da entrada e saida de ar, estando o duto de entrada de ar sempre
aberto; ja o coletor v2 possui um controlador Arduino Nano, que regula a abertura € o
fechamento do duto de succao de ar, além de possuir também um barémetro BMP280 que ¢
capaz de medir a pressdo atmosférica e a partir disso calcular a altura a partir do solo (Figura
9C).

Figura 9 — Coletores desenvolvidos pelo grupo. A) Coletor v1. B) Coletor v2. C) Modelo em

corte transversal do coletor v2, onde ¢ indicado seus principais componentes.

Fonte: o autor, 2023. Fonte: o autor, 2023.
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Parts List
Qty Part Number
Corpo duto
Controladora

Trava cartdo SD
Flaps

Tampa

Tubo coletor

Fonte: PLUMMA 3D, 2022.

A medicao da pressao atmosférica permite que o coletor v2 possa ser configurado para
abrir na altura de interesse de quem vai utiliza-lo. Para o coletor v2, as informagdes referentes
a altura, abertura do duto e funcionamento do resfriador sao registradas em um arquivo de texto
gravado em um cartdo de memoria que vai acoplado ao coletor (Tabela 1).

Tabela 1 — Modelo de registro gravado em formato de texto no cartdao de memoria acoplado ao
coletor v2. A primeira, terceira e quarta coluna registram os dados de forma binaria. A primeira
coluna indica se o coletor de fato esta coletando (0 = ndo; 1 = sim). A segunda coluna indica a
altura registrada a cada segundo. A terceira coluna indica se o flap do duto esta aberto (0 = nao;

1 = sim). Por fim, a quarta coluna indica se o resfriador esté ligado (0 = ndo; 1 = sim).

Coleta Altura Flap Resfriador
0 18 0 0
0 19 0 0
1 20 1 1

Fonte: o autor, 2023.

Para além das diferengas nos componentes, o fluxo de ar funciona de forma semelhante
para ambos os coletores (Figura 10*-C).
Figura 10 — Esquema representativo do funcionamento do coletor. A) Esquema representando
o funcionamento do fluxo de ar dentro dos coletores. O ar (seta azul) entra pela abertura do duto
de ar, passa através do interior do coletor e desce por uma passagem entre o duto de saida de ar
e a parede do tubo conico. O ar entdo entra em contato com a solugdo PBS 1x contida no tubo

conico e entdo sobe para sair pelo duto de saida de ar, onde também ¢ localizado o resfriador
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radial responsavel pela succdo de ar. B) Coletor vl e seu acoplamento ao drone modelo DJI

Inspire 2. C) Coletor v2 e seu acoplamento ao drone modelo DJI Inspire 2.

Duto de saida de ar

o2 Abertura do duto de ar

Interior do duto de ar

Tubo conico Falcon 50ml

PBS 1x

Fonte: o autor, 2023.

Fonte: o autor, 2023. Fonte: o autor, 2023.

5.2 AMOSTRAS DE AR COLETADAS APRESENTARAM BOM RENDIMENTO E
POTENCIAL PARA SEREM AMPLIFICADAS

O material extraido foi avaliado quanto a sua concentracdo e qualidade utilizando o
NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific). Os resultados estdo expressos na tabela abaixo (Tabela
2).

Tabela 2 — Qualidade e concentragdo do DNA extraido.

Amostra Concentracao (ng/ ul) 260/280

Controle — Extracao (PBS) 11,6 1,44
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20 metros — background 28,1 1,46
Coletor 1 — 20 metros 7.4 1,35
Coletor 1 — 20 metros 24,9 1,41

50 metros — background 47,9 1,43
Coletor 1 — 50 metros 11,1 1,28
Coletor 1 — 50 metros 26,5 1,39

Coletor 2 —40km/h 36,5 1,46
Coletor 2 — 40km/h 12,0 1,57
Coletor 2 — 50km/h 30,0 1,46
Coletor 2 — 60km/h 8,4 1,31
Bomba de suc¢ao — Branco 49,3 1,47
Bomba de suc¢ao — filtro 80,5 1,47
Bomba de suc¢ao — filtro 57,2 1,49

Fonte: O autor, 2023.

Apos a extracdo, prosseguiu-se para a amplificacao do material utilizando os iniciadores
universais para regidao V3/V4 do rRNA 16S fornecidos pela Illumina (Part #15044223 ver. B,
[llumina, CA, USA). O resultado pode ser visualizado em gel de agarose 1% (Figural 1 A-B).
Figura 11 — Resultados das PCRs para amplificagdo da regido de interesse. A) Gel de agarose
1% da regido rRNA 16S V3/V4 amplificada para amostras de ar obtidas com os coletores. 1)
controle extracao (PBS); 2) controle PCR (Yersinia); 3) branco PCR (Mix); 4) 20 metros —
background; 5 e 6) Coletor—1 — 20 metros; 7) 50 metros — background; 8 ¢ 9) Coletor—1 — 50
metros; 10 e 11) Coletor 2 — 40km/h; 12) Coletor 2 — 50km/h; 13) Coletor 2 — 60km/h. B) Gel
de agarose 1% da regido rRNA 16S V3/V4 amplificada para amostras de ar obtidas com a
bomba de succdo. 1) Bomba de suc¢ao — Branco; 2 e 3) Bomba de succao — filtro; 4) branco

PCR (Mix); 5) controle PCR (Yersinia).

78910111213'

-
s m-m-
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Fonte: o autor, 2023.

B)

Fonte: o autor, 2023.

Através dos resultados da eletroforese, a amplificacao do fragmento do V3/V4 do rRNA
16S para nossas amostras foi confirmada, com o tamanho esperado de ~500 pb, tanto para as
amostras obtidas com ambas as versoes dos coletores (v1 e v2) quanto para as amostras obtidas

através da bomba de succgao.

5.3 SEQUENCIAMENTO FOI CAPAZ DE GERAR QUANTIDADE SUFICIENTE DE
DADOS PARA CARACTERIZACAO DA COMPOSICAO MICROBIANA

Ap6s a purificacao do produto da PCR, prosseguiu-se para o preparo da biblioteca com
a ligacao dos adaptadores aos fragmentos amplificados na etapa anterior. Foi utilizado o kit
Nextera XT Index Kit (Illumina, San Diego, CA, EUA) de acordo com o protocolo Illumina. A
biblioteca foi entdo quantificada utilizando o kit Qubit™ dsDNA HS (Tabela 3) e o tamanho
foi validado através de eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 12).

Tabela 3 — Concentragdo das bibliotecas.

Amostra Concentracao (ng/ pl)
Controle PCR (Yersinia) 33,6
Branco PCR (Mix) 4,77
Controle extragao (PBS) 25,5
Coletor 2 — 60km/h 25,1
Coletor 2 — 50km/h 23,7

Coletor 2 — 40km/h 18,8
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Coletor 2 — 40km/h 19,4
20 metros — background 24,6
Coletor 1 — 20 metros 20,1
Coletor 1 — 20 metros 0,188
50 metros — background 24,5
Coletor 1 — 50 metros 20,1
Coletor 1 — 50 metros 23,1
Branco PCR (Mix) 3,85
Controle PCR (Yersinia) 28,8
Bomba de suc¢ao — Branco 21,1
Bomba de sucg¢ao — filtro 0
Bomba de sucg¢ao — filtro 20,6

Fonte: o autor, 2023.

Figura 12 — Eletroforese em gel de agarose 1% das bibliotecas. 1) Controle Qpcr; 2) Controle
PCR (Yersinia); 3) Branco PCR (Mix); 4) Controle extracao (PBS); 5) Coletor 2 — 60km/h; 6)
Coletor 2 — 50km/h; 7) Coletor 2 — 40km/h; 8) Coletor 2 — 40km/h; 9) 20 metros — background;
10) Coletor 1 — 20 metros; 11) Coletor 1 — 20 metros; 12) 50 metros — background; 13) Coletor
1 — 50 metros; 14) Coletor 1 — 50 metros; 15) Branco PCR (Mix); 16) Controle PCR (Yersinia);

17) Bomba de suc¢—o - Branco; 18) Bomba de suc¢—o - filtro; 19) Bomba de suc¢—o - filtro.

11 12 13 14 15 16 17 18 19

e=u g = D e g

- -4

Fonte: o autor, 2023.
A partir da analise do gel, foi possivel confirmar a ligacdo dos adaptadores nas
sequéncias presentes nas amostras, que por fim apresentaram um tamanho aproximado de ~600

pb, assim como estabelecido no protocolo Illumina (Part #15044223 Rev. B, Illumina, CA,
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USA). A partir disso, as bibliotecas foram entdo diluidas, misturadas e desnaturadas para

posterior sequenciamento no sequenciados Illumina MiSeq.

54 ANALISES DE BIOINFORMATICA SE MOSTRARAM CAPAZES DE
CARACTERIZAR ASPECTOS DO MICROBIOMA AEREO

Um total de 20.141.040 de leituras foram convertidas em arquivos fastq que serviram
de input para as analises computacionais subsequentes. Devido a baixa qualidade das leituras

reverse, estas foram excluidas das analises posteriores (Figura 13).
Figura 13 - Qualidade média das leituras A) forward e B) reverse. No eixo y esta descrito a

qualidade Phred e no eixo x esta descrito a posi¢do em pares de base das sequéncias.

FastQC: Indice de qualidade médio FastQC: Indice de qualidade médio
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Posicao (pb) Posicao (pb)

Fonte: o autor, 2023. Fonte: o autor, 2023.

As leituras forward foram entdo filtradas e trimadas, através da ferramenta DADA2, em
209 pb, considerando uma qualidade Phred de 20 (Figura 14).
Figura 14 — Qualidade média das leituras forward apos trimagem. No eixo y esta descrito a

qualidade Phred e no eixo x esta descrito a posigdo em pares de base das sequéncias.
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FastQC: Indice de qualidade médio

Indice Phred

Posigao (pb)

Fonte: o autor, 2023.

Por fim, ap6s a remog¢ao de quimeras, um total de 3.006.009 milhdes de leituras foram
utilizadas para a etapa inferéncia de ASVs, com uma média de ~160.000 leituras por amostra
(Tabela 4). Um total de 1878 ASVs foram preditas ao longo das amostras e tais ASVs foram
classificadas em diferentes niveis taxondomicos (e.g. filo) (Figura 15). Posteriormente as
contagens das amostras de controle da extracao (PBS) e de background para 20 e 50 metros
foram utilizadas como filtros e subtraidas das demais amostras, portanto nao estao presentes
nas andlises de diversidade.

Tabela 4 — Quantidade de leituras finais por amostra apos filtragem, tratamento de qualidade e

remo¢ao de quimeras.

Nao % de leituras
Amostra Entrada  Filtrado quimeras retidas
Controle PCR (Yersinia) 212997 202990 202762 95.2
Branco PCR (Mix) 79422 74165 68468 86.2
Controle extracao (PBS) 269639 248204 230546 85.5
20 metros - background 256186 238632 219671 85.7
Coletor 1 - 20 metros 275351 261074 250733 91.1

Coletor 1 - 20 metros 9350 2502 2419 259



50 metros - background
Coletor 1 - 50 metros
Coletor 1 - 50 metros

Coletor 2 — 40km/h
Coletor 2 — 40km/h
Coletor 2 — 50km/h
Coletor 2 — 60km/h

Controle PCR (Yersinia)
Branco PCR (Mix)
Bomba de sucgao -

Branco
Bomba de succao - filtro

Bomba de succao - filtro

251473
285598
244143
317194
315048
240379
323133
123847
9936

39692

197
197698

235163
261056
230455
287669
279526
224148
296957
115486
9168

36705

178
187400

217635
244320
210698
273893
269285
208908
273742
115426
9045

34430

167
173861

86.5
85.5
86.3
86.3
85.5
86.9
84.7
93.2
91.0

86.7

84.8
87.9

Fonte: o autor, 2023.
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Figura 15 — Proporgao de filos identificados em cada amostra. No eixo y temos a proporcao de

copias do gene do rRNA 16S de acordo com os filos expostos na relacdo no canto direito. No

eixo x temos as amostras (Yersinia e Yersinia2 = controle positivo da PCR; Mix e Mix2 =

branco da PCR; A20ml e A20m2 = duplicatas coletadas com o drone e coletor vl a 20m de

altura do solo; ASOm1 e A50m2 = duplicatas coletadas com o drone e coletor vl a 50m de altura

do solo;V40km e V40km2 = amostras coletadas com coletor v2 acoplado a um carro em

movimento em velocidade de 40km/h; V50km = amostras coletadas com coletor v2 acoplado

a um carro em movimento em velocidade de 50km/h; V60km = amostras coletadas com coletor

v2 acoplado a um carro em movimento em velocidade de 60km/h; Filtrol e Filtro2 = amostras

coletadas em duplicada utilizando filtros e bomba de sucg¢ao).
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Fonte: o autor, 2023.

Além da abundancia de taxons presentes nas amostras, a diversidade alfa foi calculada
para cada amostra a partir do indice de Shannon, que estabelece a riqueza presente em cada
amostra (Figura 16). No grafico abaixo ¢ possivel observar uma tendéncia, onde amostras
coletadas em altitudes maiores (50 metros) e em maior velocidade (50 e 60 km/h) apresentam
uma maior riqueza. Também ¢ possivel observar variabilidade na riqueza entre amostras
coletadas em uma mesma condigao.

Figura 16 — Medida de diversidade alfa das amostras a partir do indice de Shannon. No eixo y
¢ exibido a medida de diversidade alfa e no eixo x as amostras (Yersinia e Yersinia2 = controle
positivo da PCR; Mix e Mix2 = branco da PCR; A20m1 e A20m2 = duplicatas coletadas com
o drone e coletor vl a 20m de altura do solo; A5S0m1 e A50m2 = duplicatas coletadas com o
drone e coletor vl a 50m de altura do solo;V40km e V40km?2 = amostras coletadas com coletor
v2 acoplado a um carro em movimento em velocidade de 40km/h; V50km = amostras coletadas
com coletor v2 acoplado a um carro em movimento em velocidade de 50km/h; V60km =

amostras coletadas com coletor v2 acoplado a um carro em movimento em velocidade de
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60km/h; Filtrol e Filtro2 = amostras coletadas em duplicada utilizando filtros e bomba de

sucgao).
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Fonte: o autor, 2023.

Também foi calculada a diversidade beta que avalia a similaridade entre as amostras.
Tal célculo foi feito utilizando a dissimilaridade de Bray-curtis (Figura 17). As analises de
similaridade (ANOSIM) indicaram que os grupos apresentam mais semelhancas do que
diferencas entre si (ANOSIM statistic R: 0.3059). Por fim, foi observado que ndo houve
diferenca significativa entre a similaridade das amostras (p-valor = 0.0665).
Figura 17 — Diversidade beta avaliada entre as amostras utilizando a dissimilaridade de Bray-
curtis. Os pontos representam as condi¢des (pcrCtrlPos = controle positivo da PCR; perCtriNeg
= branco da PCR; coletor 1 20 = duplicatas coletadas com o drone e coletor vl a 20m de altura
do solo; coletor 1 50 = duplicatas coletadas com o drone e coletor vl a 50m de altura do solo;
coletor 2 40 = amostras coletadas com coletor v2 acoplado a um carro em movimento em
velocidade de 40km/h; coletor 2 50 = amostras coletadas com coletor v2 acoplado a um carro

em movimento em velocidade de 50km/h; coletor 2 60 = amostras coletadas com coletor v2
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acoplado a um carro em movimento em velocidade de 60km/h; bomba = amostras coletadas em

duplicada utilizando filtros e bomba de succao).
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Fonte: o autor, 2023.

6 DISCUSSAO

Neste trabalho, propomos uma nova forma de se amostrar o microbioma aéreo e analisa-
lo através da técnica de metagenomica por amplicons. Como mencionado anteriormente, ha
uma grande dificuldade de se estudar o ambiente aéreo devido a escassez de métodos eficazes
de coleta e tratamento das amostras de ar. A coleta com drones surgiu como uma possibilidade
pois tais equipamentos permitem uma versatilidade na amostragem de diferentes ambientes e
altitudes. Os drones vem se tornando cada vez mais utilizados para uma ampla gama de
finalidade devido a versatilidade mencionada acima, finalidades estas como, por exemplo,
coleta de compostos organicos presentes no ar e para mensuragdo da biomassa de plantas em
ambientes aridos (MCCANN; KEITH; KINGSFORD, 2022; PUSFITASARI et al., 2022).
Explorando mais ainda a possibilidade do uso de drones, estes come¢aram a ser empregados na
coleta de amostras ambientais como a dgua, para caracterizacdo da comunidade microbiologica

ali presente (HORRICKS et al., 2022). Apesar de tais inovagdes, ainda ndo se tem na literatura
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o registro do uso de drones para coleta de amostras de ar, juntamente com o emprego de técnicas
de sequenciamento de alto rendimento como a metagenOmica para a caracterizacdo do
microbioma aéreo. Dessa forma, este trabalho se propde a estabelecer uma nova alternativa para
a coleta de amostras de ar a fim de que a comunidade microbioldgica associada ao ambiente
aéreo possa ser efetivamente amostrada e caracterizada.

Além do desenvolvimento de métodos de coleta, tais como o emprego do drone e o
desenvolvimento de um coletor capaz de capturar amostras de ar, o resultado depende
amplamente do tratamento que as amostras irdo receber posteriormente. Por possuir uma baixa
densidade de biomassa, ¢ particularmente dificil realizar uma extragao de material genético, a
partir do ar, com um bom rendimento e qualidade. Protocolos que utilizam kits de extragao,
geralmente a partir de colunas de silica, possuem baixo rendimento, retendo boa parte do
material genético, enquanto que métodos como fenol/cloroformio possuem um melhor
rendimento, a0 menos em amostras de tecido (SHUTTLEWORTH; OOSTHUIZEN, 2022). Por
outro lado, o emprego de fenol/cloroféormio traz desvantagens como a alta variacdo na
reproducao dos resultados e a presenga de contaminantes fendlicos que, por exemplo, podem
inibir a PCR, além de conter reagentes quimicos altamente toxicos (SCHRADER et al., 2012;
TONI et al., 2018).

Esses fatores poderiam explicar a variagdo na amplificagdo em algumas amostras do
nosso experimento. Essas variagdes se refletiram nas analises posteriores, com o baixo nimero
de leituras sequenciadas em algumas amostras (e.g. Bomba de succao — filtro 1). Tal diferenca
na quantidade de leituras prejudica diretamente a avaliagdo da composi¢ao microbiana de uma
amostra, e usualmente tais situagdes sao contornadas com técnicas de normaliza¢ao do tamanho
das bibliotecas, a fim de evitar que uma amostra sequencie mais do que outra.

A rarefagdo ¢ uma técnica que envolve a selegdo aleatoria de uma quantidade de leituras
a fim de que se iguale os dados entre as amostras. Essa quantidade ¢ definida baseada na menor
amostra sequenciada e envolve o descarte dos dados que excederam ou que ficaram abaixo do
limiar estabelecido (WILLIS, 2019). Entretanto, a fim de contornar o viés da quantidade de
leituras sequenciadas, tal técnicas insere um outro viés, pois grande parte dos dados descartados
sdo de leituras raras, e que impactam algumas métricas de diversidade que sdo altamente
dependente dessas leituras raras, como o indice de Shannon (KONOPINSKI, 2020).

Essas ponderacdes foram muito bem exploradas por (MCMURDIE; HOLMES, 2014)
que sugerem outras técnicas para normalizagdo das amostras (e.g. transformacao estabilizadora
de variancia, DESeq2). Por essa razdo, decidimos ndo realizar a rarefagdo nos nossos dados,

pois isso nos forneceria uma cendrio mais aproximado da comunidade bacteriana presente no
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ar. Apesar disso, foram observadas diferencas relevantes entre amostras coletadas na mesma
condicdo, tanto para diversidade alfa quanto para diversidade beta, € podemos supor que a razao
para tal pode ser a alta variagdo no método de extracdo, que impactou analises subsequentes
como a PCR e consequentemente o sequenciamento, levando a um desbalanceamento na
quantidade de leituras.

Contaminacdes em estudos de metagendmica sdo recorrentes € podem levar a uma falsa
interpretacdo dos dados gerados (DAVIS et al, 2018), porém a hipotese de que tais
contaminantes, sejam eles advindos de reagentes ou de outras fontes, sdo a fonte da variagao
observada entre amostras de mesmo tratamento pode ser afastada uma vez que as leituras
classificadas na amostra de controle de extracao (PBS) foram subtraidas das demais amostras,
e ainda assim, uma ampla variacdo pode ser observada. Dessa forma ¢ imperativo o
estabelecimento de protocolos de extracdo que se proponham ndo apenas a extrair material
genético de amostras de baixa biomassa, mas também que possuam um alto grau de
reprodutibilidade, a fim de mitigar o viés causado por etapas de processamento das amostras.

Para além das dificuldades citadas acima, os dados taxondmicos corroboram alguns
achados sobre a diversidade bacteriana encontrada no ambiente aéreo, como a ampla
diversidade de filos bacterianos identificados nas amostras além da alta taxa de leituras ndo
classificadas em qualquer nivel taxondmico (GUSAREVA et al, 2019b), caracteristica
observada em amostras coletada a 20 metros de altitude, onde ~30% de leituras ndo foram
classificadas em qualquer nivel taxondmico. Tal achado lan¢a luz sobre a lacuna no
conhecimento da comunidade microbiana presente no ar, lacuna essa que pode ser contornada
a partir de estudos mais aprofundados, incluindo outras técnicas de sequenciamento, como
sequenciamento de “shotgun”, que permitiria ndo apenas a resolucdo, em partes, da

identificacao de tais taxons, mas também a dinamica funcional que ocorre no ambiente aéreo.
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7 CONCLUSAO

A partir dos dados obtidos nesse trabalho, ficou evidente a necessidade do
estabelecimento de técnicas de processamento de amostras genéticas que permitam uma
maior reprodutibilidade associada & um maior rendimento em amostras de baixa
biomassa.

Os protocolos desenvolvidos e executados nesse trabalho se mostraram capazes de
mostrar, ainda que minimamente, as caracteristicas da comunidade bacteriana no ar,
especialmente sua composi¢do taxondmica.

Espera-se entdo que este estudo possa contribuir com o conhecimento acerca do
microbioma presente no ar e que sirva de estimulo para o desenvolvimento e
aprimoramento de novas técnicas para o estudo de um componente da biosfera tao

amplo e tao pouco explorado como o ar.
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