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RESUMO

Os paineis fotovoltaicos apresentam superficies que permanecem expostas a variacGes
climaticas, tais como temperatura, umidade, radiacdo solar e pressdo atmosférica, além de
fendmenos atmosféricos, como chuvas e efeito estufa. Desta forma, esse é considerado um
ambiente extremo para 0 crescimento de microrganismos. Apesar disso, 0S painéis sdo
colonizados por comunidades microbianas diversas, como bactérias, fungos, virus e algas. Os
paingéis fotovoltaicos podem perder sua eficiéncia pela presenca desses microrganismos em sua
superficie, visto que eles sdo capazes de formar biofilmes, o que afeta a captacdo da luz solar
pelo sistema. Desta forma, o estudo e caraterizacdo dos microrganismos que constituem o
biofilme proveniente de paineis fotovoltaicos é fundamental para a compreensdo dos
mecanismos utilizados por esses microrganismos para o estabelecimento das comunidades
nesse ambiente inGspito para, futuramente, propor estratégias para combate-los. Nesse estudo,
nove amostras de biofilme foram coletadas na superficie de um painel fotovoltaico localizado
na regidao metropolitana de Belo Horizonte (MG), o DNA foi extraido e sequenciado utilizando
Metagenémica shotgun. A plataforma de sequenciamento utilizada foi a Illumina 2500 e os
dados foram analisados utilizando o pipeline SqueezeMeta. A caracterizagcdo taxondmica
permitiu a identificacdo de mais de 1.000 géneros de Bacteria, 20 géneros de archaea e 400
eucariotos. Diversos géneros extremofilos e produtores de exopolissacarideos foram
identificados, como Hymenobacter, Pedobacter, Mucilaginibacter e Sphingomonas, capazes de
sobreviver em condigdes adversas e formar biofilmes. Considerando os resultados das analises
funcionais, mais de 10.000 genes foram identificados nas amostras, sendo que muitos estdo
envolvidos na formacdo de biofilmes, resisténcia a radiacdo, variacdo de temperatura, baixa
disponibilidade de dgua e nutrientes. Os dados obtidos até 0 momento revelam grande potencial
para continuaidade dos estudos, abrindo perspectivas como a montagem de genomas completos
e 0 estudo detalhado dos genes e vias metabdlicas envolvidos na formacao e manutencdo dos
biofilmes microbianos.

Palavras-chave: Painel fotovoltaico; biofilme; metagendmica; shotgun; extremofilos.



ABSTRACT

The photovoltaic panels surfaces remain exposed to variations in weather conditions, such as
temperature, humidity, radiation and atmospheric pressure, in addition to atmospheric
phenomena, such as rainfall and the greenhouse effect. Thus, this is considered an extreme
environment for the growth of microorganisms. Despite this, the panels are colonized by diverse
microbial communities, and may contain bacteria, fungi, viruses and algae. Photovoltaic panels
can lose their efficiency due to the presence of these microorganisms on their surface, since
they are capable of forming biofilms, which affects the capture of sunlight by the system. In
this way, the study and characterization of the microorganisms that constitute the biofilm from
photovoltaic panels is fundamental for the understanding of the mechanisms used by these
microorganisms to establish communities in this inhospitable environment, in order to, in the
future, propose strategies that can combat it. In this study, nine biofilm samples were collected
from the surface of a photovoltaic panel located in the metropolitan region of Belo Horizonte
(MG), and the DNA was extracted and sequenced using the Metagenomic rifle. The sequencing
platform used was the Illumina 2500, and the data analyzed using the SqueezeMeta pipeline.
The taxonomic characterization allowed the identification of more than 1,000 genera of
Bacteria, 20 genera of archaea and 400 eukaryotes. Several extremophile and
exopolysaccharide producing genera were identified, such as Hymenobacter, Pedobacter,
Mucilaginibacter and Sphingomonas, capable of surviving in adverse conditions and forming
biofilms. Considering the results of the psychological analyses, more than 10,000 genes were
identified in the samples, many of which are involved in the formation of biofilms, resistance
to radiation, temperature and desiccation. The data obtained so far show great study potential
for Exection, opening perspectives such as the assembly of genomes and the detailed study of
the genes and metabolic pathways involved in the formation and maintenance of microbial
biofilms.

Keywords: Photovoltaic panels; biofilm; metagenomics; shotgun; extremophiles
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1. INTRODUCAO

A energia solar vem ganhando cada vez mais espa¢o no mundo, pois, além de ser uma fonte
limpa e sustentavel, é abundante e praticamente inesgotavel. Com o crescente aumento dos
impactos ambientais, a utilizacdo de energias renovaveis vem sendo cada vez mais incentivada
em varias regides do mundo. A utilizacdo de energia solar pode reduzir a dependéncia de
energias ndo renovaveis, que sdo esgotaveis e causam diversos impactos ambientais. Assim,
existe uma necessidade crescente do estudo e aprimoramento dessas tecnologias, com o intuito
de reduzir suas limitacOes e aplica-las em larga escala (BEZERRA, 2021, TOLMASQUIM,
2016).

O painel fotovoltaico € uma alternativa renovavel e sustentavel em relacdo a utilizacdo de
combustiveis fosseis, sendo capaz de transformar energia solar em energia elétrica. De acordo
com Fossati et al. (2021), nos préximos 30 anos estima-se um aumento de 40% a 55% na
utilizacdo de energia solar no mundo. Ja no Brasil, a capacidade instalada de geracdo de energia
solar aumentou quase 85% entre os anos de 2017 e 2020 (TONHOLI, 2021, BEZERRA, 2021).
Um dos desafios da utilizacdo de energia fotovoltaica esta na presenca de microrganismos em
sua superficie, como bactérias, fungos, algas, entre outros. Devido as condi¢Bes extremas do
painel fotovoltaico, como elevada varia¢do de temperatura, radiacdo UV, baixa disponibilidade
de &gua e nutrientes e estresse oxidativo, os microrganismos ali presentes formam biofilmes,
gerando um ambiente favoravel para que possam crescer e se reproduzir, apesar das condi¢es
externas (MOURA et al., 2021, DORADO-MORALES et al., 2016). A formacéo de biofilmes
na superficie de painéis fotovoltaicos pode causar reducgdes significativas no rendimento da
geracdo de energia. Shirakawa et al. (2015) demonstraram perda de 11% na eficiéncia de
paineis apds 18 meses de exposicdo, enquanto Noack-Schénmann et al. (2014) afirmaram que
a presenca de biofilmes pode bloquear até 70% da transmissdo de luz solar, dispersando a
radiacdo incidente, reafirmando que a espessa camada de organismos vivos interfere na

passagem de luz para as células fotovoltaicas.

As superficies de painéis fotovoltaicos sdo locais onde encontram-se microrganismos
promissores do ponto de vista biotecnologico, devido aos mecanismos adaptativos
desenvolvidos por eles para a sobrevivéncia. Desta forma, a identificacdo taxonémica, bem
como a caracterizagdo dos genes e vias metabdlicas (anélise funcional) utilizados por esses
microrganismos apresentam-se como areas de grande interesse, tanto para a pesquisa basica
como aplicada (TANNER et al., 2019).
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A Metagenémica é uma &rea de estudo que permite avaliar em ampla escala a diversidade
taxonémica e funcional de comunidades complexas de microrganismos presentes em amostras
ambientais. A utilizacdo de técnicas de sequenciamento de nova geragédo permite a identificacdo
de microrganismos que ndo podem ser cultivados em laboratorio, e a analise funcional dos
genes permite entender como esses microrganismos interagem e sobrevivem as condicGes
extremas (SEDJOAH, 2021, PORCAR et al., 2018).

Considerando que a presenca de biofilme na superficie de paineis fotovoltaicos afeta
negativamente a capacidade de geracdo de energia e que 0S microrganismos que compde o
biofilme apresentam potencial biotecnoldgico, espera-se que esse estudo possa contribuir com
0 conhecimento nas areas de energia limpa e microbiologia. Também € possivel ressaltar a
inovacdo do tema, ja que a literatura sobre biofilme em painéis fotovoltaicos é bastante escassa,
especialmente no que se refere ao uso de Metagendmica shotgun, considerada a melhor

tecnologia para andlise de dados funcionais.
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2. OBJETIVOS

O principal objetivo do presente trabalho foi caracterizar a comunidade microbiana e 0s genes
envolvidos no processo de formacgdo de biofilme na superficie de um painel fotovoltaico

localizado em Belo Horizonte (MG) utilizando sequenciamento Metagendmico Shotgun.

Objetivos Especificos:
I. Realizar a coleta das amostras e a extracdo de DNA;
Ii. Realizar o sequenciamento das amostras de DNA utilizando a plataforma Illumina 2500;
iii. Utilizar diferentes ferramentas de bioinformatica para o tratamento das sequencias,
montagem das reads, e identificacdo dos microrganismos e genes;
iv. Comparar diferentes bancos de dados para as informacdes taxondmicas e funcionais das
comunidades presente nas amostras;
v. Analisar os dados e compara-los com as referéncias literarias existentes;
vi. Caracterizar as amostras com o auxilio da espectroscopia Raman, visando identificar as fases

minerais presentes no soiling do painel fotovoltaico.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Energia renovavel e painéis fotovoltaicos

Nas ultimas decadas ocorreram modificacGes significativas no meio ambiente devido ao
consumismo, utilizacdo desenfreada dos recursos naturais e servigcos ecossistémicos, geracao
de residuos, contaminacéo do ar, das aguas e do solo entre outros. Um dos principais problemas
ambientais da atualidade é o aquecimento global, causado pela emissao de gases de efeito estufa
gue geram um aumento de temperatura na terra. De acordo com Carvalho et al. (2010), na
década passada a concentragdo de CO2 na atmosfera aumentou 110 ppmv (partes por milhdo
em volume) e, atualmente, a taxa estimada de aumento é de 2,2 ppmv ano. Um dos principais
responsaveis pela emissdo desses gases € a queima de combustiveis fosseis nas usinas
termelétricas, sendo de extrema importancia a substituicdo dessa préatica por fontes de energia
renovaveis para reducdo dos impactos ambientais (ARTAXO, 2014, PORTO, SUSKI, 2021).

De acordo com a Empresa de Pesquisa Energética (EPE), a matriz energética global € composta,
principalmente, por fontes de energias ndo renovaveis, como petroleo, gas natural e carvédo
mineral (Figura 1). Apenas 14% da matriz energética é considerada renovavel, sendo 12%
atribuidos a energia hidraulica e biomassa e apenas 2% a energia solar, edlica e geotérmica.
Considerando-se a matriz energetica brasileira, as fontes de energia renovavel sdo mais
utilizadas quando comparadas a matriz global, porém, ainda prevalece a utilizacdo de energias
ndo renovaveis As fontes de energias renovaveis se aproximam de 48%, representando quase

metade da matriz energética (Figura 2).
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Figura 1 — Representacdo da matriz energética global
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Figura 2 — Representacdo da matriz energética do Brasil
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A energia solar € uma das fontes renovaveis mais promissoras atualmente, além de ser
praticamente inesgotavel, possui 0 maior potencial técnico de aproveitamento. Outro fator
importante esté relacionado com sua disponibilidade, que é superior a necessidade global de
energia elétrica. A evolugdo da capacidade instalada de energia solar no Brasil (Figura 3)
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demonstra a importancia do desenvolvimento de pesquisas e melhorias nesse setor (BEZERRA,
2021, TOLMASQUIM, 2016).

Figura 3 — Evolucdo da capacidade instalada de geracéo de energia solar no Brasil
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A energia fotovoltaica € baseada em um processo fisico, chamado efeito fotovoltaico, que
ocorre pela diferencga de potencial nos extremos de um material semicondutor. A absorcéo da
luz solar promove a excitacao dos elétrons e a formacdo de corrente elétrica, gerando energia
(PORTO, SUSKI, 2021, TOLMASQUIM, 2016). Os painéis fotovoltaicos sdo formados por
um conjunto de células fotovoltaicas revestidas e agrupadas para a formacdo dos modulos. A
estrutura dos painéis é composta por sete camadas. A primeira delas é chamada de selante, com
0 objetivo de unir as camadas através do seu material adesivo, seguido pelo vidro, que protege
contra condigdes climéticas externas e permite a entrada de luz. As células fotovoltaicas ficam
situadas entre duas camadas de um material encapsulante, geralmente Etil Vinil Acetato (EVA),
que as protege e otimiza a conducdo elétrica. Por fim, tem-se o0 Backsheet, que além de proteger
todos os outros materiais, oferece isolamento térmico. A moldura é a parte externa, geralmente
de aluminio, responsavel pela fixacdo do modulo (Figura 4) (PADOAN, ALTIMARI,
PAGNANELLI, 2019, TOLMASQUIM, 2016).
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Figura 4 — Representacédo da estrutura de um painel fotovoltaico
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Uma grande desvantagem da energia solar é o alto custo relacionado ao baixo rendimento
quando comparado a outras formas de obtencdo de energia, principalmente as ndo renovaveis.
Por esse motivo, a energia solar ainda ndo foi implementada em larga escala. Outra
desvantagem € a necessidade da luz solar, ou seja, a energia ndo é produzida durante a noite, e
em dias nublados e chuvosos, a eficiéncia dos painéis é reduzida (MACHADO, MIRANDA,
2015). Uma limitacdo dos painéis fotovoltaicos que foi descrita recentemente na literatura é a
presenca de biofilme microbiano em sua superficie, que € capaz de reduzir sua eficiéncia através
do bloqueio da luz solar (NOACK-SCHONMANN et al., 2014, SHIRAKAWA et al., 2015).

3.2 Biofilme

Biofilme pode ser definido como uma comunidade complexa de microrganismos que vivem
dentro de uma matriz autoproduzida, composta de substancias poliméricas extracelulares
(EPS), que sdo constituidas por agucares, proteinas, lipideos, acidos nucleicos (RNA e DNA) e
agua (BLANCO et al., 2019, CIOFU et al., 2022).

Os biofilmes podem ser encontrados em diversos ambientes, incluindo superficies de
equipamentos médicos (STOICA et al., 2017), sistemas de agua e esgoto (LI et al., 2019),
industrias alimenticias (CORRASCOSA et al., 2021), dentes e gengivas (WALSH et al., 2020),
superficies de barcos e navios (SALTA et al., 2013) e principalmente em ambientes naturais
(MOURA et al., 2021, DORADO-MORALES et al., 2016). E a forma de vida predominante
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no planeta quando comparado ao estado plancténico da célula (células separadas), devido a
maior protecdo contra condi¢des adversas (FLEMMING, WINGENDER, 2010, SRINIVASAN
et al.,, 2021). Estima-se que mais de 80% das bactérias e archaeas residam em biofilmes
(PARRILI, TUTINO, MARINO, 2022).

A formacéo do biofilme é um processo complexo, em forma de ciclo, que pode ser resumido
em cinco etapas (Figura 5), a saber: i) Adesdo ou fixacdo: os microrganismos se ligam
reversivelmente a superficie atraves de interacdes fracas; ii) Colonizacdo: 0s microrganismos
sdo ligados a superficie de forma irreversivel com interacdes mais fortes e com o auxilio de
proteinas adesivas e polissacarideos, formando uma camada inicial de células; iii)
Desenvolvimento ou proliferacdo: os microrganismos se reproduzem, acumulando células e
formando multicamadas; além disso, produzem e secretam EPS; iv) Maturagdo: a medida que
o biofilme cresce, as células se organizam formando uma comunidade tridimensional estavel
com canais que permitem a circulacdo de nutrientes, moléculas sinalizadoras e remocao de
residuos metabdlicos; v) Dispersdo: as células se separam do biofilme se tornando livres para
se mover e colonizar novas areas, devido a estimulos externos ou internos, como falta de
nutriente, presenca de predadores ou chegada de um novo sinal quimico (SRINIVASAN et al.,
2021, YIN et al., 2019).
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Figura 5 — Representacdo esquematica das etapas envolvidas na formacao de biofilme
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Os biofilmes de diversos ambientes possuem caracteristicas diferentes, que sdo ditadas pelas
condig¢des ambientais, comunidade taxondmica, disponibilidade de nutrientes, propriedades das
superficies, entre outros, sendo sinalizado e regulado de maneiras distintas (TOLKER-
NIELSEN, 2015). Apesar disso, a estrutura basica do biofilme normalmente se mantém,
independente do ambiente e da comunidade microbiana. A matriz extracelular tem uma camada
espessa e hidratada (Figura 6a) e os seus componentes principais se distribuem de forma néo
homogénea (Figura 6b), o que provoca diferengas de conteldo entre as regides da matriz. Os
constituintes do EPS tém a capacidade de interagir entre si através de forcas repulsivas,
interacdes de hidrogénio e de Van Der Waals e atragdo idnica (Figura 6c), auxiliando na
estabilizacdo, coesdo e estrutura tridimensional do biofilme (FLEMMING, WINGENDER,
2010, PARRILI, TUTINO, MARINO, 2022). Vale ressaltar que as interacGes existentes entre

o0 biofilme e a camada de substancia poliméricas tornam 0s microrganismos participantes



23

diferentes em fisiologia e acdo, quando comparado as suas caracteristicas no modo de
crescimento plancténico (SENEVIRATNE et al., 2008).

Figura 6 — Representacdo da estrutura do biofilme
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Os EPS tém diversas fun¢des na matriz, como adesao, agregacao de células, coesao do biofilme,
retencdo de agua, barreira protetiva, sorcdo de compostos organicos e ions inorganicos,
atividade enzimatica, fonte de nutrientes, doador e receptor de elétrons, permitindo que reacGes
redox ocorram, e troca de informagdes genéticas (FLEMMING, WINGENDER, 2010).

O biofilme é formado como mecanismo de defesa em resposta a condi¢es adversas. Ao se
agruparem, as células podem se proteger contra mudancas bruscas de temperatura, pressao,
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radiacdo ultravioleta, desidratacdo e presenca de substancias toxicas. A matriz extracelular que
envolve as células do biofilme atua como uma barreira fisica e quimica que protege as células

das agressoes do ambiente (YIN et al., 2019).

Existem diversos estudos que comprovam que a formacdo do biofilme se da a partir de
estimulos externos como mecanismo de protecdo as condi¢fes adversas. Kik Raikhan (2019)
estudou a formacdo de biofilme pela espécie Streptosporangium roseum constatando que o
aumento da temperatura induz a formacdo do biofilme e que sua espessura é diretamente
proporcional a variacdo de temperatura. Frosler et al., (2017) demonstraram que o biofilme
formado por Deinococcus geothermalis é mais tolerante a radiacdo UV quando comparado a
sua forma de vida planctbnica, afirmando que essa protecdo é proveniente da retencdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS). J& Zhao e colaboradores (2016) demonstraram que a
producdo de proteina e o teor de EPS aumentam com o aumento da salinidade. Portanto, a
presenca do biofilme permite a sobrevivéncia dos microrganismos em ambientes hostis através
de diversos mecanismos, seja pela maior producdo de EPS, modificacdo de sua composigéo,

retendo compostos ou simplesmente pela presenca de uma barreira fisica.

Além disso, o biofilme aumenta a cooperacdo metabolica dentro de uma comunidade
heterogénia (SATARI, IGLESIAS, PORCAR, 2023). Isso acontece porque as células
bacterianas dentro do biofilme sdo capazes de se comunicar através de sinais quimicos,
conhecidos como quorum sensing (QS), que permitem a deteccdo da densidade celular, a
coordenacao de suas atividades e a resposta conjunta a estimulos externos. 1sso pode levar a um
aumento da eficiéncia na obtencdo de nutrientes e na colonizacdo de novas superficies
consideradas indspitas (CIOFU et al., 2022, GAMBINO, CAPPITELLI, 2016).

No inicio da formacéo do biofilme, as células sofrem mudancas fenotipicas para a expressao de
uma grande quantidade de genes envolvidos em sua regulacéo e sinalizagdo. Além do QS, que
é o principal mecanismo de sinalizacdo para coordenar a formacao de biofilme, existem outros
processos que tambem desempenham um papel importante em sua regulacdo. Estes geralmente
envolvem a ativacdo de vias de sinalizacdo intracelular que sdo mediadas por mensageiros
secundarios, como a adenosina monofosfato ciclico (cAMP), o difosfato de guanosina ciclico
(c-di-GMP) e o difosfato de guanosina-3',5'-ciclico (<cGMP) (SHARMA, PETCHIAPPAN,
CHATTERJI, 2014, TOLKER-NIELSEN, 2015, YIN et al., 2019). O cAMP é um mensageiro
secundario que regula a formagdo do biofilme e atua ativando a proteina receptora CRP

(proteina reguladora do catabolismo). A ativagdo de CRP resulta na expressdo de genes
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envolvidos na producéo de fatores de adeséo e na regulacdo da matriz extracelular (LIU et al.,
2020). O c-di-GMP é um mensageiro secundario que regula a transicao da fase planctonica para
a fase de biofilme. O c-di-GMP ¢ sintetizado pela enzima diguanilato ciclase e é degradado por
uma enzima denominada fosfodiesterase. A concentracdo de c-di-GMP no interior da célula
pode ser controlada pela atividade dessas enzimas, que regulam a transic¢ao da fase planctonica
para a fase de biofilme (WEI, MA, 2013). Portanto, os mensageiros secundarios desempenham
papel fundamental na regulacdo da formacdo do biofilme, através da ativacdo de vias de
sinalizacdo intracelular que regulam a expressao de genes envolvidos na adesdo das células
bacterianas a superficie, na produgdo de matriz extracelular e na transi¢éo da fase planctonica
para a fase de biofilme (SHARMA, PETCHIAPPAN, CHATTERJI, 2014, LIU et al., 2022).

As bactérias sdo 0s organismos mais estudados em relacdo ao biofilme, consideradas modelo
para o entendimento das etapas de formacdo, manutencdo e dispersdo. As principais bactérias
estudadas séo Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus mutans e Pseudomonas
aeruginosa (HOTTERBEEKX et al., 2017, LIN et al., 2021, SHARMA et al., 2016). Apesar
da maioria dos estudos terem foco em bactérias, fungos e archaeas também sdo produtores de
EPS, e fazem parte da composicédo de biofilmes. Fungos como Candida albicans e Aspergillus
fumigatus, e archaeas como Methanosarcina mazei e Sulfolobus solfataricus sdo relatados na
literatura pela producdo de grandes quantidades de EPS e pela participagdo na formagéo de
biofilmes (BANG et al., 2014, FLEMMING, WINGENDER, 2010, KAUR, SINGH, 2014).
Além dos microrganismos citados, existem diversos outros organismos vivos que compdem 0s
biofilmes espalhados pelo mundo. Diversos trabalhos tém como objetivo a caracterizacao da
comunidade microbiana desses ambientes, tentando entender sua formacdo, composicéo,

caracteristicas e formas de controle.

Embora os biofilmes oferecam protecéo para as células bacterianas, a presenca de biofilmes
apresenta consequéncias negativas para a saide humana, a industria e 0 meio ambiente
(CORRASCOSA et al., 2021, MOURA et al., 2021, STOICA et al., 2017). Por isso, é
importante entender como os biofilmes s&o formados e como podem ser controlados ou
removidos quando necessario. Em painéis fotovoltaicos, a presencga de poeiras e sujidades séo
descritas como uma barreira fisica que impede a passagem de luz solar e reduz a eficiéncia do
sistema energetico (APPELS et al., 2013, ILSE et al., 2018, JAVED, GUO, FIGGIS, 2017,
MEJIA, KLEISSL, 2013). Cordero et al. (2018), por exemplo, registraram reducdo de 39% na
eficiéncia do painel localizado no deserto do Atacama devido a presenca de particulas de areia.

Diversos trabalhos utilizam o termo “soiling” para se referir a essas sujidades. Porém, muitos
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deles ndo incluem a presenca de microrganismos em sua definicdo. O soiling é descrito de
diversas formas, mas normalmente engloba o crescimento microbiano e a deposicdo de
particulas, sejam elas sujidades, poeiras, material organico ou polén (SHIRAKAWA et al.,
2015). De qualquer modo, a presenca de biofilme associado as particulas depositadas na
superficie do painel é inquestionavel atualmente, e, portanto, ambos devem ser estudados em
conjunto para a melhor compreenséo do impacto destes componentes no rendimento da energia

solar.

3.3 Metagendmica

Metagendmica é uma tecnologia para analise de DNA gendmico de amostras ambientais sem a
necessidade de isolamento e cultivo dos microrganismos, constituindo, portanto, uma
alternativa as limitacGes dos métodos dependentes de cultivo (SEDJOAH, 2021). Estima-se que
menos de 1% da comunidade microbiana presente em ambientes naturais pode ser cultivada em
laboratério, pois as condigdes do ambiente ndo podem ser totalmente reproduzidas em
experimentos. Essa limitag&o pode ser explicada por diversos motivos, como falta de nutrientes
apropriados, temperatura, pressdo e pH inadequados, presenca de compostos inibitérios,
acumulo de residuos toxicos, dispersao de coldnias, entre outros. Entretanto, 0s microrganismos
ndo cultivaveis sao fonte de muitos compostos com atividades quimicas, bioldgicas e funcionais
de grande interesse. Assim, as técnicas independentes de cultivo vém sendo cada vez mais
utilizadas e aprimoradas, possibilitando uma visdo mais acurada das comunidades microbianas,
0 que inclui a identificacdo e analise das fungbes dos microrganismos em seus habitats
(HANDELSMAN, 2004, NAZIR, 2016).

Nas Gltimas décadas, a utilizagdo da metagendmica possibilitou a descoberta de novos
organismos, novos compostos terapéuticos, antimicrobianos e, principalmente, novas enzimas,
além de facilitar o estudo e caracterizacdo de diversos ambientes, apresentando aplicagcdes em
diversas areas como saude, bioeconomia, recursos naturais e industrial (DATTA, et al., 2020).
De acordo com Nazir (2016), muitas enzimas de importancia industrial, como celulases, lipases
e proteases, foram produzidas a partir de estudos de metagendmica. Essas enzimas séo
utilizadas em panificacdo, industrias de producgéo de racdes e farmacéutica, processamento de

sucos naturais, producdo de detergente e produtos lacteos, entre outros.

Um marco da metagendmica foi o surgimento do sequenciamento de nova geracdao (NGS), que
permite sequenciar varias moléculas de DNA de diferentes origens de maneira simultanea. As
plataformas de NGS mais comuns séo 454-pirosequenciamento, Iron Torrent e lllumina. As



27

principais vantagens relacionadas ao uso dessas tecnologias, quando comparado a utilizacdo
dos meétodos classicos, sdo a reducdo do tempo, maior profundidade do sequenciamento e
menor custo operacional (SEDJOAH, 2021).

A lllumina é a plataforma mais utilizada e mais popular para analises genémicas e
metagendmicas, sendo uma tecnologia consolidada, devido ao baixo custo, alta taxa de leitura
e densidade de sequenciamento, além da precisdo na insercdo de bases (ARI, ARIKAN, 2016,
PERVEZ et al., 2022). O sequenciamento na plataforma Illumina se inicia a partir do preparo
da biblioteca (Figura 7). Inicialmente, o DNA gendmico é fragmentado através de métodos
quimicos, fisicos ou enzimaticos gerando diversos pedagos ou fragmentos (etapas 1 e 2). Em
seguida, sdo adicionados adaptadores as duas extremidades de cada fragmento. Os fragmentos
sdo imobilizados a partir da ligacdo do adaptador a célula de fluxo (etapa 3). Essa superficie
possui pequenas sequéncias de DNA complementares aos adaptadores, o que permite a fixacao.
Em seguida, na etapa 4, o adaptador superior se liga ao adaptador complementar ao lado,
formando uma “ponte” (LU et al., 2016, OULAS et al., 2015). As etapas 5, 6 e 7 tem como
objetivo a amplificacdo do fragmento, gerando regides chamadas clusters. Essas regides séo
responsaveis pela intensificacdo do sinal durante o sequenciamento, possibilitando a detec¢do
pelo equipamento. Nesse processo, é necessaria a adicdo de bases nitrogenadas para a
ocorréncia da reacdo de PCR em ponte, responsavel pela formacgdo da fita complementar,
seguida de sua dissociagdo. O resultado dessa etapa séo dois fragmentos complementares, um
direto e um reverso. Esse processo ocorre diversas vezes até a formacao de regides com diversas
copias de um mesmo fragmento (Figura 7) (LU et al., 2016, SLATKO, GARDNER,
AUSUBEL, 2018). O sequenciamento propriamente dito ocorre nas etapas 8 e 9 atraves de um
processo chamado sequenciamento por sintese (sequencing by synthesis — SBS), em que sdo
utilizadas bases nitrogenadas modificadas capazes de emitir fluorescéncia. Assim, cada base
modificada adicionada gera uma fluorescéncia especifica que é detectada pelo equipamento de
forma sequencial, tornando possivel o sequenciamento de todos os fragmentos. Ao fim do
processo, os dados sdo analisados em relacdo a qualidade de sequenciamento (ILLUMINA,
2022, OULAS et al., 2015, SLATKO, GARDNER, AUSUBEL, 2018).
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Figura 7 — Representacéo das etapas do sequenciamento utilizando a plataforma Illumina
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Fonte: adaptado de LU et al., 2016

A metagendmica pode utilizar duas abordagens diferentes, shotgun e amplicon. Na verdade, o
termo metagendmica se refere apenas a abordagem shotgun e, para amplicon, utiliza-se o termo
metataxondmica. Na metagendmica, a maioria dos genomas e genes presentes nas amostras sao
sequenciados, podendo-se obter informagdes acerca da estrutura taxonémica e da composicao
funcional das comunidades microbianas. J& na metataxondmica, também chamada de
metagendmica de amplicon, utilizam-se genes marcadores, regides altamente conservadas que
permitem a identificacdo taxondmica para estudo de determinada populacdo, exigindo,
primeiramente, a sua amplificacdo através da técnica de PCR (BOFF, 2018, HOZZEIN, 2020,
MARCHESI, RAVEL, 2015).

As duas abordagens possuem vantagens e limitacfes (Quadro 1), consequentemente, a escolha
do método deve depender de cada projeto. Na abordagem de shotgun toda a amostra de DNA é
analisada ao invés de concentrar em apenas um gene especifico. Essa abordagem possibilita

obter informagdes acerca do perfil funcional das comunidades microbianas, ou seja,
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informacdes sobre o metabolismo e a interacdo dos microrganismos para sustentacdo do
equilibrio do nicho ecoldgico. Porém, é considerada uma anélise mais dispendiosa e que gera
um numero muito grande de dados, dificultando as analises posteriores. Ja a metataxonémica,
por sequenciar apenas um gene marcador, gera quantidade de dados muito inferior quando
comparado & metagendmica, sendo considerada uma analise relativamente répida e econémica,
usada para identificacdo taxondmica de diversas bactérias e eucariotos. Porém, além de nédo
gerar informacdes acerca do perfil funcional, pode apresentar vieses provenientes da etapa de
amplificacdo (BREITWIESER, LU, SALZBERG, 2017, DADKI, YANGBENRO,
BABALOLA, 2021, OULAS et al., 2015).

Quadro 1 — Vantagens e limitacdes associadas as abordagens de metagenémica e
metataxonémica

Abordagem Vantagens Limitacdes

e Analise mais dispendiosa

e Gera um alto nimero de dados para
anélise

e Muitas leituras podem  ser
provenientes de hospedeiros

e Na&o possui o0 viés da amplificagdo

Metagendmica e Detecta bactérias, archaeas, virus
(shotgun) e eucariotos

e Permite montagem de genomas

e Anadlise rapida e econdbmica

Tem viés da amplificagdo
N&o detecta virus

o Detecta ampla variedade de e Nao gera informag0es funcionais
- . . e N&o identifica novos organismos
Metataxondmica bactérias e eucariotos X g
. - . . e Resolugdo limitada
(amplicon) e Avaliagdo de maior nimero de o
[ J

amostras (aumento do poder
estatistico)

Fonte: Adaptado de Breitwieser, Lu e Salzberg (2017)

Como dito anteriormente, a metataxonémica utiliza genes marcadores de regiGes altamente
conservadas, sendo 0 mais comum o0s genes ribossomais (rRNA) 16S para bactérias, 18S para
eucariotos em geral, e ITS para fungos. Por serem regides conservadas, os dados de
metataxondmica podem ser utilizados para anélises filogenéticas. Alem disso, por ser uma
analise rapida e econdmica, pode-se sequenciar um grande nimero de amostras, aumentando o
poder estatistico das analises de dados (Quadro 1) (BREITWIESER, LU, SALZBERG, 2017).
Portanto, a escolha da abordagem depende de varios fatores, e é especifica para cada desenho

experimental.

O processo da analise metagenémica e metataxondmica pode ser resumido em algumas etapas
(Figura 8). O desenho experimental (etapa 1) € a montagem de uma estratégia de analise,
considerando o objetivo do projeto. Nesse momento todo o processo é planejado, escolhendo a
abordagem a ser utilizada, planejando como sera a amostragem e quantas amostras deverao ser

coletadas, qual plataforma de sequenciamento sera utilizada, como os dados seréo analisados,
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entre outros. Enfim, o desenho experimental é o planejamento da analise para que o objetivo
do projeto seja atingido. As etapas 2 e 3 sdo destinadas a coleta das amostras e extracdo de
DNA, respectivamente. Caso a abordagem de sequenciamento seja a metagendmica, as
préximas etapas sdo dedicadas ao sequenciamento e analise de dados. J&, se a abordagem for

metataxondmica, uma etapa de amplificagdo é adicionada, como mencionado anteriormente.

Figura 8 — Fluxograma das etapas para analise utilizando as abordagens de metagenémica e
metataxonémica

—o

Desenho Experimental

y

Coleta das amostras

.

Extracdo de DNA

—0 —©

METAGENOMICA METATAXONOMICA

S h 4
| oph =
‘ ? Amplificacao
© :
= h 4
| Sequenciamento ? Sequenciamento
\
© ‘
5 . 4 3
’ Andlise dos dados ? Andlise dos dados

Fonte: Proprio autor

3.4 Metagendmica de painéis fotovoltaicos
Os ambientes de maior interesse para estudo de metagenémica sdo aqueles que possuem ampla
variedade de comunidades microbianas, ambientes com caracteristicas extremas e condicGes
unicas, como elevada concentracdo de metais, meio extremamente alcalinos ou acidos,
temperaturas extremas, elevada radiacdo e salinidade. Esses ambientes tem a capacidade de
moldar a comunidade microbiana presente de acordo com a pressdo seletiva das condicgdes
externas. Assim, apenas microrganismos com mecanismos de defesa apropriados aquele

ambiente sdo capazes de sobreviver e prosperar, por isso, a maioria deles sdo de grande interesse
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do ponto de vista biotecnoldgico (HOZZEIN, 2020, SATARI, IGLESIAS, PORCAR, 2023,
TANNER et al., 2020).

A bactéria Thermus aquaticus, por exemplo, € encontrada em fontes termais e outros ambientes
com elevadas temperaturas, sendo conhecida pela producdo de uma enzima termorresistente
(Taq polimerase). Essa enzima tornou possivel o processo de amplificacdo por PCR,
revolucionando a biotecnologia (BROCK, 1997). A archaea hipertermofilica Pyrococcus
furiosus é encontrada em fontes hidrotermais no fundo do mar, podendo ser outro exemplo de
microrganismo extremofilo com aplicagdo biotecnoldgica. Ela produz a enzima celulase, que
pode ser utilizada na conversdo de celulose em acgucares fermentaveis para a producdo de
biocombustiveis (KATAOKA, ISHIKAWA, 2014). Deinococcus radiodurans ¢ uma bactéria
extremofila capaz de sobreviver a elevadas concentragdes de radiacao ionizante, sendo Gtil na
descontaminacdo de aguas e solos contaminados (MANOBALA et al., 2019). Esses sdo apenas
alguns exemplos dos milhares de microrganismos identificados em ambientes adversos, e cujos

mecanismos de defesa os tornaram essenciais na biotecnologia.

Os painéis fotovoltaicos sdo ambientes extremos, visto que estdo expostos a elevada radiacéo
UV e grandes variacOes de temperatura durante todo o ano, além de ser um ambiente sem
disponibilidade de 4gua e nutrientes. De acordo com Satari, Iglesias e Porcar (2023) a superficie
do painel fotovoltaico constitui uma fonte rica de biomoléculas com potencial biotecnologico,
apresentando diversas espécies de microrganismos que produzem adenosinas para auxiliar na
fixacdo da superficie de vidro, carotenoides e outros antioxidantes para ajudar na resisténcia a
radiacdo e dessecacdo e, principalmente, microrganismos capazes de produzir biofilmes,
criando uma barreira protetora contra as condi¢Oes adversas e possibilitando um ambiente
favoravel e habitavel (MOURA et al., 2021, SHIRAKAWA et al., 2015).

A formacdo de biofilmes na superficie de painéis fotovoltaicos pode causar reducdes
significativas no rendimento da geracdo de energia, visto que a espessa camada de
microrganismos interfere na passagem de luz para as células fotovoltaicas, podendo impedir
totalmente a absorcao dos raios solares (MOURA et al., 2021, SHIRAKAWA et al., 2015). De
acordo com Noack-Schonmann et al. (2014), o prejuizo causado pela presenga do biofilme em
painéis fotovoltaicos geralmente aumenta quanto maior o tempo de exposi¢do ao ambiente.
Desta forma, painéis com grandes tempos de exposi¢do sdo importantes objetos de estudo para

a compreensdo dos mecanismos de formacéo de biofilmes e prospeccdo de genes de interesse
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utilizando metagenémica. Vale ressaltar que, de acordo com Planes et al. (2014), os painéis

fotovoltaicos séo produzidos para durar pelo menos 30 anos.

Dorado-Morales et al., (2016) estudaram a comunidade microbiana de painéis localizados em
Valencia, Espanha, utilizando multiplas abordagens, empregando técnica de cultivo,
metagendmica, metataxondémica e protedmica. Porcar et al. (2018) estudaram painéis
localizados em Berkley, California, através de cultivo, metagendmica e metabol6mica,
enquanto Tanner et al. (2018) estudaram painéis localizados na Antartica e no Artico utilizando
metagendmica. Os estudos de Moura et al. (2021) e Tanner et al. (2020) foram feitos com
metagenémica, porém em localizacdes diferentes. O primeiro foi feito em Séo Paulo, e o
segundo em Valéncia. Vale ressaltar que Tanner et al. (2020) estudaram os painéis fotovoltaicos

por 2 anos, de forma continua.

Existem poucos estudos de comunidades microbianas em superficies de painéis fotovoltaicos
na literatura cientifica, especialmente utilizando metagenémica ou metataxondmica. Além
disso, os resultados descritos apresentam diferencas, sendo importante ampliar os estudos nessa
area para maior compreensdo e confiabilidade. Considerando que a presenca do biofilme em
painéis fotovoltaicos leva a reducdo da eficiéncia na geracdo de energia, e por ser esse um
ambiente extremo, com diversos microrganismos com potencial biotecnolégico, o principal
objetivo desse estudo é identificar, caracterizar e estudar tdxons e genes da microbiota que
compde amostras de biofilme coletadas em um painel fotovoltaico localizado em Belo
Horizonte, MG.
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4. METODOLOGIA
4.1 Coleta das amostras

A coleta das amostras de biofilme foi realizada no dia 27/11/2019, sendo escolhido e
desinstalado um painel de tamanho 751 mm X 652 mm (KC60 Kyocera). Os paingéis se
encontram instalados no campus Il do Centro Federal de Educacdo Tecnoldgica de Minas
Gerais (CEFET-MG) em Belo Horizonte (MG) (-19.939186749999998, -
43.99925870941851). Vale ressaltar que esse painel esté instalado no CEFET a mais de 10
anos. Para a coleta, com o auxilio de cera de vela, delimitou-se trés setores com é&rea de
aproximadamente, 900 cm? cada (Figura 9), denominadas amostras 1, 2 e 3 (replicatas
bioldgicas).

Figura 9 — Setores da coleta das amostras 1, 2 e 3 no painel fotovoltaico

\\; Sample area ME

.n

1 .'\‘

3

Fonte: Proprio autor

A coleta foi feita em cada setor com o auxilio de uma esponja estéril embebida em agua
destilada estéril e uma pinga (Figura 10), passando-os repetidas vezes até a remocao de todo o
soiling. As amostras biologicas foram denominadas D1, D2 e D3, sendo cada uma delas

proveniente de um setor delimitado anteriormente.
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Figura 10 — Detalhe da coleta das amostras com esponja e pinga

Fonte: Proprio autor

Vale ressaltar que, para cada amostra bioldgica, foram coletadas trés replicatas técnicas,
totalizando em nove amostras (Quadro 2).

Quadro 2 — Esquema das replicatas técnicas e bioldgicas das amostras coletadas

Replicatas biologicas D1 D2 D3
D1-1 D2-1 D3-1
Replicatas técnicas D1-2 D2-2 D3-2
D1-3 D2-3 D3-3

Fonte: Proprio autor

O material foi depositado em tubos falcon contendo 15 mL de agua destilada estéril e, em
seguida, armazenados a 4°C até a extracdo do DNA.

4.2 Extracdo de DNA
A primeira tentativa de extracdo de DNA foi feita utilizando a amostra de biofilme diluida em
agua, entretanto, a quantidade de material foi insuficiente. Desta forma, para concentrar o DNA,
as amostras foram liofilizadas. O DNA foi extraido utilizando o kitFastDNA SPIN (MP
Biomedicals, CA, USA, 2020), seguindo criteriosamente as informacdes e recomendacdes do
fabricante. Em seguida, analisou-se a qualidade dos DNAs extraidos utilizando-se eletroforese
em gel de agarose 1% e a quantidade através do fluorémetro Qubit (Invitrogen).
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4.3 Sequenciamento de DNA
O sequenciamento de shotgun foi realizado na Georg-August University Gottingen (Gottingen,
Alemanha). O preparo da biblioteca foi feito utilizando-se o kit NEBNext Fast DNA
Fragmentation and LibraryPreparation (New England Biolabs, Ipswich, NE, EUA) seguindo
criteriosamente as informacdes e recomendacBes do fabricante. A anélise de qualidade da
biblioteca foi realizada com o auxilio do Agilent 2100 Bioanalyser e o sequenciamento

metagendmico shotgun foi realizado usando a plataforma Illumina HiSeq 2500.

4.4 Bioinformatica e testes estatisticos
Para a analise dos metagenomas foi utilizado o pipeline SqueezeMeta (TAMAMES, PUENTE-
SANCHEZ, 2019) com o método co-assembly. De forma geral, a qualidade dos dados brutos
foi tratada com a ferramenta Trimmomatic utilizando os parametros padrdo (BOLGER et al.,
2014). Em seguida, sob o modo co-assembly, todos os metagenomas foram juntados em apenas
um par de arquivos FASTQ (forward e reverse) para fazer uma Gnica grande montagem com o
intuito de melhorar a profundidade dos taxons pouco representados. A montagem foi feita
utilizando a ferramenta Megabhit (LI et al., 2015). Para a predi¢do de genes dos contigs utilizou-
se a ferramenta Prodigal (HYATT et la., 2010), e a partir destas ORFs (Open Reading Frame),
foram realizadas as analises taxonémicas e funcionais. Para ambos os casos, utilizou-se o
alinhador Diamond (BUCHFINK et al., 2015) contra o banco de dados GenBank nr para as
analises taxondmicas, e contra 0s bancos de dados eggNOG, KEGG e PFAM para as analises

funcionais.

O SqueezeMeta gera matrizes de resultados que podem ser lidas utilizando o pacote SQMtools
(PUENTE-SANCHEZ et al., 2020) na linguagem de programacéo R (4.2.0) através da interface
RStudio. Para uma andlise mais robusta, apenas taxons e fungdes com numero de reads acima
de 10, somando todas as sub-amostras, foram consideradas. Alem do pacote SQMtools, foram
utilizados também os pacotes ggplot2, vegan, reshape2, car, ggrepel e dplyr para analise dos
dados, construcdo de graficos e testes estatisticos. Assim, foram construidas tabelas com os
taxons e funcbes de cada banco de dados, além de barplots, heatmaps e boxplots, permitindo
uma apresentagdo mais dindmica dos dados. Além disso, foi feita uma pesquisa nos dados
funcionais utilizando o termo “biofilm”, construindo-se gréficos e tabelas com as fungdes
relacionadas a esse termo. Foi realizado um estudo da comunidade core e satelite utilizando um
script local no RStudio e o pacote Venn Diagram. As analises estatisticas de diversidade alfa
foram feitas atraves dos indices de diversidade de Shannon-Wiener e Simpson. Estes resultados

foram testados estatisticamente com a finalidade de avaliar diferengas significativas entre as
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diversidades. Primeiramente realizou-se o teste de Shapiro-Wilk para verificar a normalidade
dos dados, seguido do teste Levene para avaliar a homogeneidade; cumpridos estes testes,
utilizou-se a estatistica ANOVA para verificar a semelhanca das médias entre as diversidades
das amostras. Para comparacdo par-a-par, utilizou-se o teste Post Hoc. Para analise da
diversidade beta (B) foi utilizado estatistica multivariada através da analise de coordenada
principal (PCoA). E, por fim, para dar suporte a analise composicional de PCoA foi realizada
uma andlise de dissimilaridade (ANOSIM). Vale ressaltar que para todas as analises
multivariadas realizadas foi utilizada a distancia de Bray-Curtis como medida de

dissimilaridade.

Apds andlise dos dados de eucariotos provenientes do SqueezeMeta, percebeu-se a necessidade
de realizar uma pesquisa mais acurada para fungos, tendo em vista que poucos géneros desse
reino foram classificados. Assim, as leituras foram alinhadas contra o banco de dados UNITE
(NILSSON et al., 2019) por meio do software SortMeRNA (KOPYLOVA, NOE, TOUZET,
2012) e um script local utilizando Pyhton 3.10. Os alinhamentos resultantes com e-value < 0.05
e cobertura minima de 90%, foram atribuidos as categorias taxonémicas de Filo, Classe, Ordem,
Familia, Género e Espécie, sendo os limiares de identidade utilizados de 80%, 85%, 90%, 95%,

97% e 99%, respectivamente.

4.5 Caracterizagao por espectroscopia Raman
Uma amostra de biofime representando cada &rea do painel fotovoltaico (D1-1, D2-1 e D3-1)
foi selecionada para as andlises quimicas. As amostras foram colocadas em laminas de
microscopio com o auxilio de uma pipeta Pasteur e secas em estufa a 60°C por 2 horas. Em
seguida, as sub-amostras foram analisadas para identificagdo da estrutura cristalina do sélido
(Figura 11). O equipamento Jobin Yvon/Horiba modelo LabRam HR800 equipado com laser de
hélio (633nm, 20mW) com acoplamento de Microscopio Optico Olympus BX41 foi utilizado
para analise Raman (Figura 12). Vale ressaltar que a técnica de Raman foi utilizada de forma

pontual, identificando diversos minerais em diferentes pontos de cada sub-amostra.
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Figura 11 — Residuo de uma amostra utilizada para analise por espectroscopia Raman

Fonte: Proprio autor

Figura 12 — Espectrofotdmetro Raman Jobin Yvon/Horiba modelo LabRam HR800

Fonte: Proprio autor
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Apos o pré-processamento das amostras, foram identificados cerca de 91,7 milhdes de reads,
que foram mapeados para cerca de 1,6 milhdo de contigs com comprimentos que variaram de
200 a 1,5 milhdo de pares de bases (Tabela 1). A quantidade de reads mapeadas em contigs foi
semelhante ao nimero de reads obtidas (cerca de 98%), o que demonstra a qualidade do
sequenciamento e também o sucesso da estratégia de co-assembly do pipeline SqueezeMeta. A
partir desses contigs cerca de 1,6 milhdo de ORFs foram preditas (Tabela 2).

Tabela 1 — Estatisticas do sequenciamento metagendmico considerando todas as amostras do
painel fotovoltaico

Parametros
NuUmero de reads 91.745.311
Numero de contigs 1.632.454
Comprimento total (bp) 2.099.364.156
Contig mais longo (bp) 1.525.252
Contig mais curto (bp) 200
N50 (bp) 3.441
Porcentagem de reads classificados em filo 86,8
Porcentagem de reads classificados em classe 80,9
Porcentagem de reads classificados em ordem 77,9
Porcentagem de reads classificados em familia 71,3
Porcentagem de reads classificados em género 54,1
Porcentagem de reads classificados em espécie 13,4

Fonte: Proprio autor

Tabela 2 — Resumo dos resultados do sequenciamento metagenémico das amostras avaliadas
neste estudo

NUmero de reads

Amostra Nl]mero_de reads mapeadas em Porcente_lgem de Numero c_le ORFs
obtidos . reads utilizadas preditas
contigs
D1-1 114.626.774 112.624.543 08,25 1.738.010
D1-2 96.440.646 94.733.718 98,23 1.679.001
D1-3 86.902.252 85.368.813 98,24 1.644.878
D2-1 89.991.052 88.501.459 98,34 1.515.457
D2-2 87.438.946 86.065.000 98,43 1.477.064
D2-3 85.482.066 84.086.757 98,37 1.472.436
D3-1 86.515.390 85.319.603 98,62 1.590.736
D3-2 88.039.158 86.857.919 98,66 1.586.946
D3-3 90.271.516 89.025.014 98,62 1.611.003

Fonte: Proprio autor
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5.1 Anélises taxondmicas
As amostras analisadas apresentaram bastante semelhanga entre si quanto aos grupos
taxonémicos avaliados, sendo constituidas por cerca de 89% de bactérias, 4% de eucariotos e
0,0004% de archaeas (Tabela 3 e Figura 13).

Tabela 3 — Grupos taxondmicos identificados nas amostras avaliadas neste estudo e suas
respectivas abundéancias relativas

Abundancia relativa (%)

Grupos D11 D12 D13 D21 D22 D23 D31 D32 D33

Bacteria 87,0855 86,6699 86,7055 89,1042 89,0831 89,1476 90,8672 89,9059 90,8052
Unclassified! 7,2206  7,5302  7,4664 49821 50375 49757 41580 4,6879  4,1887
Eukaryota 3,6672  3,7477 37756  3,9654  4,0126 39535  3,2888  3,7322  3,3194
Unmapped? 1,7467  1,7699  1,7646 16553 15713 16323 1,3822 1,3417  1,3808

No CDS? 0,2788 02811 0,2867 0,2914 0,2941 02893 03034 0,3318 0,3054
Viruses 0,0007  0,0008 0,0008 0,0012 00011 00012 0,0003 0,0002 0,0002
archaea 0,0004 0,0004 0,0004 0,0004 00003 00005 0,0002 0,0002 0,0003

Fonte: Proprio autor

Figura 13 — Grupos taxonémicos identificados nas amostras avaliadas neste estudo
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Fonte: Proprio autor

! Unclassified: reads gue ndo obtiveram classificacdo taxondmica, ndo sendo associado a nenhum microrganismo
presente no banco de dados (SANGIOVANNI et al., 2019).

2 Unmapped: sequéncias que ndo foram mapeadas em contigs, ou seja, ndo condiz com nenhuma parte do genoma
(SANGIOVANNI et al., 2019).

% No CDS: leituras com potencial funcional, porém ndo confirmadas ou previstas incorretamente. O termo
Sequence CoDing (CDS) relaciona-se com regides do DNA que determinam uma sequéncia de aminoacidos em
uma proteina (UNIPROT, 2022).
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O trabalho de metagendmica realizado em painel fotovoltaico na California afirma ter
identificado cerca de 30% de fungos, sendo uma abundéncia elevada em rela¢do ao encontrado
nesse estudo, mas que ndo supera a de bactérias. Ja no trabalho dos painéis localizados em
Valéncia foi identificada uma relacdo de bactéria e fungo de quase 50% (DORADO-
MORALES et al., 2016, PORCAR et al., 2018). Enquanto que no trabalho de painéis
localizados no Artico e Antartica houve uma diferenca grande entre a proporcdo de
bactéria/fungo em cada regido. Na primeira delas a abundancia relativa de fungo é cerca de 3%
e de bactéria de 85% enquanto que na segunda regido, essa relacdo é de cerca de 10% e 60%,
respectivamente. Nas amostras deste trabalho, identificou-se uma relacdo entre procarioto e
fungo que se assemelha apenas ao trabalho realizado no Artico, sendo a quantidade de fungos
inferior quando comparado aos outros trabalhos citados. J& a abundancia de bactéria
representou quase 90% da abundéancia total (Tabela 3). De acordo com Tanner et al. (2020), a
diversidade e a riqueza de bactérias e fungos variam de forma inversa durante as estacdes do
ano nos painéis fotovoltaicos. Os autores observaram que, durante a primavera e verdo, a
diversidade e riqueza de bactérias aumenta, enquanto a de fungos diminui, e no outono e
inverno, observaram o contrario. A coleta do painel fotovoltaico do presente trabalho foi
realizada durante a primavera/verdo, o que pode ser uma explicagéo para a diferenca na relacéo
bactéria/fungo.

5.1.1 Procariotos
Em termos de filos de procariotos, foram identificados cerca de 48 filos de bactéria e 10 filos
de archaea na amostra D1, 43 de bactéria e 7 de archaea na amostra D2 e 33 filos de bactéria e
7 filos de archaea na amostra na D3. Os 10 filos de bactéria mais abundantes identificados nas
amostras D1, D2 e D3 estéo apresentados na Tabela 4 e Figura 14, enquanto os filos de archaeas

estdo representados na Figura 15.

Tabela 4 — Filos de bactérias mais abundantes identificados nas amostras avaliadas neste
estudo e seus respectivos numeros de reads e abundancia relativa

D1 D2 D3
Filos NUmero de Abundanci NuUmerode Abundanci NUmerode Abundanci
reads a relativa reads a relativa reads a relativa
(%) (%) (%)
Proteobacteria 17.664.185 20,474 33.129.569 42,420 38.474.806 48,145
Bacteroidetes 34.886.522 40,496 29.485.652 37,759 22.096.625 27,656
Actinobacteria 26.882.024 31,121 14.117.973 18,078 16.640.524 20,819
Unclassified Bacteria 3.510.612 4,070 641.773 0,822 1.955.867 2,448
Firmicutes 3.073.121 3,664 480.738 0,616 453.985 0,568

Deinococcus-Thermus 125.734 0,146 43.019 0,055 279.061 0,349




41

D1 D2 D3
Filos Ndmerode Abundanci Ndmerode Abundanci NGmerode Abundanci
reads a relativa reads a relativa reads a relativa
(%) (%) (%)
Cyanobacteria 79.774 0,093 185.066 0,237 8.690 0,011
Abditibacteriota 13.847 0,016 1.592 0,002 88 0,000
Acidobacteria 8.627 0,010 3.681 0,005 536 0,001
Chloroflexi 1.485 0,002 2.096 0,003 400 0,001

Fonte: Proprio autor

Figura 14 — Filos de bactérias mais abundantes identificados nas amostras avaliadas neste
estudo
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Figura 15 — Filos de archaeas identificados nas amostras avaliadas neste estudo
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Fonte: Proprio autor

Os filos de bactérias mais abundantes nas amostras estudadas foram Proteobacteria (~37%),
Bacteroidetes (~35%) e Actinobacteria (~23%). A abundancia média de Proteobacteria variou
de 20% a 48% entre as amostras, enquanto que a de Bacteroidetes e Actinobacteria variou de
27% a 40% e de 18 a 31%, respectivamente (Figura 14 e Tabela 4). O filo Firmicutes teve sua
abundancia relativa variando de 3,5 a 0,5 entre as amostras, sendo mais representativo na
amostra D1. Os outros filos, como Deinococcus-Thermus, Cyanobacteria, Abditibacteriota,
Acidobacteria e Chloroflexi foram identificados com menor abundéancia e estdo bem
distribuidos entre as amostras, com abundancias relativas variando de 0,3 a 0,001 (Figura 14 e
Tabela 4).

Os estudos de metagendmica e/ou metataxondmica de painéis fotovoltaicos localizados em
Valéncia, na Califérnia, no Artico e Antartica e em S&o Paulo, apresentam perfis de filos
semelhantes ao presente trabalho (Quadro 3). Os filos Proteobacteria, Bacteroidetes e
Actinobacteria, sdo 0s mais abundante em todos os trabalhos, seguidos geralmente pelos filos
Firmicutes e Cyanobacteria, exceto no trabalho de Valéncia, em que o filo Deinococcus se
apresenta como um dos principais, superando as Actinobacterias (Quadro 3). Este filo é
conhecido como um marcador de extremofilia, devido ao género que tem o mesmo nome
(DORADO-MORALES et al., 2016).
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Quadro 3 — Comparacéo de filos de bactérias mais abundantes identificados no referencial
bibliografico de estudos de painéis fotovoltaicos e neste trabalho

Localizacéo do painel

Abordagem

Filos mais abundantes

Referéncia

Valéncia (Espanha)

Metagendmica

Proteobacteria

Deinococcus

Bacteroidetes

Actinobacteria

DORADO-MORALES et

al., 2016

Berkley (Califdrnia)

Metagendmica

Actinobacteria

Bacteroidetes

Proteobacteria

Deinococcus

Cyanobacteria

Firmicutes

PORCAR et al., 2018

Tromsg (Artico)

Ilha Livingston
(Antartica)

Metagendmica

Proteobacteria

Actinobacteria

Bacteroidetes

Firmicutes

Cyanobacteria

Proteobacteria

Bacteroidetes

Cyanobacteria

Actinobacteria

Firmicutes

TANNER et al., 2018

Sao Paulo (Brasil)

Metataxondmica

Proteobacteria

Bacteroidetes

Cyanobacteria

Actinobacteria

Firmicutes

Deinococcus

MOURA et al., 2021

Belo Horizonte
(presente trabalho)

Metagendmica

Proteobacteria

Bacteroidetes

Actinobacteria

Firmicutes

Deinococcus

Né&o de aplica

Fonte: Proprio autor

O filo Proteobacteria € considerado o maior filo de bactérias e 0 mais diverso em relacéo ao

metabolismo. Pode ser encontrado em praticamente todos os lugares do mundo, devido as

diferentes espécies adaptadas a sobreviver em ambientes com diversas concentragdes de

oxigénio, e as diversas formas de metabolismo de suas especies. Normalmente, as

proteobactérias sdo consideradas mesofilicas, vivendo em temperaturas moderadas. A maioria

das espécies conhecidas pela medicina, industria e setor agricola sdo representantes desse filo,
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provando sua diversidade e importancia. J& o filo Bacteroidetes € conhecido e estudado
principalmente por ser um grande componente da comunidade microbiana do intestino humano.
Dividido em quatro ordens, as espécies deste filo sdo bastonetes gram negativos e tipicamente
sacaroliticas. Por fim, o filo Actinobacteria é conhecido principalmente pelo grupo
actinomicetos, bactérias filamentosas encontradas no solo, porém também representa um filo
muito diverso. Outra caracteristica interessante desse filo é seu alto contetdo GC quando
comparado a bactérias de outros filos (MADIGAN et al., 2018).

Em relacdo aos filos de archaea, percebe-se maior diferenga entre as sub-amostras quando
comparado as bactéria (Figura 15), o que ja era esperado devido ao menor nimero de
observacOes desse dominio, gerando maior variacdo percentual. Os filos Euryarchaeota e
Thaumarchaeota foram identificados em maior abundancia. O primeiro representa archaeas
termofilicas, metanogénicas e halofilicas, e o segundo € composto por archaeas mesofilas com
papéis importantes no ambiente, participando de processos como o ciclo do nitrogénio
(BROCHIER-ARMANET et al., 2008, CAVALIER-SMITH, CHAO, 2020).

Em relacdo aos géneros de procariotos, foram identificados na sub-amostra D1-1, 1.037 géneros
de bactéria e 21 de archaea. J& na amostra D1-2, 1.021 géneros de bactéria e 21 de archaea. Por
fim, na sub-amostra D1-3, identificou-se 1.007 e 20 géneros de bactéria e archaea,
respectivamente. De maneira geral, os géneros Mucilaginibacter, Microbacterium e
Cellulomonas predominaram na amostra D1, representando cerca de 30% da abundéncia
relativa. Os 40 géneros de bacterias mais abundantes identificados nas sub-amostras D1 e seus
respectivos nimeros de reads e abundéncia relativa esto representados na Tabela 5.

Tabela 5 — Géneros de bactérias mais abundantes identificados nas sub-amostras de D1 e seus
respectivos numeros de reads e abundancia relativa

D1-1 D1-1 D1-2 D1-2 D1-3 D1-3 Média
Geéneros Numerode Abundancia Numerode Abundancia Numerode Abundancia (%)
reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)
Mucilaginibacter 21.551.983 18,80 18.355.871 19,03 16.773.217 19,30 19,05
Microbacterium 12.309.244 10,74 10.129.773 10,50 9.046.617 10,41 10,55
Unclassified 8.276.747 7,22 7.262.186 7,53 6.488.498 7,47 7,41
Cellulomonas 6.609.078 577 5.475.296 5,68 4.728.904 5,44 5,63
Unclassified 5.907.751 515  4.924.543 5,11  4.528.751 521 5,16
Sphingobacteriaceae
Unclassified 5.333.773 4,65  4.497.500 466 4.150.228 4,78 4,70
Bacteroidetes
Devosia 4.543.551 3,96  3.759.995 3,90 3.415.925 3,93 3,93
Unclassified Bacteria 4.066.407 3,65  3.389.057 3,61 3.076.373 3,54 3,53

Exiguobacterium 3.235.806 2,82  2.700.379 2,80 2.462.111 2,83 2,82
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D1-1

D1-1

D1-2

D1-2

D1-3

D1-3

R ] ) ) Média
Geéneros Nimerode ~ Abundancia Numerode Abundancia NOmerode —Abundancia (g4
reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)
Unclassified 2.925.761 2,65  2.408.851 2,50 2.195.531 2,53 2,53
Micrococcaceae
Arthrobacter 2.496.862 2,18  2.068.875 2,15  1.865.587 2,15 2,16
Noviherbaspirillum 2.471.943 2,16  2.045.724 2,12  1.844.396 2,12 2,13
Hymenobacter 2.395.168 2,09  2.091.233 2,17  1.857.759 2,14 2,13
Unmapped 2.002.231 1,75 1.706.928 1,77  1.533.439 1,76 1,76
Sphingomonas 1.430.116 1,25  1.179.474 1,22  1.057.792 1,22 1,23
Unclassified 1.361.327 1,19 1.144.141 1,19 1.041.844 1,20 1,19
Enterobacteriaceae
Methylobacterium 1.182.525 1,03 992.444 1,03 877.451 1,01 1,02
Unclassified 1.110.793 0,97 915.695 0,95 809.296 0,93 0,95
Micrococcales
Unclassified 1.091.113 0,95 910.952 0,94 808.249 0,93 0,94
Comamonadaceae
Unclassified 985.695 0,86 849.086 0,88 762.622 0,88 0,87
Proteobacteria
Fibrella 978.570 0,85 802.959 0,83 742.699 0,85 0,85
Unclassified 930.191 0,81 778.108 0,81 695.858 0,80 0,81
Oxalobacteraceae
Unclassified 830.084 0,72 683.657 0,71 595.927 0,69 0,71
Cellulomonadaceae
Unclassified 785.538 0,69 656.577 0,68 590.134 0,68 0,68
Burkholderiales
Unclassified 730.620 0,64 602.959 0,63 552.512 0,64 0,63
Chitinophagaceae
Actinotalea 730.291 0,64 608.512 0,63 516.092 0,59 0,62
Unclassified 709.516 0,62 584.384 0,61 517.750 0,60 0,61
Actinomycetia
Unclassified 701.717 0,61 579.651 0,60 516.944 0,59 0,60
Microbacteriaceae
Labedella 700.039 0,61 574.583 0,60 511.381 0,59 0,60
Cnuella 688.187 0,60 571.941 0,59 524.166 0,60 0,60
Variovorax 591.694 0,52 501.135 0,52 442.253 0,51 0,51
Unclassified 583.690 0,51 480.777 0,50 435.349 0,50 0,50
Hyphomicrobiales
Nocardioides 561.542 0,49 467.222 0,48 409.946 0,47 0,48
Unclassified 545,712 0,48 451.823 0,47 409.512 0,47 0,47
Rhizobiaceae
Unclassified 537.372 0,47 459.438 0,48 415.093 0,48 0,47
Hymenobacteraceae
Rhodococcus 519.737 0,45 431.387 0,45 384.712 0,44 0,45
Alsobacter 513.408 0,45 423.484 0,44 376.708 0,43 0,44
Unclassified 464.739 0,41 386.802 0,40 337.302 0,39 0,40
Solirubrobacteraceae
Unclassified 445,595 0,39 372.207 0,39 334.493 0,38 0,39
Alphaproteobacteria
Unclassified 416.327 0,36 349.690 0,36 318.914 0,37 0,36
Cytophagales

Fonte: Proprio autor.
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Em rela¢do a amostra D2, foram identificados na sub-amostra D2-1, 936 géneros de bactéria e
11 de archaea. J& na amostra D2-2, 909 géneros de bactéria e 9 de archaea. Por fim, na sub-
amostra D2-3 identificou-se 917 e 11 géneros de bactéria e archaea, respectivamente. Os
géneros Pedobacter, Noviherbaspirillum, Unclassified Micrococcaceae e Massilia
predominaram na amostra D2, representando cerca de 32% da abundancia relativa. Os 40
géneros de bacterias mais abundantes identificados nas sub-amostras de D2 e seus respectivos

numeros de reads e abundancia relativa estdo representados na Tabela 6.

Tabela 6 — Géneros de bactérias mais abundantes identificados nas sub-amostras de D2 e seus
respectivos nimeros de reads e abundancia relativa

D2-1 D2-1 D2-2 D2-2 D2-3 D2-3 L
R ) ] . Média
Géneros Namerode  Abundancia Numerode Abundancia NOmerode —Abundancia (o)
reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)
Pedobacter 23.824.789 26,47 26.399.063 30,19 22.552.745 26,38 27,68
Noviherbaspirillum 6.975.386 7,75  6.333.007 7,24 6.634.551 7,76 7,59
Unclassified 5.471.180 6,08  4.971.887 5,69  5.168.453 6,05 5,94
Micrococcaceae
Unclassified 5.005.514 556  4.521.997 517  4.772.728 5,58 5,44
Oxalobacteraceae
Massilia 4.559.432 5,07  4.088.843 4,68  4.339.698 5,08 4,94
Unclassified 4.483.423 498  4.404.704 5,04  4.253.319 4,98 5,00
Brevundimonas 4.026.223 4,47  3.664.673 4,19  3.802.331 4,45 4,37
Cellulomonas 3.200.928 3,56  2.733.746 3,13  3.140.554 3,67 3,45
Unclassified 2.421.519 2,69  2.633.691 3,01 2.286.916 2,68 2,80
Bacteroidetes
Microbacterium 2.350.423 2,61  2.079.623 2,38 2.249.982 2,63 2,54
Hymenobacter 2.289.225 2,54  2.130.797 2,44 2.160.356 2,53 2,50
Methylobacterium 2.115.464 2,35  1.877.055 2,15  2.011.350 2,35 2,28
Unclassified 2.079.251 2,31 1.916.162 2,19  1.977.255 2,31 2,27
Burkholderiales
Sphingomonas 1.986.941 2,21  1.781.250 2,04  1.882.062 2,20 2,15
Arthrobacter 1.504.256 1,67 1.367.421 156  1.428.653 1,67 1,64
Unmapped 1.489.593 1,66  1.373.946 1,57  1.395.309 1,63 1,62
Unclassified 1.419.555 1,58  1.342.739 154  1.349.623 1,58 1,56
Proteobacteria
Devosia 1.356.013 151 1.273.461 1,46  1.277.915 1,49 1,49
Alsobacter 713.604 0,79 629.573 0,72 681.455 0,80 0,77
Unclassified Bacteria 658.166 0,73 641.609 0,73 625.543 0,73 0,73
Unclassified 608.478 0,68 576.012 0,66 578.934 0,68 0,67
Betaproteobacteria
Nocardioides 501.291 0,56 434.241 0,50 483.627 0,57 0,54
Unclassified 478.019 0,53 441.261 0,50 452.412 0,53 0,52
Hyphomicrobiales
Paenibacillus 442.730 0,49 437.808 0,50 422.349 0,49 0,50
Unclassified 440.299 0,49 402.401 0,46 416.783 0,49 0,48
Rhizobiaceae
Unclassified 417.788 0,46 376.167 0,43 398.977 0,47 0,45

Comamonadaceae
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D2-1 D2-1 D2-2 D2-2 D2-3 D2-3

A . . . Meédia
Géneros Numerode Abundancia Numerode Abundancia Numerode Abundancia (%)
reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)
Azohydromonas 414.902 0,46 364.900 0,42 397.102 0,46 0,45
Unclassified 389.065 0,43 375.306 0,43 366.189 0,43 0,43
Dothideomycetes
Unclassified 375.189 0,42 341.705 0,39 355.435 0,42 0,41
Alphaproteobacteria
Fibrella 370.623 0,41 364.978 0,42 351.497 0,41 0,41
Unclassified 266.243 0,30 238.576 0,27 251.375 0,29 0,29
Methylobacteriaceae
No CDS 262.239 0,29 257.125 0,29 247.314 0,29 0,29
Unclassified 249.691 0,28 221.501 0,25 242.807 0,28 0,27
Actinomycetia
Curtobacterium 243.133 0,27 218.687 0,25 235.212 0,28 0,27
Unclassified 242.516 0,27 213.653 0,24 232.226 0,27 0,26
Micrococcales
Unclassified 230.791 0,26 197.340 0,23 222.979 0,26 0,25
Acetobacteraceae
Klenkia 216.444 0,24 186.154 0,21 208.734 0,24 0,23
Unclassified 207.284 0,23 189.854 0,22 196.261 0,23 0,23
Caulobacteraceae
Bosea 199.977 0,22 175.060 0,20 190.821 0,22 0,21
Unclassified 164.536 0,18 181.283 0,21 157.535 0,18 0,19

Cyanobacteria

Fonte: Proprio autor.

Em relacdo a amostra D3, foram identificados na sub-amostra D3-1, 814 géneros de bactéria e
12 de archaea. Ja na amostra D3-2, 829 géneros de bactéria e 12 de archaea. Por fim, na sub-
amostra D3-3 identificou-se 830 e 12 géneros de bactéria e archaea, respectivamente. Os
géneros Massilia, Hymenobacter, Cellulomonas e Mucilaginibacter predominaram na amostra
D3, representando cerca de 40% da abundancia relativa. Os 40 géneros de bacterias mais
abundantes identificados nas sub-amostras de D3 e seus respectivos numeros de reads e

abundancia relativa estdo representados na Tabela 7.

Tabela 7 — Géneros de bactérias mais abundantes identificados nas sub-amostras de D3 e seus
respectivos nimeros de reads e abundancia relativa.

D3-1 D3-1 D3-2 D3-2 D3-3 D3-3 o
~ ) ) . Média

Géneros Numerode Abundancia Numerode Abundancia Numerode Abundancia (%)

reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)

Massilia 17.711.139 20,47 17.153.131 19,48 18.423.283 20,41 20,12
Hymenobacter 12.412.481 14,35 12.777.956 14,51 12.855.955 14,24 14,37
Cellulomonas 4.404.319 5,09 3.758.962 4,27 4.515.545 5,00 479

Mucilaginibacter 4.010.973 4,64 5.324.758 6,05 4,519.150 5,01 5,23
Unclassified 3.597.288 4,16 4.127.155 4,69 3.781.190 419 4,34
Noviherbaspirillum 3.501.689 4,05 3.513.916 3,99 3.640.920 4,03 4,02
Unclassified 3.436.774 3,97 3.418.728 3,88 3.556.011 3,94 3,93
Micrococcaceae
Sphingomonas 3.303.110 3,82 3.213.152 3,65 3.428.319 3,80 3,76
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D3-1

D3-1

D3-2

D3-2

D3-3

D3-3

N ) ] . Meédia
Géneros Numerode Abundancia Numerode Abundancia Numerode Abundancia (%)
reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)
Unclassified 3.165.957 3,66 3.182.141 3,61  3.290.280 3,64 3,64
Oxalobacteraceae
Microbacterium 3.028.153 3,60 2.820.863 3,20 3.131.590 3,47 3,39
Unclassified 1.917.981 2,22 1.611.689 1,83  1.951.585 2,16 2,07
Cellulomonadaceae
Unclassified Bacteria 1.887.971 2,18  2.008.577 2,28  1.971.052 2,18 2,22
Unclassified 1.808.661 2,09 1.876.382 2,13  1.882.729 2,09 2,10
Hymenobacteraceae
Unclassified 1.728.924 2,00 1.510.465 1,72  1.769.231 1,96 1,89
Micrococcales
Unclassified 1.724.847 1,99  1.727.959 196  1.786.325 1,98 1,98
Burkholderiales
Escherichia 1.419.805 1,64  1.691.530 1,92  1.499.899 1,66 1,74
Unclassified 1.335.530 1,54  1.265.669 144  1.377.739 1,53 1,50
Comamonadaceae
Unmapped 1.195.787 1,38  1.181.239 1,34  1.246.502 1,38 1,37
Unclassified 1.177.678 1,36  1.366.256 155  1.224.287 1,36 1,42
Bacteroidetes
Methylobacterium 1.080.144 1,25  1.027.051 1,17  1.109.012 1,23 1,21
Unclassified 1.024.578 1,18  1.105.710 1,26  1.076.439 1,19 1,21
Proteobacteria
Arthrobacter 676.072 0,78 669.310 0,76 700.454 0,78 0,77
Pedobacter 515.651 0,60 681.730 0,77 582.368 0,65 0,67
Unclassified 473.040 0,55 439.131 0,50 486.422 0,54 0,53
Caulobacteraceae
Unclassified 422.942 0,49 389.123 0,44 434.497 0,48 0,47
Actinomycetia
Curtobacterium 422.872 0,49 388.498 0,44 435.663 0,48 0,47
Phenylobacterium 395.769 0,46 367.478 0,42 404.891 0,45 0,44
Unclassified 387.763 0,45 392.459 0,45 399.527 0,44 0,45
Rhizobiaceae
Unclassified 354.145 0,41 400.248 0,45 373.648 0,41 0,43
Dothideomycetes
Unclassified 350.134 0,40 348.369 0,40 363.325 0,40 0,40
Alphaproteobacteria
Unclassified 336.116 0,39 351.010 0,40 351.881 0,39 0,39
Betaproteobacteria
Unclassified 305.016 0,35 304.863 0,35 316.241 0,35 0,35
Sphingomonadaceae
Unclassified 279.430 0,32 281.600 0,32 289.521 0,32 0,32
Sphingomonadales
Deinococcus 273.642 0,32 257.956 0,29 282.129 0,31 0,31
No CDS 262.487 0,30 292.131 0,33 275.660 0,31 0,31
Flavobacterium 261.557 0,30 339.830 0,39 295.601 0,33 0,34
Unclassified 214.427 0,25 278.341 0,32 238.730 0,26 0,28
Sphingobacteriaceae
Paenubacillus 212.998 0,25 259.406 0,29 228.196 0,25 0,26
Unflassified 183.738 0,21 174.786 0,20 191.999 0,21 0,21
Microbacteriaceae
Unclassified 159.353 0,18 157.051 0,18 165.269 0,18 0,18

Hyphomicrobiales

Fonte: Proprio autor.
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Comparando-se os resultados da Tabela 5, Tabela 6, Tabela 7, e da Figura 16, € possivel
perceber que as sub-amostras apresentaram resultados semelhantes em relagéo a identificacdo
e abundancia relativa dos taxons, representando a boa reprodutibilidade das sub-amostras.
Porém, comparando as amostras, percebe-se uma grande diferenca entre alguns géneros,

principalmente em relagdo aos mais abundantes (Tabela 8 e Figura 16).

Tabela 8 — Média das abundancias relativas entre os géneros das bactérias mais abundantes
das amostras avaliadas neste estudo

Géneros mais abundantes D1(%) D2(%) D3 (%)

Pedobacter 0,02 27,68 0,67

Massilia 0,36 4,94 20,12
Mucilaginibacter 19,05 0,00 5,23
Hymenobacter 2,13 2,50 14,37
Microbacterium 10,55 2,54 3,39
Cellulomonas 5,63 3,45 4,79
Noviherbaspirillum 2,13 7,59 4,02
Unclassified Micrococcaceae 2,53 5,94 3,93
Unclassified Oxalobacteraceae 0,81 5,44 3,64
Unclassified Bacteroidetes 4,70 2,79 1,42
Sphingomonas 1,23 2,15 3,76
Unclassified Bacteria 3,53 0,73 2,22
Devosia 3,93 1,49 0,05
Unclassified 7,41 5,00 4,34
Unclassified Sphingobacteriaceae 5,16 0,01 0,28
Arthrobacter 2,16 1,64 0,77

Fonte: Proprio autor.
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Figura 16 — Géneros de bactérias mais abundantes das amostras avaliadas neste estudo
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Fonte: Proprio autor

Os géneros Mucilaginibacter e Microbacterium foram predominantes na amostra D1,
representando cerca de 30% da abundancia relativa. Entretanto, o Mucilaginibacter ndo esteve
presente na amostra D2 e representou apenas cerca de 5% das reads na amostra D3, e 0 género
Microbacterium representou um pouco mais que 10% das reads em D1 e cerca de 3% em D2 e
D3 (Figura 16 e Tabela 8).

As bactérias que compdem o o0 género Mucilaginibacter (Sphingobacteriaceae) séo aerobias e
gram-negativas, e podem ser isoladas de diversos ambientes, mas principalmente solo e agua.
A temperatura de crescimento varia de 4°C a 37°C, havendo diversas espécies tolerantes a
baixas temperaturas. Existem relatos desse microrganismo em solos da Antértica, solo de mina
de manganés, minas de ouro-cobre, geleiras entre outros (PANKRATOQV et al., 2007, YAN et
al., 2019, ZHOU et al., 2019). As espécies do género Mucilaginibacter sdo conhecidas
principalmente pela producdo de grandes quantidades de substancias poliméricas
extracelulares. De acordo com Kumar, Mukhia e Kumar (2022), os EPS de origem microbiana
se tornaram biopolimeros importantes para a industria devido as suas vantagens de producao
sustentavel e ndo toxicidade. Essas substancias podem ser aplicadas na industria alimenticia,

farmacéutica e cosmética como bioemulsificantes, bioativos, estabilizantes e espessantes. Os
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mesmos autores estudaram e caracterizaram as substancias poliméricas provenientes da
linhagem Mucilaginibacter sp. ERMR7:07 constatando a elevada producdo de EPS (26,4
mg/mL) e caracterizando-a como substancia crioprotetora. Além disso, a substancia apresentou
capacidade de biossorcdo de ions metalicos, podendo ser utilizada em processos de
biorremediagdo. De acordo com Sedlacek et al. (2017), algumas espécies desse género sdo
também produtoras de carotendides. Até o0 momento, esse género foi identificado em painéis
fotovoltaicos localizados no Artico e na Antartica com abundancia relativa menor que 0,1%
(Quadro 4).

O género Microbacterium representa bactérias gram-positivas da familia Microbacteraceae. A
maioria das espécies foi isolada de ambientes terrestres e aquaticos e sdo conhecidas por sua
resisténcia ao calor e a capacidade de degradar hidrocarbonetos (CORDOVEZ et al., 2018). De
acordo com Reis-Mansur et al. (2019), muitas espécies sdo identificadas no continente da
Antartica, considerado extremo devido a baixa temperatura, além da alta incidéncia de radiacéo
solar, logo, essas espécies possuem mecanismos de defesa, sendo um deles a producdo de
carotendides. Os autores comprovaram a producdo dessas substancias e demonstram que elas
tém um papel na resisténcia a radiacdo e fotoprotecdo. Srana et al. (2019) comprovaram a
capacidade de producdo de grandes quantidades de EPS de uma cepa identificada como
Microbacterium aurantiacum isolada da praia de Rasthakaadu na india, além de atestar
caracteristicas como resisténcia a elevadas temperaturas, atividade antioxidante e elevada
viscosidade. O género Microbacterium foi identificado também no painel fotovoltaico de
Valencia e do Artico através de técnicas de cultivo (TANNER et al., 2018, TANNER et al.,
2019) (Quadro 4).

O género Pedobacter (Sphingobacteriaceae) foi identificado como género predominante na
amostra D2, representando quase 30% da abundancia relativa. Entretanto, nas amostras D1 e
D3 os percentuais de reads para este género foram bastante baixos, ndo ultrapassando 1%
(Tabela 8). Esse género comporta bactérias gram-negativas, aerobias e psicotroficas. Existem
espécies capazes de sobreviver a temperaturas maiores, como P. africanus e P. saltans.
Primeiramente, o género Pedobacter foi identificado em solo, porém atualmente é encontrado
em diversos outros nichos como agua, alimentos refrigerados, peixes, lodos e outros ambientes.
Existem espécies identificadas em ambientes extremos com grande quantidade de radiagéo e
ambientes glaciais, outras sdo resistentes a antibidticos como ampicilina, canamicina e
ciproflaxacin (BJERKETOREP et al., 2021, VIANA et al., 2018, WEI et al., 2018). Xue et al.

(2021) estudaram duas cepas produtoras de polissacarideos extracelulares isoladas do deserto
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Mu Us, na China, sendo uma delas identificada como Pedobacter. As caracteristicas de baixa
disponibilidade de &gua e grandes varia¢fes de temperatura do deserto se assemelham as do
painel fotovoltaico, podendo ser um fator de estimulo para a producdo do EPS, e consequente
formacgédo de biofilme como mecanismo de defesa. Correa-Llantén, Amenabar e Blanmey
(2012) afirmaram que esse género é capaz de produzir diversos pigmentos do grupo dos
carotendides, que possuem um papel importante na protecdo dos microrganismos contra
radiacdo e estresse oxidativo, sendo muito observados em amostras de painéis fotovoltaicos
(TANNER et al., 2019). Além disso, esse género secreta esfingolipideos, que, de acordo com
Dorado-Morales et al. (2016), esta relacionado a adesao a superficies lisas, ajudando na fixacéo
do microrganismo ao painel (MARGESIN, SHIVAJI, 2015).

Muitas espécies de Pedobacter descritas na literatura foram isoladas de amostras de solo. O
painel fotovoltaico em estudo esta localizado em uma movimentada avenida na zona urbana de
Belo Horizonte, portanto poeira e sedimentos vindos do solo certamente tem acesso a superficie
do painel. Esse género também foi identificado nos painéis fotovoltaicos do Artico e da

Antértica, e em Valencia, Espanha (Quadro 4).

Os géneros Massilia (Oxalobacteraceae) e Hymenobacter (Hymenobacteraceae) foram os mais
abundantes na amostra D3, representando cerca de 35% da abundancia relativa. De forma
semelhante ao Pedobacter, esses dois géneros apresentaram diferenca significativa em relacédo
a abundancia nas outras amostras, contribuindo com menos 5% da comunidade procariotica das
amostras D1 e D2 (Tabela 8). O género Massilia é representado por bactérias gram-negativas e
aerobias isoladas de diversos ambientes, como sangue, agua, ar, solo e ambientes extremos
como permafrost, solos do artico e ndcleos de gelo. Muitas espécies sdo consideradas
psicotroficas e ha relatos de espécies isoladas de ambientes com temperaturas de 0°C (SON et
al., 2018, YANG et al., 2019). Yang et al. (2019) e Wang et al. (2018) identificaram pigmentos
de coloragéo roxo escuro nas coldnias das espécies M. atriviolacea e M. violaceinigra, porém,
ndo existem estudos aprofundados sobre a composicdo desses pigmentos, podendo ser
carotendides, ja que essas substancias sdo encontradas com frequéncia em locais extremos. O
género Massilia também foi identificado em painéis fotovoltaicos localizados em S&o Paulo
(MOURA et al., 2021), e em painéis localizados no Artico e na Antartica (TANNER et al.,

2018), porém com abundancia inferior a 1%.

O género Hymenobacter comporta bactérias gram-negativas, aerobias, em formato de

bastonetes, com temperatura de crescimento que varia entre 4°C e 42°C. Utilizam matéria
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organica como fonte de energia e sdo descritas como formadoras de biofilme, sendo a
aglomeracao celular devida a producdo de compostos poliméricos extracelulares. Membros do
género ja foram identificados em diversos ambientes, muitos considerados extremos, como
ambientes radioativos, minas de uranio e locais com alta radiacdo UV e ambientes gelados,
como Antartica, Artico, sedimentos de permafrost e geleiras (BUCZOLITS, BUSSE, 2015,
CHUNGA et al., 2010, MARIZCURRENA et al., 2019, SEDLACEK et al., 2019). De acordo
com Sedlacek et al. (2019), muitas espécies desse género sdo conhecidas por sua resisténcia a
radiacdo, aos raios UV e a dessecacdo, sendo adaptados para ambientes extremos. Além disso,
Marizcurrena et al. (2019) confirmou a presenca de carotendides produzidos pelo
Hymenobacter sp., 0 que corrobora com a resisténcia a radiagéo e raios UV dos membros desse

género.

Todos os trabalhos que analisaram amostras provenientes de painéis fotovoltaicos utilizando
metagenémica e metataxondmica descrevem o género Hymenobacter como um dos mais
comuns e abundantes (DORADO-MORALES et al., 2016, MOURA et al., 2021, PORCAR et
al., 2018, TANNER et al., 2018). Além disso, Porcar et al. (2018) identificou 0 Hymenobacter
através de cultivo, além da metagenémica, em Berkeley, Califérnia (Quadro 4 e Figura 17).
Mihailovski, Rajilic-Stojanovic e Dimitriievic-Brankovi (2020) pesquisaram a utilizacdo de
uma enzima hidrolitica proveniente de uma espécie de Hymenobacter para a hidrdlise de
residuo de pdo e sua subsequente utilizacdo como biomassa para a produc¢éo de bioetanol. Além
disso, os autores citaram outras aplicacGes industriais possiveis para esse género, como
producdo e separacdo de dextrinas, mostrando seu potencial biotecnoldgico e incentivando mais

pesquisas com as espécies desse género.

O género Cellulomonas teve distribuigdo mais homogénea entre as amostras, se comparado aos
géneros ja discutidos (Tabela 8). Pertencente a familia Cellulomonadaceae, esse género €
composto por espécies gram-positivas e preferencialmente aerdbias, porém apresentam
espécies microaerofilicas. A temperatura de crescimento varia de 5 °C a 43 °C, sendo a
temperatura 6tima em torno de 30 °C. A principal caracteristica das Cellulomonas é sua
capacidade de secretar diversas enzimas que degradam polissacarideos, principalmente a
celulose (LI et al., 2021, STACKEBRANDT, SCHUMANN, 2015, SWATHY et al., 2020).
Esse género foi previamente identificado em um estudo de dois anos em um painel fotovoltaico
localizado em Valencia, na Espanha, através de metataxondmica (Quadro 4) (TANNER et al.,
2020).
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O género Noviherbaspirilum (Oxalobacteraceae) é representado por bactérias gram-negativas
e aerdbias. Suas espécies podem ser isoladas de diversos ambientes como solo, ar, locais
contaminados por petréleo, pastagens, entre outros (CHAUDHARY, DAHAL, HONG, 2021).
Além do presente estudo, Moura et al. (2021) foram os Unicos que identificaram este género

em painéis fotovoltaicos.

Alguns géneros ndo foram classificados, tendo sido identificados apenas ao nivel de familia
(Tabela 8). A primeira delas é a familia Micrococcaceae, que possui 34 géneros atualmente
(EUZEBY, PARTE, 2022a), enquanto as familias Oxalobacteraceae e Sphingobacteriaceae
possuem 20 e 16 géneros, respectivamente (EUZEBY, PARTE, 2022b, EUZEBY, PARTE,
2022c¢), representando familias muito heterogéneas. Porcar et al. (2018) descrevem a presenca
da ordem Micrococcales, familia Micrococcaceae, em painel fotovoltaico da Califérnia, sendo

que a identificacdo também ficou apenas em nivel de familia.

O género Sphingomonas (Sphingomonadaceae) é composto por bactérias gram-negativas de
pigmentacdo amarela que possuem uma gama de aplicacbes em biorremediacdo e
biodegradacdo de contaminantes ambientais (ASAF et al., 2020). Esse género é conhecido pela
tolerancia ao estresse, sendo identificado em outros painéis fotovoltaicos espalhados pelo
mundo (DORADO-MORALES, 2016, TANNER et al., 2018, MOURA et al., 2021). De acordo
com Satari, Iglesias e Porcar (2023) o género Sphingomonas desempenha um papel crucial nas

etapas iniciais de colonizacdo microbiana e formacéo de biofilme.

De maneira geral, as comunidades de microrganismos identificadas nas amostras D1, D2 e D3
apresentaram algumas semelhancas quando comparadas aos estudos que utilizaram abordagem
metagendémica ou metataxonémica (Quadro 4 e Figura 17). Dorado-Morales et al. (2016),
Porcar et al. (2018) e Tanner et al. (2018) estudaram a comunidade microbiana de painéis
localizados em Valencia, na Califérnia e no Artico e Antértica respectivamente, através de
metagenémica. Em Valencia foram identificados géneros como Deinococcus, Sphingomonas,
Hymenobacter e Novosphingobium em abundancia, ja na California houve predominancia do
género Hymenobacter, seguido de Deinococcus e Modestobacter. No Artico predominou
Hymenobacter, Sphingomonas e Methylobacterium, enquanto na Antartica predominou
Hymenobacter, Nostoc, Sphingomonas, entre outros. Moura et al. (2021) estudaram superficies
de painéis fotovoltaicos localizados em Séo Paulo, utilizando metataxondmica, e descrevem
géneros como Methylobacterium, Acidiphilum, Sphingomonas, Deinococcus, Massilia e

Noviherbaspirillum (Quadro 4 e Figura 17).
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Os géneros Hymenobacter e Sphingomonas foram citados em todos os trabalhos, demonstrando
um padrdo na comunidade microbiana de painéis fotovoltaicos. I1sso acontece provavelmente
pela elevada resisténcia desses géneros a radiacdo e dessecacdo. Outros géneros que se
repetiram com frequéncia foi Deinococcus, conhecido por ser um marcador de extremofilia,
bem como Microbacterium e Methylobacterium (Quadro 4 e Figura 17). Ainda considerando
estudos de metataxondmica em painéis solares, Tanner et al. (2020) estudaram a superficie
desses painéis durante dois anos coletando amostras de forma regular em periodos de 7
semanas, para estudar a variagdo dos géneros em relacdo ao tempo. Os autores identificaram,
em maior abundancia, Modestobacter, Sphingomonas, Hymenobacter e Deinoccocus de forma
constante, ou seja, com abundancias que ndo variaram durante o tempo. Além dessas bactérias,
dentre as quinze mais abundantes apresentadas por eles, outras também sdo comuns as
identificadas neste trabalho, como Arthrobacter e Methylobacterium. Shirakawa et al. (2015)
também identificou esses géneros em amostras coletadas de painéis fotovoltaicos expostos ao
ar por periodo de seis meses em Séo Paulo, alem de géneros como Hymenobacter, Tetracoccus
e Bacillus. Entretanto, estes autores utilizaram a técnica de amplificacdo génica com o marcador
16S rRNA, seguido de clonagem molecular como técnica de identificacdo (Quadro 4 e Figura
17).

Outros autores também utilizaram abordagem dependente de cultivo para estudar a comunidade
microbiana em painéis fotovoltaicos. Martin-Sanchez et al. (2018) identificaram géneros de
bactérias como Rhodococcus, Massilia e Pseudomonas. Ja no trabalho de Porcar et al. (2018),
mencionado anteriormente, além da analise metagenémica, foi realizado o cultivo de bactérias,
com o qual os géneros Arthrobacter e Rhodococcus foram identificados. Por fim, Tanner et al.
(2019), também por meio de cultivo, identificou géneros como Arthrobacter, Microbacterium,
Pedobacter e Sphingomonas durante a bioprospeccdo de bactérias pigmentadas isoladas de

painéis solares (Quadro 4 e Figura 17).

Quadro 4 — Comparacéo de géneros de bactérias mais abundantes identificados no referencial
bibliografico de estudos de painéis fotovoltaicos

Locallz_a(;ao do Abordagem Principais géneros Referéncia
painel identificados
Microbacterium
Arthrobacter
Metodo dependente : DORADO-
- . Kocuria
Valéncia (Espanha) de cultivo MORALES et
Pseudomonas
al., 2016
Bacillus
Metataxonémica Deinococcus
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Localizacdo do
painel

Abordagem

Principais géneros
identificados

Referéncia

Hymenobacter

Novosphingobium

Sphingomonas

Modestobacter

Metagenémica

Deinococcus

Sphingomonas

Hymenobacter

Novosphingobium

Metodo dependente
de cultivo

Agrococcus

Sphingomonas

Pedobacter

Microbacterium

Arthrobacter

Rhodobacter

TANNER et al.,
2019

Metataxonomica
(Monitoramento de
2 anos)

Modestobacter

Deinococcus

Sphingomonas

Hymenobacter

Arthrobacter

Methylobacterium

TANNER et al.,
2020

Tromsg (Artico)

Metodo dependente
de cultivo

Cryobacterium

Sphingomonas

Curtobacterium

Microbacterium

Dioszegia

Metagenomica

Hymenobacter

Sphingomonas

Methylobacterium

Variovorax

Pseudomonas

Pedobacter*

Mucilaginibacter*

Massilia*

Cellulomonas*

Ilha Livingston
(Antartica)

Metodo dependente
de cultivo

Rhodotorula

Alcaligenes

Curtobacterium

Metagenomica

Hymenobacter

Nostoc

Sphingomonas

Pseudomonas

Bradyhizobium

Acinetobacter

TANNER et al.,
2018
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Localizacdo do
painel

Abordagem

Principais géneros
identificados

Referéncia

Pedobacter*

Mucilaginibacter*

Cellulomonas*

Berkley (California)

Metodo dependente
de cultivo

Arthrobacter

Hymenobacter

Rhodococcus

Methylobacterium

Deinococcus

Metagenémica

Hymenobacter

Deinococcus

Modestobacter

Sphingomonas

Streptomyces

Methylobacterium

PORCAR et al.,
2018

Sao Paulo (Brasil)

Metataxonomica

Methylobacterium

Hymenobacter

Acidiphilium

Sphingomonas

Deinococcus

Massilia

Noviherbaspirillum

MOURA et al.,
2021

Amplificacdo de
16S
rRNA/Clonagem
génica

Arthrobacter

Tetracoccus

Hymenobacter

Bacillus

Methylobacterium

SHIRAKAWA
etal., 2015

Berlin (Alemanha)

Metodo dependente
de cultivo

Rhodococcus

Massilia

Pseudomonas

MARTIN-
SANCHEZ et
al., 2018)

Belo Horizonte

(presente trabalho)

Metagenémica

Pedobacter

Massilia

Mucilaginibacter

Hymenobacter

Sphingomonas

Cellulomonas

Noviherbaspirillum

NA

* Géneros identificados com baixa abundancia, mas que sdo mencionados para fins de comparagéo

Fonte: Proprio autor
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Figura 17 — Comparacdo de géneros de bactérias mais abundantes identificados no referencial
bibliogréfico de estudos de painéis fotovoltaicos

Hymenobacter

Outros Outros Deinococcus

Sphingomonas

Outros Hymenobacter Variocorax Hymenobacter

Methylobacterium
Modestobacter

Modestobacter .
y Sphingomonas
Deinococcus
Artico

Sphingomonas
Methylobacterium /’_/// Este trabalho
vaiiere Outros (Belo Horizonte)
- California ,//
. Pedobacter
Sao Paulo
Outros
Antartica
Hymenobacter
Sphingomonas a ,
Sphingomonas Massilia
Acidiphilium
Microbacterium
Methylobacte
ethylobacterium Outros Nostoc Hymenobacter Mucilaginibacter

Hymenobacter .S‘phmgomonas

Pseudomonas

Fonte: Proprio autor

Alguns géneros ainda ndo foram mencionados devido a menor abundancia, porém merecem
destaque pelo seu potencial biotecnolégico. O género Arthorobacter, por exemplo, foi
identificado neste trabalho com abundancia relativa de cerca de 2%, e em outros trabalhos de
metagendmica e metataxonémica de painéis fotovoltaicos (Quadro 4). Esse género é capaz de
degradar hidrocarbonetos alifaticos e aromaticos, sendo utilizado para biorremediacdo dessas
substancias poluentes no solo. Além disso, é conhecido por sua tolerancia a elevada salinidade
e ambientes extremos, resistindo a mudancas de temperatura, radiacdo e substancias toxicas,
como varios herbicidas e alguns metais e cromatos (MONGODIN et al., 2006, PLOTNIKOVA
etal., 2011, PORCAR et al., 2018).

Outro género de interesse discutido em diversos trabalhos é o Rhodococcus, identificado no
presente trabalho com abundéancia relativa de cerca de 0,4%. Esse género engloba bactérias
encontradas em uma ampla gama de ambientes, e a presenca de acidos micolicos em sua parede
celular confere resisténcia a diversos fatores de estresse, tais como ampla variacdo de pH (3 a
11), temperatura (-5 °C a 40 °C), concentracao salina (0,5% a 7%) e dessecacdo. Vale ressaltar
que bactérias resistentes a dessecacao sdo interessantes do ponto de vista biotecnolédgico devido
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a sua capacidade de armazenar lipidios, sendo importante na producdo sustentavel de
combustivel. Além dessas caracteristicas, os Rhodococcus sao também capazes de degradar
uma ampla gama de substancias organicas e, por isso, espécies esse género possuem diversas
aplicacdes em biorremediacdo, biotransformacéo, biocatalise entre outros (DE CARVALHO,
2012, PATEK, GRULICH, NESVERA, 2021). Além disso, esse género é conhecido pela larga
producdo de EPS, substancias importantes na adesdo a superficies e formacéo de biofilmes
(PATEK, GRULICH, NESVERA, 2021, PORCAR et al., 2018, URAI et al., 2007).

A descricdo e estudos das comunidades de archaeas na literatura € menor quando comparado a
de bactérias. Nos estudos de painéis fotovoltaicos existem apenas mencGes as archaeas
identificadas, sem detalhar sua funcionalidade e suas caracteristicas extremofilicas. Porém, os
microrganismos do dominio archaea também merecem destaque, pois, apesar de serem
encontrados em menor abundancia, as archaeas sdo organismos com caracteristicas
diversificadas e interessantes, possuindo alta capacidade de sobrevivéncia em ambientes
extremos (RAMPELOTTO, 2013). As archaeas representaram apenas cerca de 0,0004% da
abundancia total das reads analisadas neste estudo (cerca de 350 reads), e assim como 0s
eucariotos, poucas archaeas foram identificadas em nivel de género com o pipeline utilizado.
Dentre as identificadas estdo Methanosarcina, Methanobacterium, Halobellus e
Nitrososphaera, além de cinco identificadas como candidatus, ou seja, uma nomenclatura
provisoria as bactérias e archaeas ja descritas, mas que ainda nao foram cultivadas (MURRAY,
SCHLEIFER, 1994), sendo elas Unclassified Candidatus Micrarchaeota, Unclassified
Candidatus Woesearchaeota, Unclassified Candidatus Methanoperedenaceae, Unclassified
Candidatus Thorarchaeota e Unclassified Candidatus Lokiarchaeota (Figura 18). Cerca de
50% das ORFs provenientes das sub-amostras D1 foram identificadas apenas em nivel de
dominio (Unclassified Archea).
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Figura 18 — Géneros de archaeas mais abundantes das amostras avaliadas neste estudo

100

Genus

Other
. Unclassified Archaea
. Methanosarcina
. Halobellus
. Unclassified Thaumarchaeota
. Unclassified Euryarchaeota
. Unclassified Methanomassilicoccales
Unclassified Candidatus Micrarchaeofa
Unclassified Candidatus Woesearchaeola
Unclassified Candidafus Thorarchaeota
Unclassified Halobacteria

Percentage

D1-1 D1-2 D1-2 D21 D2-2 D2-3 D31 D3-2 D3-3
Samples

Fonte: Proprio autor

E possivel perceber uma variagdo maior entre as amostras e sub-amostras se comparado as
bactérias, porém essa diferenca é provavelmente devida a baixa abundancia de reads para esse
dominio (Figura 18). Apesar dessa diferenca, o padrdo é mantido, havendo grande semelhanca
entre as replicatas técnicas e maior variagdo entre as bioldgicas. O género Methanosarcina
representa archaeas anaerobias e produtoras de metano. E considerada uma fonte de metano
atmosférico desempenhando um papel importante no ciclo do carbono além de ser capaz de
produzir metano por todas as trés vias metabdlicas de metanogénese, portanto sua utilizacdo na
producéo de energia sustentavel é promissora. Além disso, € um género que resiste a elevadas
variagOes de temperatura e pH, e € conhecido pela producdo de grandes quantidades de EPS e
participacdo na formacéo de biofilme (BANG et al., 2014, MAND, METCALF, 2019, ZHOU
etal., 2021, VRIEZE et al., 2012). As archaeas do género Halobellus sdo aerdbias, apresentam
faixa de temperatura de crescimento que varia de 20°C a 55°C, e pH entre 5 a 9. S&o
pigmentadas de coloracdo vermelha, produtoras de carotendides e conhecidas por sua
capacidade de crescer em condicBes extremamente halofilicas, sendo isoladas de diversos
ambientes, como salinas, lagos salgados, zonas himidas salinas e salinas solares (CUI, 2015,
HWANG et al., 2021).
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5.1.2 Analises da distribuicdo da comunidade procariotica do painel fotovoltaico

Com o intuito de entender como 0s géneros estdo distribuidos entre as amostras, realizou-se a
andlise da comunidade core e satellite. A comunidade core é aquela composta por géneros que
estdo presentes em todas as amostras, ja 0s géneros considerados satellite sdo aqueles que
diferem entre as amostras, ou seja, que estd ausente em uma ou mais amostras (JNANA et al.,
2020). Considerando o grande numero de tdxons identificados nas amostras, um diagrama de
Venn foi contruido para auxiliar na visualizacdo da comunidade core e satellite (Figura 19).
Vale ressaltar que os 200 géneros mais abundantes identificados nas amostras fazem parte da

comunidade core, ou seja, foram identificados nas trés amostras analisadas.

Figura 19 — Diagrama de Venn da comunidade procariotica compartilhada entre as amostras
D1,D2e D3

D1 D2

184
(12.9%)

762
(53.4%)

42
(2.94%)

84
(5.88%)

08
(6.86%)

D3

Fonte: Proprio autor

A comunidade core (Figura 19) compreendeu 762 géneros de bactérias e archaeas,
representando mais de 50% do numero total de procariotos identificados, e inclui os géneros
Pedobacter, Massilia, Mucilaginibacter, Hymenobacter, Microbacterium, Cellulomonas,

Sphingomonas, Methanosarcina e Halobellus. Comparando-se as amostras par-a-par, €
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possivel perceber que D1 e D2 apresentaram o maior nimero de géneros compartilhados (184),
representando quase 13% dos géneros, dentre os quais estdo Fibrisoma, Motilibacter e
Solimonas. Enquanto D2 e D3 compartilham um nimero menor de géneros (42), menos de 3%,
compreendendo géneros como Moraxella, Methylobrevis e Sutterella. A amostra com maior
namero de géneros exclusivos, ou seja, a que mais se difere das demais, € a D1, com 168
géneros ndo compartilhados (11,8%), enquanto as amostras D2 e D3 apresentaram 90 (6,3%) e
98 (6,86%) géneros exclusivos, respectivamente. Exemplos de géneros exclusivos da amostra
D1 sdo Clostridioides, Fibrobacter, Leptospira e Sulfitobacter, enquanto da amostra D2 séo
Richelia, Pararcticibacter, Azorhizobium e Pseudorhodobacter, e da D3 sdo Malikia,
Cloacibacterium, Megamonas e Sporomusa.

5.1.3 Analises da diversidade da comunidade procari6tica do painel fotovoltaico

Os indices de diversidade de Shanon e Simpson, para as nove sub-amostras, foram estimados
utilizando as identificagcdes taxondmicas de procariotos em nivel de género (Tabela 9).

Tabela 9 — Indices de diversidade de Shannon e Simpson para as sub-amostras de D1, D2 e

D3
Sub-amostras  Shannon Simpson
D1-1 3,37 0,93
D1-2 3,36 0,93
D1-3 3,36 0,93
D2-1 3,09 0,90
D2-2 3,00 0,88
D2-3 3,09 0,90
D3-1 3,18 0,92
D3-2 3,20 0,92
D3-3 3,18 0,92

Fonte: Proprio autor.

Os valores encontrados para as sub-amostras sdo semelhantes, sendo que a maior variacao

intrinseca ocorreu para as sub-amostras de D2 (Figura 20).
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Figura 20 — Representacao grafica dos indices de diversidade de Shannon das sub-amostras de
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Fonte: Proprio autor

Para a analise comparativa das amostras utilizou-se o teste estatistico ANOVA aplicado aos
indices de diversidade de Shannon. Para que o teste ANOVA possa ser aplicado, duas premissas
precisaram ser testadas, primeiro se as amostras seguem distribuicdo normal e segundo se séo
homogéneas. Para avaliar a normalidade utilizou-se o teste de Shapiro-Wilk, cuja hip6tese nula
aponta que os dados seguem distribui¢do normal. O p-valor foi 0,08326 (maior que 0,05), sendo
a hipotese nula aceita e a distribuicdo dos dados considerada normal. Ja para avaliar a
homocedasticidade dos dados utilizou-se o teste de Levene, cuja hipdtese nula afirma que os
dados s&o homocedasticos e, como o p-valor foi de 0,4979 (maior que 0,05), a hipétese nula foi
aceita. Assim, as duas premissas necessarias para aplicacdo do teste ANOVA foram cumpridas.

O teste ANOVA avaliou como hipoétese nula que ndo existem diferencas significativas entre as
médias das amostras D1, D2 e D3 e o p-valor retornado foi de 0,000062. Como o p-valor foi
menor que 0,05 a hip6tese nula foi rejeitada, indicando que o indice de diversidade de Shannon

das amostras D1, D2 e D3 é estatisticamente diferente.

Apbs o teste ANOVA, realizou-se o Post Hoc, testes que permitem comparar os indices entre si
(par-a-par) e identificar as diferencas de forma independente, ou seja, quais amostras séo

diferentes. Todos os p-valores foram menores que 0,05, indicando que todas as amostras
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diferem entre si. Para a comparagdo das amostras D2 e D1 o p-valor foi de 0,00005, para
comparacdo de D3 e D1 foi de 0,0012 e D2 e D3 foi de 0,0048.

A diversidade beta (B) foi analisada utilizando analise multivariada através da Analise de
Coordenadas Principais (PCoA) utilizando a distancia de Bray-Curtis e demonstrou a
dissimilaridade composicional entre as amostras D1, D2 e D3, corroborando com os resultados
taxonémicos e demonstrando que 0s géneros entre cada amostra sdo estatisticamente diferentes
(Figura 21). Os resultados corroboram com a dissimilaridade da diversidade, demonstrando que
a composicdo das amostras também se difere a nivel de género.

Figura 21 — Analise de coordenada principal (PCoA) da diversidade B utilizando a distancia
de Bray-Curtis e a abundancia da comunidade microbiana das sub-amostras de D1, D2 e D3
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Fonte: Proprio autor

E possivel perceber que as sub-amostras de D1 se encontram muito proximas entre si, porém
distante das outras amostras D2 e D3, mostrando a formacdo de grupos. Desta forma, as
replicatas técnicas (sub-amostras) demonstraram grande similaridade nos resultados de
identificacdo taxonémica e reprodutibilidade nos resultados do sequenciamento. Em relacao as
replicatas bioldgicas, houve significativa diferenca de diversidade e composi¢do entre as
amostras, mostrando que embora proximas, as diferentes partes de um mesmo painel

fotovoltaico apresentam diferencas (Figura 21).
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Para auxiliar e comprovar a dissimilaridade visual da composicédo identificada pelo PCoA foi
realizado uma analise de similaridade (ANOSIM), também usando a distancia de Bray-Curtis,
cuja hipotese nula afirma que ndo existe diferenca entre as amostras e o p-valor retornado foi
de 0,0034. Como o p-valor foi menor que 0,05 a hipdtese nule foi rejeitada, indicando que existe
diferenga composicional entre as amostras D1, D2 e D3, comprovando, novamente, que S&o

estatisticamente diferentes.

5.1.4 Eucariotos
Em termos de filos de eucariotos, foram identificados cerca de 40 filos na amostra D1, 38 na
D2 e 22 na D3. Os 10 filos de eucariotos mais abundantes identificados nas amostras D1, D2 e
D3 estdo apresentados na Tabela 10, considerando a média das sub-amostras. Esses filos

também estdo representados na Figura 22 considerando a abundancia relativa de cada sub-

amostra.

Tabela 10 — Filos de eucariotos mais abundantes identificados nas amostras D1, D2 e D3 e
seus respectivos numeros de reads e abundancia relativa

D1 D2 D3

Filos NUmero de Abundancia  Numerode  Abundancia  Numerode  Abundancia

reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)
Ascomycota 2.420.646 65,42 2.302.521 66,06 2.200.220 72,33
Unclassified Eukaryota 1.246.444 33,70 907.201 26,03 831.715 27,32
Streptophyta 6.908 0,19 6.348 0,18 3.906 0,13
Chytridiomycota 7.276 0,20 7.324 0,21 2.287 0,08
Oomycota 3.640 0,10 1.301 0,04 656 0,02
Basidiomycota 2.031 0,06 1.800 0,05 1.317 0,04
Arthropoda 699 0,02 3.726 0,11 145 0,00
Rotifera 3.408 0,09 285 0,01 11 0,00
Chordata 1.974 0,05 1.181 0,03 190 0,01
Mucoromycota 866 0,02 381 0,01 59 0,00

Fonte: Proprio autor



66

Figura 22 — Filos de eucariotos mais abundantes identificados nas amostras avaliadas neste
estudo
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Fonte: Proprio autor

O principal filo identificado foi Ascomycota, o que ja era esperado, visto que ele é considerado
o maior filo dos fungos, composto de diversos géneros, além de ser identificado em
predominancia nos outros trabalhos de metagendmica de painéis fotovoltaicos (DORADO-
MORALES et al., 2016, PORCAR et al., 2018, TANNER et al., 2018). Além do Ascomycota,
outros dois filos do reino fungi identificados foram Chytridiomycota e Basidiomycota, que é
considerado o segundo maior filo desse reino (Figura 22 e Tabela 10). Cerca de 25% das ORFs
foram ndo classificadas, chegando apenas em nivel de reino. Os estudos de metagenémica de
painéis localizados no Artico e na Antartica, em Valencia e na Califérnia chegaram a
identificacdo de fungos em nivel de género (DORADO-MORALES et al., 2016, PORCAR et
al., 2018, TANNER et al., 2018). Assim, novos estudos serdo necessarios para compreender e
desvendar a comunidade de eucariotos dessas amostras de maneira mais especifica.

O filo Streptophyta pertence ao reino Viridiplantae, sendo caracterizado por plantas

embrionarias e uma parte das algas verdes, principalmente de dguas doces. Esse filo também
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foi identificado em baixa abundéncia em outros trabalhos de metagenémica e metataxonémica,
como na Califérnia e Valéncia (DORADO-MORALES et al., 2016, PORCAR et al., 2018).

O filo Oomycota representa organismos que se assemelham aos fungos, principalmente pelos
filamentos, mas ndo pertencem ao seu reino. Muitos Oomycota sdo considerados patogénicos
as plantas. Ja os filos Arthropoda e Chordata sdo considerados do reino animalia, representando
filos muito heterogéneos. Esses organismos ndo foram citados nos trabalhos de metagenomica
de painéis fotovoltaicos (ROSSMAN, PALM, 2006).

Em relagdo aos géneros de eucariotos, foram identificados de maneira geral 405 géneros na
amostra D1, 420 na amostra D2 e 275 na amostra D3. Os 15 géneros de eucariotos mais
abundantes identificados nas amostras D1, D2 e D3 estdo representados na Tabela 11 e Figura
23.

Tabela 11 — Géneros de eucariotos mais abundantes identificados nas amostras D1, D2 e D3 e
seus respectivos nameros de reads e abundéancia relativa, considerando as médias das sub-

amostras

D1 D2 D3
Geéneros de eucariotos Namerode  Abundancia  NUmerode  Abundancia  Numerode  Abundancia
reads relativa (%) reads relativa (%) reads relativa (%)
Unclassified Ascomycota 1.909.897 51,61 1.791.348 51,39 1.730.684 56,89
Unclassified Eukaryota 1.246.444 33,70 907.201 26,03 831.715 27,32
Unclassified Dothideomycetes 379.186 10,25 376.853 10,81 376.014 12,37
Acanthamoeba 790 0,02 154.070 4,42 420 0,01
Cryomyces 24.323 0,66 26.259 0,75 23.702 0,78
Unclassified Lecanoromycetes 24.868 0,67 19.247 0,55 21.337 0,70
Unclassified Discosea 216 0,01 55.215 1,58 38 0,00
Unclassified Eurotiomycetes 16.364 0,44 19.841 0,57 3.255 0,11
Unclassified Pleosporales 14.625 0,40 15.470 0,44 14.480 0,48
Her;’g‘t‘;:iffig'lzdceae 9.545 026  12.033 0,35 1.343 0,04
Unclassified Chaetothyriales 7.040 0,19 9.096 0,26 939 0,03
Aureobasidium 3.494 0,09 2.942 0,08 2.661 0,09
Unclassified Sordariomycetes 2.896 0,08 2.525 0,07 2.302 0,08
Alternaria 2.563 0,07 2.567 0,07 2.543 0,08
Batrachochytrium 2.721 0,07 2911 0,08 883 0,03

Fonte: Proprio autor.
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Figura 23 — Géneros de eucariotos mais abundantes das amostras avaliadas neste estudo

100

Géneros
75- Other
. Unclassified Ascomycofa
. Unclassified Eukaryota
. Unclassified Dothideomycetes
. Acanthamoeba
0 . Cryomyces
. Unclassified Lecanoromycetes
Unclassified Discosea
Unclassified Pleosporales
257 . Unclassified Eurotiomycetes
. Unclassified Herpotrichiellaceae

D1-1 D1-2 0D1-3 D21 D2-2 D2-3 D31 D3-2 D3-3
Sub-amostras

Abundancia relativa (%)

Fonte: Proprio autor

A maioria dos eucariotos ndo foram classificados a nivel de género, apenas os Acanthamoeba,
Cryomyces, Aureobasidium, Alternaria e Batrachochytrium (Tabela 11). Mais de 50% das
ORFs foram identificadas como Unclassified Ascomycota. Cerca de 30% das ORFs foram
identificadas como Unclassified Eukaryota, ainda mais inespecifico, chegando apenas a nivel
de reino. Assim, cerca de 80% das ORFs apresentaram identificacdo inespecificas, o que revela
a necessidade de estudos mais aprofundados e especificos para eucariotos e fungos.

Nos painéis fotovoltaicos da Califérnia, foram identificadas algumas classes de fungos como
Dothideomycetes, Eurotiomycetes, Lecanoromycetes, de forma abundante (PORCAR et al.,
2018). No painel da Antartica foram identificadas as classes de fungos Dothideomycetes,
Lecanoromycetes, Eurotiomycetes e Sordariomycetes. J& no Artico identificou-se
Dothideomycetes e Leotiomycetes (TANNER et al., 2018). Em Valencia, as classes mais
comuns foram Dothiodeomycetes, Eurotiomycetes e Sordariomycetes. (DORADO-MORALES
et al., 2016). Nesse trabalho identificou-se, principalmente Dothideomycetes (cerca de 10%) e
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as outras trés classes, Eurotiomycetes e Lecanoromycetes e Sordariomycetes, em menor

abundancia (menos de 1%).

O género Acanthamoeba € um protozoario com acgdo patogénica, causador de lesdes cuténeas,
infeccdes sinusais, inflamacgéo na cdrnea e encefalite fatal. Foi isolado de diversos ambientes,
dentre eles agua, solo, aguas termais, lagos de adgua salgada, torres de resfriamento de usinas
nucleares, vegetais, umidificadores, lentes de contato entre diversos outros (SIDDIQUI,
KHAN, 2012).

O género Cryomyces é conhecido pela espécie C. antarticus, o fungo mais extremofilicos ja
identificado. E considerado um fungo preto melanizado, o que significa que possui melanina,
um pigmento presente na maioria dos fungos extremofilicos que confere resisténcia a radiagéo,
calor, oxidacdo e dessecacao (PACELLLI et al., 2020). O género Aureobasidium também é um
fungo preto e melanizado, sendo considerado extremofilo e vivendo em diversas regifes, como
desertos, salinas, agua do mar, Antartica, geleiras, entre outros. E um género com diversas
aplicacdes em industrias devido a elevada gama de substratos e enzimas excretadas por ele
(WANG et al., 2022). De acordo com Shirakawa et al. (2015), a maioria dos fungos
identificados nos painéis fotovoltaicos através de clonagem molecular sdo fungos pretos e
melanizados, incluindo o Aureobasidium, e em Valencia identificou-se a presenca de diversos
fungos pretos com metagenémica (DORADO-MORALES et al., 2016).

O género Alternaria foi identificado de forma predominante nos estudos de painel fotovoltaico
das outras regides do mundo. No presente trabalho, sua abundancia foi considerada baixa,
representando menos que 0,01% da abundancia total de fungos. Porém, com a grande parcela
de fungos e eucariotos ndo classificados, ndo se pode afirmar nada em relacdo a essa
abundéancia. O género Alternaria é comumente identificado em solo e ar, sendo conhecido por
sua patogenicidade as plantas e aos seres humanos, causando alergias respiratorias e infecces
oportunistas. S&o considerados fungos melanizados pela presenca de melanina na parede celular
e em seus esporos, trazendo resisténcia a ambientes extremos. Além disso, esse género é
conhecido pela grande quantidade de metabdlitos secundarios produzidos, sendo muitos deles
considerados téxicos para plantas e animais. Porém, diversos metabdlitos secundarios tém
potencial biotecnoldgico, como atividade antitumoral, antimicrobiana e alguns ja foram
estudados como herbicidas (LOU et al., 2013, PATRIARCA, VAAMONDE, PINTO, 2014).

Por fim, o Batrachochytrium é um género de fungos representado por apenas duas espécies até

0 momento, consideradas patdgenas para anfibios. A mais conhecida é a B. dendrobatidis,
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responsavel pela reducédo dréastica da diversidade de anfibios, causando uma doenga chamada
de quitridiomicose letal. O fungo é capaz de infectar uma grande diversidade de anfibios, sendo
que algumas espécies ja correm risco de extin¢do. A segunda espécie desse género tem menor
ocorréncia, mas também acomete anfibios, principalmente salamandras, com a mesma doenca
(BOSCH et al., 2021, CARTER et al., 2019, GBIF, 2021). Néao foi possivel identificar na

literatura ocorréncias desse género que ndo estejam relacionadas aos anfibios.

Os estudos de fungos com a utilizagcdo da metagenémica e metataxondmica em superficies de
painéis fotovoltaicos é ainda mais escassa se comparado aos estudos de bactérias. Alguns
trabalhos afirmam que os fungos também sdo responsaveis pela formacdo de biofilme, sendo
necessario um estudo aprofundado sobre esse reino e sua presenca nessas amostras
(SHIRAKAWA et al., 2015, MARTIN-SANCHEZ et al., 2018).

Levando em consideracdo a baixa classificacdo dos eucariotos com a ferramenta SqueezeMeta
e a importancia dos fungos para o entendimento da comunidade microbiana presente na
superficie do painel fotovoltaico, foi realizada uma andlise utilizando o software SortMeRNA e
0 banco de dados UNITE, especifico para fungos, visando aumentar a classificacdo desse reino.
Os resultados do processamento dos dados (Tabela 12) mostraram que a abundancia relativa de
fungos identificado pelo software SortMeRNA esta em torno de 0,014%, considerando apenas

os hits de alta qualidade para realizacdo deste calculo.

Tabela 12 — Resultados do processamento de dados pelo software SortMeRNA nas sub-
amostras do painel fotovoltaico

Sub- NuUmero de Média de Namero de hits  NUmeros de hits ~ Abundancia
amostras reads comprimento totais de alta qualidade relativa (%0)
D1-1 114.626.774 150 108.784 16.836 0,015
D1-2 96.440.646 150 95.494 14.060 0,015
D1-3 86.902.252 150 86.853 13.039 0,015
D2-1 89.991.052 150 74.634 12.350 0,014
D2-2 87.438.946 150 75.330 12.342 0,014
D2-3 85.482.066 150 70.197 11.555 0,014
D3-1 86.515.390 150 60.566 10.772 0,012
D3-2 88.039.158 150 67.757 12.525 0,014
D3-3 90.271.516 150 61.487 11.309 0,013

Fonte: Proprio autor

Foram identificados 5 filos nas amostras D1 e D3 e 6 filos na amostra D2, e comoesperado, 0
principal filo identificado foi 0 Ascomycota, o maior filo dos fungos (Tabela 13 e Figura 24).

Como foi utilizado um banco de dados apenas para classificacdo de fungos, ou seja, nao foi



71

obtida nenhuma informacdo sobre outros eucariotos, ndo foi possivel comparar com a

quantidade identificada pelo UNITE com o pipeline SquezeMeta.

Tabela 13 — Filos de fungos identificados nas amostras D1, D2 e D3 e seus respectivos
numeros de reads e abundéncia relativa

D1 D2 D3

Filos NUmero Abundancia NUmero Abundéancia NUmero Abundancia

de reads relativa (%) de reads relativa (%) de reads relativa (%)
Ascomycota 8.715 59,49 8.259 68,37 8.194 71,03
Glomeromycota 3.961 27,07 3.352 27,73 3.021 26,19
Basidiomycota 796 5,43 389 3,22 274 2,38
Mortierellomycota 11 0,07 12 0,10 7 0,06
Chytridiomycota 8 0,06 15 0,12 0 0,00
Mucoromycota 0 0,00 4 0,03 0 0,00
Unclassified 1.153 7,88 52 0,43 39 0,34

Fonte: Proprio Autor

Figura 24 — Filos de fungos identificados nas amostras avaliadas neste estudo
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Fonte: Proprio autor

O filo Glomeromycota é composto por fungos micorrizicos arbusculares, considerados fungos
simbidticos associados, principalmente, a plantas vasculares terrestres e briéftas (STURMER,
KEMMELMEIER, 2020). Apesar de serem simbiéticos obrigatdrias, os fungos desse filo
podem se associar também com cianobactérias, como é o caso da espécie Geosiphon pyriformis
(SCHUSSLER et al., 1994). Assim, percebe-se que os fungos desse filo estdo muito presentes


https://pt.wikipedia.org/w/index.php?title=Geosiphon_pyriformis&action=edit&redlink=1
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em solo, podendo ter acesso ao painel fotovoltaico atraves dos ventos, sendo depositadas em
sua superficie. Foram identificados cerca de 40 géneros de fungo em cada uma das amostras,

sendo os trés principais Scutellospora, Papulaspora e Bipolaris (Tabela 14 e Figura 25).

Tabela 14 — Géneros de fungos mais abundantes identificados nas amostras D1, D2 e D3 e
seus respectivos numeros de reads e abundancia relativa

D1 D2 D3

Geéneros de eucariotos  NGmero Abundancia NGmero Abundancia NGmero Abundancia
dereads relativa (%) dereads relativa (%) dereads relativa (%0)

Scutellospora 990 7,11 938 8,02 981 8,79
Papulaspora 534 3,86 495 4,24 570 5,10
Bipolaris 435 3,11 432 3,70 453 4,05
Rufoplaca 225 1,61 222 1,90 227 2,02
Dothiorella 246 1,79 271 2,31 271 2,43
Unilacryma 164 1,18 203 1,74 181 1,61
Caloplaca 132 0,95 129 1,11 128 1,14
Trimmatostroma 75 0,55 45 0,39 48 0,43
Stromatoneurospora 67 0,49 117 1,01 77 0,68
Lithohypha 42 0,30 65 0,55 7 0,07
Sarcinomyces 33 0,24 54 0,46 42 0,38
Chalara 25 0,18 5 0,04 20 0,18
Aplosporella 24 0,17 42 0,36 36 0,32
Rhizophagus 10 0,07 4 0,04 1 0,01
Unclassified 10.852 78,14 8.627 73,82 8.109 72,56

Fonte: Proprio autor.

Figura 25 — Generos de fungos mais abundantes identificados nas amostras avaliadas neste

estudo
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E possivel perceber que, apesar da classificacdo de fungos ter melhorado com a utilizagio do
software SortMeRNA, ainda existem muitos géneros néo classificados, cerca de 75% das reads
(Figura 25). Ainda, foi possivel perceber que houve divergéncia entre os géneros identificados
por cada pipeline. Considerando-se que apenas 0,014% das reads foi classificada como sendo
do reino fungi, a baixa classificacdo taxondmica pode estar associada a baixa quantidade de
reads. Com relacdo as diferencas nas classificagcdes, além da baixa quantidade de reads, a

utilizacdo de banco de dados distintos justificam as diferencas.

A partir da Figura 25 percebe-se uma boa correspondéncia entre as amostras, demonstrando
proximidade dos dados tanto entre as sub-amostras, quanto entre as amostras. O principal
género identificado foi o Scutellospora com cerca de 8% da abundancia relativa, seguido pelos
géneros Papulaspora e Bipolaris, com abundéncia relativa de cerca de 3%. Ja 0os géneros
Rufoplaca, Dothiorella e Unilacryma foram identificados com cerca de 1% nas amostras e 0s

outros géneros foram identificados com abundancia relativa menor que 1%.

O principal género identificado, Scutellospora (Gigasporaceae) € considerado um fungo
micorrizicos arbusculares (FMA), sendo associado a plantas vasculares terrestres. Os FMAs
possuem diversas aplicacdes na agricultura, podendo promover o aumento no crescimento de
plantas, protege-las contra patdgenos de solo e aumentar a absor¢do de nutrientes. (OEHL,
SOUZA, SIEVERDING, 2008). Anjos et al. (2010) estudaram a o efeito de uma espécie do
género Scutellospora contra um verme tipico da planta do maracuja, observando um efeito
positivo relacionado a presenca dessa espécie. De acordo com Wu, Srivastava e Zou (2013), a
simbiose dos FMAs traz como vantagem a resisténcia a estresse bidtico, proveniente de
organismos Vivos, e abiotico, relacionado a fatores externos como temperatura, pH, radiacdo e

deficiéncia hidrica.

O segundo género mais abundante, Papulaspora, é considerado um fungo endofitico, ou seja,
vivem em simbiose com plantas (PIMENTEL, FIGURA, AUER, 2010). Apesar do género ter
sido descoberto a bastante tempo, pouco se sabe sobre a filogenia da Papulaspora, que
permanece incerta (KHAN et al., 2016). Algumas espécies desse género sdo consideradas
termofilicas, como por exemplo Papulaspora thermophila com temperatura Otima de
crescimento em cerca de 45 °C. Além de termofilica essa espécie é conhecida pela sua atividade
celulolitica e aminolitica, podendo ter diversas aplicacGes interessantes para a biotecnologia

(CHAPMAN et al., 1975). Ja a espécie Papulaspora imersa possui atividade antimicrobiana.
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Ramos e colaboradores (2010) realizaram um estudo com diferentes espécies com poder

antimicrobiano e determinaram que a Papulaspora imemersa trouxe o melhor resultado.

O género Bipolaris (Pleosporaceae) é composto de fungos considerados fitopatdgenos,
saprobios ou endofitos (BHUNJUN et al., 2020). As espécies mais conhecidas sdo a Bipolaris
maydis, que é fitopatogénica e gerou perdas catastroficas nas plantagdes de trigo em 1990, e
Bipolaris oryzae, que resultou na fome da india de 1943, devido a doenca na plantacéo de arroz
(MANAMGODA et al., 2020).

O género Rufoplaca (Teloschistaceae) é composto por fungos formadores de liquen e foi
descoberto por UIf Arup, Ulrik Sgchting e Patrik Frodén (2013). O género Caloplaca
(Teloschistaceae) também é um fungo formador de liquen, sendo encontrado, principalmente,
em regides polares (FROLOV et al., 2016). Os liquens sdo formados a partir de uma relagéo de
simbiose entre um fungo e um organismo fototréfico, tipicamente cianobactérias ou algas
(SPRIBILLE et al., 2022). Eles produzem diversos metabdlitos primarios e secundarios que séo
de interesse biotecnoldgico, podendo ser aplicados na industria de cosméticos e de perfumes,
na producdo de corantes, na industria farmacéutica, além de ter papel antimicrobianos
(MARTINS, 2013). De acordo com Gadd (2017) a cobertura do liquen oferece bioprotecao,
sendo considera considerados resistentes a radiacdo, e capazes de sobreviver em ambientes

extremos.

O género Dothiorella (Botryosphaeriaceae) é composto de espécies consideradas patdégenos,
enddfitos e saprobios de diversas plantas lenhosas (DISSANAY AKE et al., 2016). J& 0 género
Unilacryma é pertencente a familia Unilacrymaceae, representando seu Gnico género, com
apenas duas especies descobertas. Assim como 0s outros fungos identificados neste estudo, o
Unilacryma também é considerado saprofito, se alimentando de matéria organica (SHIROUZU
etal., 2013).

O género Trimmatostroma (Mollisiaceae) também € considerado saprobio, tendo diversas
espécies sendo considerado um género muito heterogéneo e diverso (DIEDERICH et al., 2010).
Possui varias espécies formadoras de liquen, assim como outros géneros citados neste trabalho
(DIEDERICH et al., 2010), além de especies halofilicos, encontradas em aguas hipersalinas, e
col6nias de pigmentacédo preta (GUNDES-CIMERMAN et al., 2000).

Assim, é possivel perceber que varios fungos identificados nesse trabalho s@o encontrados

proximo a plantas e, consequentemente, podem estar presentes no solo, tendo acesso a


https://fungi.myspecies.info/taxonomy/term/3858
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75

superficie do painel pela acdo dos ventos. Os géneros identificados neste trabalho ndo foram
descritos nas superficies de painéis fotovoltaicos estudados na Califérnia (PORCAR et al.,
2018), Artico e Antartica (TANNER et al., 2018), e em Valéncia (DORADO-MORALES et
al., 2016), onde foram encontrados, principalmente, géneros como Alternaria, Aspergillus,

Phaeosphaeria e Penicillium.

5.2 Anélises funcionais

De forma semelhante as analises taxonémicas, as replicatas técnicas obtiveram resultados muito
préximos, sendo apresentadas as médias entre as sub-amostras D1, D2 e D3. Vale ressaltar que
a abundancia dos genes foi estimada pelo nimero de reads e transcriptoma por milhdo (TPM),

ou seja, genes de cada funcdo por milh&o de genes em todo o metagenoma.

5.2.1. Banco de dados KEGG

Nas anélises feitas utilizando o banco de dados KEGG, foram identificados em média 11805
genes em D1, 11328 genes em D2 e 10685 em D3. Cerca de 35% dos resultados contra o banco
de dados KEGG foram considerados ndo classificados, ou seja, apenas 65% das ORFs foram
classificadas. Na amostra D1 os genes mais abundantes foram cheB/cheR (K13924) e o gene
que codifica a proteina receptora da membrana externa do complexo de ferro (K02014). Ja em
D2 e D3 o gene que codifica a proteina receptora da membrana externa do complexo de ferro
(K02014) foi 0 mais abundante (Tabela 15 e Figura 26).

Tabela 15 — Genes mais abundantes identificados nas amostras D1, D2 e D3 utilizando o
banco de dados KEGG

- D1 D2 D3
Cadigo Nome da funcao ( ¥ ¢
KEGG C Ndmero de TPM Ndmero de TPM Ndmero de TPM
reads reads reads
Unclassified - 35.480.013  429.5245 29.378.701 430.329,5 29.353.899 407.555,6

iron complex

K02014 outermembrane recepter 408.674 2.257,2 719.977 4.740,4 755.328 4.932,3
protein
two-component system,
chemotaxis family,

K13924 CheB/CheR fusion protein 503.251 2.530,9 486.970 2.860,3 657.082 3.853,1
[EC:2.1.1.80 3.1.1.61]
RNA polymerase sigma-70

K03088 factor, ECF subfamily 244,505 2.977,4 244.375 3.225,1 185.316 2.425,4
3-oxoacyl-[acyl-carrier

K00059 protein] reductase 253.655 2.820,7 208.370 2.605,7 195.453 2.385,8
[EC:1.1.1.100]

Kozspg  Lacl family transcriptional 291.948 2.647,8 162.812  1.580,7 196.899  1.908,5

regulator
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g D1 D2 D3
Cadigo Nome da funcéo q ’ ’
KEGG NUmero de TPM Ndamero de TPM Namero de TPM
reads reads reads

starch-binding outer

K21572 membrane protein, 229.817 1.589,2 445.176 2.873,8 144.013 992,7
SusD/RagB family
TonB-dependent starch-

K21573 binding outer membrane 362.143 1.756,8 582.264 2.605,8 219.154 1.062,7
protein SusC
diguanylate cyclase

K21023 [EC:2.7.7.65] 157.321 802,3 291.193 1.749,4 396.345 2.409,1
putative ABC transport

K02004 system permease protein 321.198 2.105,3 191.221 1.381,7 156.169 1.176,6
methyl-accepting

K03406 chemotaxis protein 137.945 930,1 204.220 1.600,8 260.359 2.086,1
branched-chain amino acid

K01999 transport system substrate- 70.325 1.792,3 145.243 1.192,7 144.369 1.522,9
binding protein
ATP-binding cassette,

K06147 subfamily B, bacterial 213.760 1.502,9 171.806 1.351,6 173.227 1.401,7
ABC-2 type transport

K41992 system permease protein 173.750 1.498,4 135.546 1.263,3 159.376 1.466,8
branched-chain amino acid

K01999 transport system substrate- 70.325 604,7 145.243 1.469,4 144.369 1.486,0
binding protein
hydrophobic/amphiphilic

K03296 exporter-1 (mainly G- 191.321 1.086,5 180.482 1.244,7 169.540 1.182,9

bacteria), HAE1 family

Fonte: Proprio autor.
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Figura 26 — Heatmap baseado no perfil funcional das amostras avaliadas neste estudo
utilizando o banco de dados KEGG e os 15 genes mais abundantes

K03296; hydrophobic/amphiphilic exporter-1
(mainly G- bacteria), HAE1 family
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system substrate-binding protein
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bacterial

K01990; ABC-2 type transport system ATP-binding
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TPM
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00
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K02529; Lacl family transcriptional regulator

KEGG ID

K00059; 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein]
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K03088; RNA polymerase sigma-70 factor, ECF |
subfamily ||

K13924; two-component system, chemotaxis family,

CheB/CheR fusion protein [EC:2.1.1.80 3.1.1.61]

K02014; iron complex outermembrane recepter
protein . . :

D1-1 D1-2 D1-3 D2-1 D2-2 D2-3 D3-1 D3-2 D3-3
Sub-amostras

Fonte: Proprio autor

As diferencas funcionais entre as amostras bioldgicas podem estar relacionadas ao perfil
taxonémico discutido no item anterior, visto que a representacao dos géneros nas amostras D1,
D2 e D3 apresentaram diferencas entre as amostras bioldgicas. Por exemplo, a proteina
relacionada ao transporte de ferro (K02014) foi identificada em maior abundancia em D2 e D3,
sendo que os principais responsaveis por esse sinal foram Pedobacter e Massilia, géneros
identificados em grande abundancia nas amostras D2 e D3, respectivamente. O género Massilia
também foi o principal responsavel pelo sinal do segundo gene mais abundante (cheB/cheR), o
gue explica a maior abundancia desses genes em D3, quando comparado a D1 e D2 (Figura 26).
Os géneros Microbacterium e Cellulomonas, abundantes nas amostras D1 e D3,

respectivamente, s@o os principais responsaveis pelo sinal do gene Lacl/GalR.

O gene mucR, relacionado a formacdo de biofilme, foi mais abundante em D2 e D3 quando
comparado a D1 (Figura 26), sendo que a presenca do género Massilia, Noviherbaspirillum e
Sphingomonas foram os principais responsaveis pelo sinal dessa funcao, sendo identificados de

forma mais abundante em D2 e D3. Assim, percebe-se a existéncia de uma correlacao entre o
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perfil funcional e o perfil taxondmico das amostras, visto que os dois perfis foram diferentes
entre as amostras bioldgicas e semelhantes entre as replicatas técnicas.

A proteina receptora da membrana externa do complexo de ferro (K02014) esta relacionada ao
transporte do ferro da parte externa da membrana plasmatica para o citoplasma. O ferro é
essencial para a maioria dos microrganismos, sendo um micronutriente que participa de varios
processos microbioldgicos. Porém, para que o ferro seja assimilado pelo organismo é necessaria
a presenca de receptores especificos (sideréforos), responsaveis pelo seu transporte para dentro
do periplasma, sendo essa a funcédo da proteina receptora de membrana externa do complexo
de ferro (KREWULAK, VOGEL, 2008).

O ferro é considerado um nutriente essencial para o crescimento bacteriano, participando da
sintese de nucleotideos, reacdes redox, producdo de energia e regulacdo da expressao génica.
Porém, esse metal normalmente forma complexos com proteinas para sua estabilizacéo, estando
pouco disponivel no ambiente. Para sequestrar esse metal, as bactérias utilizam sideroforos,
compostos com alta afinidade para quelar o ferro, garantindo os processos bioldgicos que o
utilizam (KANG, KIRIENKO, 2018, LIN et al. 2012). Existem diversos estudos sobre a relacédo
entre o ferro e a formacdo do biofilme, sendo que em algumas espécies bacterianas foi
observada a inducgéo da sua producdo, enquanto em outras, inibicdo. Assim, 0 mecanismo de

acdo e motivo pelo qual o ferro afeta a formacéo do biofilme é diversificado e, na maioria dos

casos, incompreendido (OLIVEIRA et al., 2021, WU, OUTTEN, 2009).

Oliveira e colaboradores (2021) afirmam que a interrup¢do da biossintese de sider6foros ou de
transportadores de ferro é altamente prejudicial para a formacéo de biofilme, prejudicando a
sobrevivéncia bacteriana e aumentando a susceptibilidade a oxida¢do, demonstrando a
importancia do ferro para a formacdo do biofilme. Ojha e Hatfull (2007) estudaram o
comportamento do biofilme com o intuito de tratar doengas infecciosas que ocorrem pela
formacgédo de biofilmes, constatando que o ferro esta relacionado a presenca do biofilme,
podendo ser importante na sua estabilizacdo. Lin e colaboradores (2012) estudaram a relagdo
entre a formacgdo de biofilme e a presenca de ferro em Staphylococcus aureus, constatando que
a quelacéo desse metal pode restaurar a formacéo de biofilme. Banin, Brady e Greenberg (2006)
estudaram a formacao de biofilme pela bactéria Mycobacterium smegmatis e constataram que
a remocéo de suplementacéo de ferro afeta o crescimento do biofilme, mas néo tem efeito sobre
0 crescimento planctonico dessa bactéria. Porem, de acordo com Hundré e colaboradores

(2006), a suplementacao de ferro em elevadas concentragdes foi prejudicial para a formacéo de
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biofilme na espécie Legionella pneumophila. Vale ressaltar que Kang e Kirienko (2018)
afirmam que o biofilme tem a capacidade de armazenar ferro, e que, altas concentracGes deste
composto podem se tornar prejudicial as espécies presentes no meio, devido a producao de

substancias reativas.

Os genes cheB e cheR (K13924) e o gene que codifica a proteina de quimiotaxia e aceitacdo de
metil (MCP Methyl-accepting Chemotaxis Protein) (K03406) estdo envolvidos em
quimiotaxia, o processo de locomocdo da bactéria orientada pela presenca de substancias
quimicas, o que leva a entender uma melhor adaptacdo desse organismo. Os sistemas de sinal
de dois componentes sdo orientados por proteinas que sdo sensiveis a estimulos especificos,
gerando respostas a mudangas ambientais externas. Esse sistema, normalmente, é composto de
uma histidina quinase, responsavel pela percepcdo do sinal externo e uma proteina reguladora
de resposta (BUSCHIAZZO, TRAJTENBERG, 2019). No caso das proteinas da familia da
quimiotaxia, o estimulo se da pela presenca de substancias benéficas (nutrientes) ou substancias
toxicas, assim, ao detectar nutrientes a bactéria é capaz de mover-se em sua dire¢do, mas, caso
detecte presenca de substancias tdxicas, a bactéria se movera em direcdo oposta (DERR,
BORDER, GOULIAN, 2006, SKERKER et al., 2005).

Portanto, as proteinas sdo capazes de responder a mudangas na concentracdo de substancias
quimicas do ambiente e facilitam a adaptacdo através da variacdo do nivel de metilacdo
(HANLON, ORDAL, 1994). Os genes CheB e CheR estdo relacionados a adi¢do e remocao de
grupos metil a proteina de quimiotaxia aceptora de metil (MCP), agindo em conjunto para
permitir que a célula se adapte ao seu nivel atual de estimulacdo. Enquanto a MCP € responsavel
pela detecgdo dessas substancias e resposta a orientacdo do organismo (DERR, BORDER,
GOULIAN, 2006, MILLER, RUSSEL, ALEXANDRE, 2009).

De acordo com Corral-Lugo et al. (2016), os mecanismos regulatérios de dois componentes e
de quimiotaxia estdo relacionados a diversas fungdes bacterianas, ndo apenas de motilidade. Os
autores afirmam que esses genes estdo relacionados com a formacao e regulacdo de biofilme
respondendo a estimulos ambientais. E possivel perceber que, na amostra D1, foi identificada
menor abundancia do gene CheB/CheR (K13924) quando comparada a D2, sendo que na
amostra D3 ocorreu a maior abundancia. O mesmo acontece para o gene que codifica a proteina
MCP (K03406), o que ja era esperado, visto que esses genes estdo relacionados a um mesmo

processo.
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O gene rpoE (K03088) esta relacionado aos fatores sigma, responséveis pela promog¢édo da
ligagdo da RNA polimerase com locais de iniciagdo especificos para o processo de transcricao.
A subfamilia da fungdo extracitoplasmatica sigma-E (EFC) é responsavel pelo controle da
resposta ao estresse do envelope, choque térmico e estresse oxidativo, assim é considerado um
fator sigma alternativo, ativado pela presenca de estresse extracitoplasmaticos (HELMANN,
2002, RAINA, MISSIAKAS, GEORGOPOULOS, 1995).

Os genes fabG/OAR1 (K00059) estdo relacionados a enzima 3-oxoacyl-[acyl-carrier protein]
redutase, da familia da oxiredutase, que participa da biossintese de acidos graxos. O gene fabG
catalisa a primeira etapa da reacdo de alongamento da biossintese de acidos graxos, enquanto
que o gene OARL esta envolvido na biossintese de &cidos graxos na mitocondria (LA,
CRONAN, 2004, GUO et al., 2019).

Os genes Lacl/GalR (K02529), pertencentes a familia de reguladores transcricionais, estao
relacionados a reguladores de utilizagdo de substancias como fonte de energia. Os reguladores
transcricionais sao responsaveis por regular o processo de transcricdo, ou seja, a conversdo do
DNA em mRNA. A maioria dos reguladores transcricionais da familia Lacl sdo responsaveis
pela deteccdo e regulacdo de genes de utilizacdo de carboidratos, atuando como proteinas
repressoras de genes envolvidos no metabolismo dos carboidratos, como galactose (GalR) ou
lactose (Lacl) (BRINKROLF et al. 2008, RAVCHEEYV et al., 2014). De acordo com Brinkrolf
et al. (2008), as proteinas da familia Lacl/GalR podem explicar a variabilidade na utilizacdo de
diferentes fontes de carbono e energia. A repressao dessa via esta de acordo com o ambiente do
painel fotovoltaico, visto que o metabolismo de carboidratos ndo é necessario na auséncia deste

composto, sendo necessario outras fontes de energia para 0s microrganismos.

Os genes susD (K21572) e susC (K21573) estdo envolvidos no transporte de amido para o
interior da célula. As proteinas sus tém como objetivo capturar e degradar o amido na superficie
da célula e transportar os oligossacarideos resultantes para o periplasma, para posterior
degradacéo, sendo que os genes susD e susC interagem de forma fisica para permear este
transporte. O SusD ¢é o gene codificante da proteina de membrana externa que faz a ligacéo do
amido, e o susC é responsavel pelo transporte dos oligossacarideos. Assim, ap0s transporte
para o periplasma, o amido pode ser degradado e utilizado como fonte de energia
(CERQUEIRA et al., 2020, CHO, SALYERS, 2001, KOROPATKIN et al., 2008).
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Os transportadores tonB (TonB-dependent transporters) sdo proteinas bacterianas de membrana
externa responsaveis pelo transporte de sideréforos, carboidratos, vitaminas B12, entre outros
(NOINAJ et al., 2011).

O gene mucR (K21023) codifica a proteina diguanilato ciclase (DGC) que esta envolvida na
formacao e persisténcia de biofilme bacteriano. Hay, Remminghorst e Rehm (2009) estudaram
esse gene em Pseudomonas aeruginosa constatando que esté relacionado a sintese ou regulagéo
de alginato, substancia exopolimérica envolvida na formacéo inicial do biofilme e estabilidade
mecanica de biofilmes maduros, além de ser responsavel pela aparéncia mucoéide do biofilme
(FLEMMING, WINGENDER, 2010). De acordo com Martin et al. (2000) o mucR é um gene
relacionado a regulacdo da sintese de exopolissacarideos. A enzima DGC tem um papel na
regulacdo do biofilme através da sintese do mensageiro secundario 3',5-monofosfato de
diguanosina ciclico [c-di-GMP] (Figura 27), que esta envolvido na formacéo de biofilme,
supressdo da motilidade e producdo de componentes adesivos da matriz extracelular. A
formacao de biofilme é controlada ndo apenas pela concentracéao de c-di-GMP, que é o principal
regulador da producdo de exopolissacarideos, mas, também, pela atividade de DGC
(ROMLING, BALDALOBRE, 2012, WHITELEY, LEE, 2015).

Figura 27 — Representacao da reacdo de producéo de c-di-GMP pela acéo das enzimas DGC

Fonte: WHITELEY, LEE 2015
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Os transportadores ATP-binding cassete (ABC) (K02004, K01990, K01992 e K06147)
pertencem a familia de genes mais antiga da Terra, estando presente desde procariotos até
humanos. Eles sdo responsaveis pelo transporte de diversos substratos através das membranas
celulares, utilizando energia de ligacao e hidrolise de ATP. Apesar de serem conhecidos por
participar de processos biolédgicos ligados a transporte, eles também participam de inimeros
outros processos, como, reparo de DNA e resisténcia a antibidticos. Além disso, transportadores
ABC de varios tipos ja foram relatados em organismos produtores de agentes antitumorais,
inibidores de sintese proteica, imunossupressores entre outros (CURRY et al., 2005,
DAVIDSON et al., 2008, MENDEZ, SALAS, 2001).

O gene LivK (K01999) também estéa relacionado ao sistema de transporte ABC, porém de forma
mais especifica. Esse gene é responsavel por codificar a proteina de transporte de aminoacidos
de cadeia ramificada. De acordo com Moura et al. (2021), funcdes ligadas ao transporte e
metabolismo de aminoécidos, incluindo transportadores ABC, podem exercer funcdo como
sequestradores de substancias reativas de oxigénio, podendo desempenhar um papel na

resisténcia a radiacao.

Além disso, o gene LivK esta relacionado a via metabdlica do quorum sensing (QS), um
mecanismo de comunicacdo entre as células responsavel pela regulacéo do gene bacteriano em
resposta a densidade da populacdo celular, sendo realizada através da secrecdo e deteccao de
sinalizadores extracelulares, chamados de autoindutores. O QS controla diversas funcdes
fisiologicas, dentre elas a formacdo de biofilme, onde, a partir do aumento da populagdo
microbiana, os autoindutores sdo liberados até atingir um limiar minimo, a partir disso ocorre
ativagdo da expressédo de genes associados a formacdo de biofilme (SOLANO, ECHEVERZ,
LASA, 2014, ZHOU et al., 2020). De acordo com Li et al. (2022) os sistemas de transporte
relacionados ao QS desempenham papéis criticos na sobrevivéncia e crescimento de bactérias
associadas a condicOes de estresse oxidativo, radiacdo UV, salinidade, baixa disponibilidade de

nutrientes entre outras condigdes extremas.

O gene que codifica o exportador hidrofobico/anfifilico (K03296) esta relacionado a uma
superfamilia chamada resistence-nodulation-division transporters (transportadores RND),
proteinas de membranas envolvidas no transporte de medicamentos, ions metalicos, entre
outros. A familia HAEL é responsavel pelo transporte de substancias hidrofébicas e anfifilicas
(NIKAIDO, 2018, MORALEDA-MUNOZ, 2010).
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A partir de uma pesquisa nos dados funcionais gerados pelo SqueezeMeta utilizando a palavra-
chave “biofilm” foi possivel gerar um heatmap com as principais fungdes associadas a formacao
de biofilme (Figura 28), bem como os principais microrganismos associados a essas funcoes
(Figura 29) nas subamostras de D1, D2 e D3.

Figura 28 — Heatmap baseado nas 10 principais fungdes relacionadas a formacéo de biofilme
nas amostras avaliadas neste estudo
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Figura 29 — Principais microrganismos associados as funcdes de formacéo de biofilme

utilizando o termo “biofilm” nos resultados gerados pelo SqueezeMeta
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A funcéo relacionada a enzima diguanilato ciclase foi a mais abundante, principalmente nas
amostras D2 e D3. A segunda funcdo mais abundante esta relacionada a enzima adenilato
ciclase, identificada, principalmente, nas amostras D1 e D2. Os outro genes foram identificados
em abundancias semelhantes nas amostras (Figura 28). Porém, é possivel perceber que as
funcdes associadas a formacdo do biofilme sdo predominantes na amostra D2 e D3 quando
comparado a D1, podendo-se inferir que essas amostras provavelmente tém maior producéo e

concentragdo de biofilme.

As sub-amostras de D3 sdo mais representativas no que diz respeito a genes relacionados a
formacéo de biofilme, sendo que muitos géneros presentes nessa amostra estdo associados a
estas fungdes (Figura 29). O género Massilia foi identificado em maior abundancia na amostra
D3, e como discutido previamente, esse género esta adaptado para sobrevivéncia em ambientes
extremos, sendo que muitas espécies sao consideradas psicotroficas. A abundancia dos géneros
Massilia e Pedobacter na amostra D2 também constitui uma boa evidéncia da origem das
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funcdes relacionadas a formacdo de biofilme. O género pedobacter, como discutido
anteriormente, estd relacionado a sobrevivéncia em ambientes com grandes quantidades de
radiacdo e dessecacdo, utilizando a producdo de EPS e a presenca de carotendides como
mecanismo de defesa a essas condigdes. Por fim, as funcGes relacionadas a formacédo de
biofilme na amostra D1 podem ser associadas principalmente a presenca do Mucilaginibacter,
que, como discutido anteriormente, é conhecido por produzir grandes quantidades de EPS, e

outros géneros.

A funcdo relacionada com a enzima adenilato ciclase (K01768), assim como a diguanilato
ciclase, também tem papel na regulacdo da formac&o do biofilme. A proteina adenilato ciclase
é responsavel pela sintese do c-di-adenosina monofosfato (ci-di-AMP), substancia que
desempenha um papel na resisténcia a estresse, viruléncia e formacéo de biofilme. Assim como
a c-di-GMP, a c-di-AMP também é considerada um segundo mensageiro, mas, ao contrario de
outras moléculas desse tipo, o c-di-AMP também regula funcbes celulares bésicas, como
manutencdo da parede celular, homeostase de potéssio, reparo de danos no DNA, resisténcia a
acidos, entre outros, sendo essencial para a sobrevivéncia de diversas espécies (ROMLING,
BALSALOBRE, 2012 e FAHMI, PORT, CHO, 2017). A amostra D1 apresentou a maior
abundéancia desse gene, seguido da amostra D3 e D2. De acordo com Fahmi, Port e Cho (2017),
0os compostos c-di-GMP e c-di-AMP normalmente ndo coexistem em um mesmo
microrganismo, podendo ser uma possivel explicacdo para a diferenca entre as abundancias de

diguanilato ciclase e adenilato ciclase nas amostras.

A proteina de exportacdo/biossintese de polissacarideos (K01991) estd envolvida no processo
de transporte de polissacarideos (EPS) do meio para o exterior da célula. Mais especificamente,
0 gene wza é responsavel pelo transporte do acido colanico, considerado um polissacarideo
extracelular (STEVENSON et al., 1996).

Os genes oxyR (K04761) e gcvA (K03566) sdo reguladores transcricionais da familia LysR. O
oxYR € ativado pelo estresse oxidativo, e participa da via metabolica de formacao de biofilme
em E. coli. A partir da sinalizagdo ambiental de estresse oxidativo, mais especificamente pela
presenca de perdxido de hidrogénio, o gene oxyR é ativado. Ele também tem papel regulador
na producdo de proteinas de superficie que afetam a capacidade de auto-agregacao da colénia,
bem como sua morfologia (ZHENG, ASLUND, STORZ, 1998). J4 0 gene gcvA € responsavel
por ativar o sistema de clivagem oxidativa do aminoacido glicina, e seus produtos sdo utilizados

na biossintese de purinas, metionina, timina e outros componentes celulares (WILSON,
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STAUFFER, 1994). O banco de dados KEGG mostra que 0 gene gcvA esta relacionado a
formacdo de biofilme em E. coli, através de seu papel conjunto ao gene csgD, um regulador da
formacédo de biofilme (BROMBACHER et al., 2006). De acordo com Li et al. (2022) os
reguladores transcricionais da familia LysR regulam diversos genes envolvidos na motilidade,

QS, metabolismo, entre outros.

O gene dskA codifica a proteina supressora dnaK (K06204), que é considerada um fator de
transcricao de ligacdo a RNA polimerase em resposta as condi¢c6es de estresse. A proteina dskA
atua no controle de diversos processos biologicos, como biossintese de aminoacidos, traducéo,
reparo de DNA, divisdo celular e resposta ao estresse oxidativo e, portanto, intimamente ligada
a formacdo de biofilme (KIM et al., 2021).

O gene cysE codifica a proteina serina acetiltransferase (K00640), responsavel por uma das
etapas de producdo da cisteina. De acordo com Sturgill et al. (2004), a enzima serina
acetiltransferase da E. coli pode ter um papel fisioldgico na regulagdo do biofilme. Ainda, foi
constatado que o cysE pode trabalhar de duas formas, uma para a producéo de sinal extracelular
e formacdo de biofilme, e outra para limitar o desenvolvimento do mesmo, apontando um papel

regulador para essa enzima.

A proteina histidina quinase (K20974) faz parte do sistema de dois componentes, ja
mencionado. Esse sistema é composto pela enzima histidina quinase integrada & membrana e
pela proteina reguladora de resposta. O principal papel da histidina quinase é a percep¢do do
estimulo, ou seja, ela é a responsavel por perceber alteracdo externa, sendo essencial para a
sobrevivéncia das bactérias, principalmente em condi¢bes extremas (BUSCHIAZZO,
TRAJTENBERG, 2019, JUNG et al., 2012).

O gene gspG (K02456) esta associado ao sistema de secre¢éo tipo 11, necessario para a secrecao
de fatores extracelulares. Esse sistema é composto por cerca de 15 proteinas diferentes, sendo
gspG uma delas, com papel no transporte de substancias através da membrana externa, até o
meio extracelular. Essas substancias tém papel importante na adesdo, formacdo de biofilme,

aquisicdo de nutrientes, entre outros (NASKAR et al., 2020).

Os genes uvrY/gacAlvarA (K07689) também estdo relacionados ao sistema de dois
componentes, participando da via metabolica de formacéo de biofilme em P. aeruginosa, E.
coli e V. cholerae. Estudos realizados por Mitra e colaboradores (2013) em E. coli CFT073

mostraram que o uvrY participa e facilita a formacéao de biofilme, persisténcia e viruléncia.
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Realizando uma analise mais geral no perfil funcional dos microrganismos e considerando os
500 genes mais abundantes nas amostras, diversos genes interessantes foram identicados. Por
exemplo, alguns genes estdo associados a biossintese de carotendides, compostos que ajudam
na resisténcia a radiacdo solar e producdo de metabdlitos secundarios, como o gene crtl
(K10027) com cerca de 270 tpm em D1, 215 tpm em D2 e D3. Outros estdo relacionados a
resposta ao estresse como oxyR (K04761), gcvA (K03566) e dnaK (K06204), choque térmico
e estresse oxidativo, como dnaJ (K03686) com cerca de 420 tpm e génes da familia HSP20
(K13993), com cerca de 410 tpm em D2 e 300 tpm em D1 e D3 e reparacdo de DNA, como o
mutT (K03574) com cerca de 1130 tpm em D1, 820 tpm em D2 e 600 tpm em D3.

Assim, pode-se afirmar que os perfis funcionais das amostras coletadas no painel fotovoltaico
estdo condizentes com o ambiente de alta radiacdo UV, baixa disponibilidade de nutrientes,
calor extremo, elevadas mudancas de temperatura, estresse oxidativo, entre outras condicoes
extremas. Foram identificados diversos genes associados a formacgédo do biofilme, sintese de
carotendides, reducdo da motilidade, tolerdncia ao estresse oxidativo e salino, choque térmico,
entre outros. Ademais, foi possivel relacionar as analises funcionais e taxondmicas, ou seja, 0s
géneros mais abundantes nas amostras sdo descritos na literatura como isolados e adaptados a

condicdes extremas.

5.2.2. Banco de dados COG
Nas analises feitas através do banco de dados COG, foram identificados em média 40322 genes
na amostra D1, 35372 genes em D2 e 34882 em D3. Cerca de 12% dos resultados foram
considerados nao classificados, ou seja, cerca de 88% das ORFs foram classificadas. Para as
trés amostras analisadas o gene mais abundante foi 0 ENOG410XNMH que codifica para a
proteina histidina quinase (Tabela 16 e Figura 30).

Tabela 16 — Genes mais abundantes identificados nas amostras D1, D2 e D3 utilizando o

banco de dados COG
D1 D2 D3
Codi a ¢ ( q
go COG Nome da funcéo NUmero de TPM NUmero de TPM NUmero de TPM
reads reads reads
Unclassified - 13.665.856 204.186,8 10.671.968 210.679,2 10.944.158 207.250,6
ENOSI‘&OXN Histidine kinase 1546471 91406  1.803.649 123973 2272246 154233
Dehydrogenases with
different specificities
CO0G1028 (related to short-chain 256.767 2.916,1 218.859 2.827,5 217.804 2.678,6

alcohol
dehydrogenases)
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D1 D2 D3
Cddigo COG Nome da funca ’ ’ ’
g ungao NGmero de TPM NGmero de TPM Ndamero de TPM
reads reads reads
Transposase and
C0OG2801 inactivated derivatives 176.348 2.373,3 154.071 2.318,0 186.177 2.803,8
ENOG410XN TonB dependent
NV receptor 449.312 2.296,4 761.717 3.673,8 262.710 1.3134
Response regulators
consisting of a CheY-
COGO0745 like receiver domain 188.026 2.298,5 160.531 2.243,4 163.858 2.194,5
and a winged-helix
DNA-binding domain
C0OG0438 Glycosyltransferase 322.238 2.568,9 228.930 1.983,0 236.196 1.986,5
Transcriptional
COG1609 regulators 301.411 2.817,1 162.244 1.624,3 214.947 2.093,9
NAD-dependent
COG1012 aldehyde 268.873 2.256,3 206.426 1.889,6 231.474 2.106,0
dehydrogenases
Thiol-disulfide
COG0526 isomerase and 141.834 1.884,2 162.722 2.543,6 110.928 1.656,1
thioredoxins
COG0841 gj:;%”/ multidrug efflux 70546 15588 280.605  2.041,3 304.063  2.160,2
DNA-directed RNA
polymerase specialized
COG1595 sigma subunit, sigma24 151.134 1.928,3 157.913 2.201,7 116.833 1.594,2
homolog
Signal transduction
COG0642 histidine Kinase 182.396 1.629,9 197.709 2.073,2 174.018 1.824,0
Acyl-CoA synthetases
COGO0318 (AMP-forming)/AMP- 138.986 1.095,0 283.262 2.518,8 197.834 1.705,8
acid ligases Il
Glycosyltransferases
COGO0463 involved in cell wall 214.846 1.920,8 179.768 1.792,0 155.306 1.492,7
biogenesis
Uncharacterized
COG3181 protein conserved in 109.005 1.086,8 211.316 2.312,0 166.316 1.781,4

bacteria

Fonte: Proprio autor.
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Figura 30 — Heatmap baseado no perfil funcional geral das amostras avaliadas neste estudo
utilizando o banco de dados COG. Os 15 genes mais abundantes sdo apresentados
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As funcgdes identificadas pelo banco de dados COG foram, em parte, semelhantes as
identificadas pelo KEGG (Quadro 5). Funcgoes relativas a histidina quinase (ENOG410XNMH
e COG0642), que tem como principal papel a percepcao de estimulos externos, biossintese de
acidos graxos (COG1028), receptores tonB (ENOG410XNNYV), fatores sigma da familia EFC
(rpoE) (COG1595) e reguladores transcricionais (COG1609) foram também identificados pela
analise utilizando o banco de dados KEGG e ja foram discutidos anteriormente. O gene cheY
(COGO0745) esta envolvido em quimiotaxia e estad relacionado aos genes cheB e cheR,
identificados pelo KEGG. O gene da familia HAE1 (K03296) esta relacionado aos
transportadores RND, assim como o gene acrB (COG0841), porém para transporte de diversas
drogas (TAM et al., 2021).

Apesar das semelhancas, também foram encontradas algumas diferencas quando os resultados
das analises utilizando os dois bancos de dados foram comparados. Por exemplo, 0 gene que
codifica transposases e derivados inativos (COG2801) ndo foi identificado na analise pelo

banco de dados KEGG, sendo um dos 15 mais abundantes nas analises do banco de dados COG.
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De acordo com Aziz, Breitbart e Edwards (2010), genes que codificam transposases séo
considerados 0s mais prevalentes na natureza. Transposases sdo enzimas responsaveis pelo
movimento de segmentos do DNA, ou genes, para outras regides do genoma. Essas proteinas
promovem mutacGes e rearranjos que podem estimular a evolucdo das espécies e a
diversificacdo bioldgica (RICE, BAKER, 2001). De acordo com Fléchard e Gilot (2014), as
transposases e 0s elementos transponiveis desempenham um papel essencial na adaptacéo as

condi¢des ambientais.

A glicosiltransferase envolvida na biossintese da parede celular (COG0438) também néo foi
identificada pelo banco de dados KEGG. As enzimas glicosiltransferases sdo responsaveis pela
transferéncia de uma molécula de acUcar para uma molécula aceptora, participando da sintese
do peptidioglicano da parede celular (MESLEH et al., 2016). Rainey e colaboradores (2019)
estudaram a formacdo de biofilme em Streptococcus mutans e constataram que a
glicosiltransferase SMU_833 é fundamental para o desenvolvimento do biofilme pela regulacédo
de componentes da matriz extracelular. Nos estudos de Suban e colaboradores (2022) foi
constatado que uma glicosiltransferase Ogt de Synechococcus elongatus estd envolvida na
supressdo do biofilme.

O gene adhE (COG1012) codifica uma enzima &lcool desidrogenase que, em condi¢cdes
anaerdbias, participa da decomposicao da glicose. Porém, na presenca de oxigénio, essa enzima
pode atuar na eliminacdo de perdéxido de hidrogénio, tendo um papel defensivo em ambientes
de estresse oxidativo (ECHAVE et al., 2003).

O gene trxA (COG0526) participa de varias reacdes redox através da oxidacdo de ditiol. De
acordo com Jobin e colaboradores (1999), este gene é induzido por choque térmico e pela
presenca de peroxido de hidrogénio, estando relacionado a ambientes de estresse oxidativo e de
elevadas temperaturas. Ainda, Liu e colaboradores (2022) afirmam que o gene trxA é capaz de
melhorar a atividade da enzima superoxido dismutase e reduzir o acimulo de substancia
reativas de oxigénio, conhecidas como ROS, mostrando seu papel na tolerancia ao estresse

oxidativo.

Apesar de alguns genes identificados pelo banco de dados COG e KEGG serem diferentes, a
maioria deles apresenta funcgdes relacionadas, como resisténcia ao estresse oxidativo, ao calor
e aradiacdo, e envolvimento na formacéo de biofilme. Esses resultados sdo condizentes no que

diz respeito ao ambiente extremo no qual o painel fotovoltaico esta instalado.
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5.2.3. Banco de dados PFAM
Nas andlises feitas utilizando o banco de dados PFAM foram identificados em media 10390
genes em D1, 9522 genes em D2 e 9572 em D3. Cerca de 28% dos resultados contra 0 banco
de dados PFAM foram considerados nédo classificados, ou seja, apenas 72% das ORFs foram
classificadas. Os dois genes mais abundantes nas amostras D1, D2 e D3 estéo relacionados a
transporte ABC (PF00005) e dominio do receptor do regulador de resposta (PF00072) (Tabela
17 e Figura 31).

Tabela 17 — Genes mais abundantes identificados nas amostras D1, D2 e D3 utilizando o
banco de dados PFAM

Codigo ) D1 D2 D3
PEFAM Nome da fungéo NUmero de TPM NUmero de TPM NUmero de TPM
reads reads reads
Unclassified ] 28580535 364.137,6 24.247.385 373.228,8 24.806.779 367.0838

PF00005  ABC transporter 1295092  9.8851 947.843  8.093,0 971429  8.181,0
Response regulator

PFOO0T2 e 491105  6.059,4 500.874  8.038,9 649.945  8.707,6
Histidine kinase-, DNA

PF02518  gyrase B-, and HSP90- 698.370  5.307,2 684.928  6.061,0 750.534 65758
like ATPase

pri3ser  Cnoyl-(Acyl carrier 331.093 59765 269746 5.469,2 266.966  5.284.6
protein) reductase

Pro7600  Major Facilitator 932399 59745 719471 51025 765745 53405
Superfamily

PFO0l06  Shortchain 330.326  5.786,7 273.769  5.3893 270.635  5.229,9
dehydrogenase
Binding-protein-

PFoospg  Uependent transport 738273 55177 426.861  3.534,9 452964  3.675,9
system inner membrane
Component

PF00593 :e‘;ggtgfpe”de”t 407162  2.102,3 681.931  3.9318 576.836  3.2548

PF12833  Helix-turn-helix domain 218288 24704 289.966  3.633,6 191.256  2.3742

PFO7715  |onB-dependent 348.009  1.9740 506.909  3.780,7 423073  2.608,6
Receptor Plug Domain

PF13715 dcgrrnb;i’r‘]ypEpD—reg"'ke 351159  2.3582 481.814  3.313,6 253.874 17486
Bacterial regulatory

PF00126 helix-turn-helix protein, 125364  1.699,9 177.422  2.6933 195809  2.8959
lysR family
Diguanylate cyclase,

PFO0S90  CCDER doman 196.838  1.4451 260.682  2.2913 404536  3.339,8

PFogags  LYSRsubstrate binding 131.959  1.611,0 103566  2.6203 212953  2.8226

domain
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P D1 D2 D3
Codigo Nome da funcéo q ’ q
PEFAM Ndmero de TPM Namero de TPM Numero de TPM
reads reads reads
PF00873 g%ﬁ;Ach/Ach 338.775 1.630,7 414.427 2.378,6 442 .327 2.567,9

Fonte: Proprio autor.

Figura 31 — Heatmap baseado no perfil funcional geral das amostras avaliadas neste estudo
pelo banco de dados PFAM, apresentando os 15 genes mais abundantes
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As funcdes identificadas pelo banco de dados PFAM mostram perfil funcional semelhante
guando comparado aos dois outros bancos de dados utilizados neste trabalho e apresentados
anteriormente (Quadro 5). Genes envolvidos na biossintese de &cidos graxos (PF13561), genes
associados a proteinas de ligacdo de membrana para transporte de substancia entre a membrana
celular (PF00528), a proteina diguanilato ciclase (PF00990), genes associados a familia alcool
desidrogenase (familia adh) (PF00106), a transportadores ABC (PF00005), receptores tonB
(PF00593) e reguladores transcricionais da familia LysR, que regulam diversos genes
envolvidos em motilidade, QS, metabolismo, entre outros (PF03466 e PF00126). Alem desses,
proteinas como histidina quinase (PF02518) também foram identificados em grande
abundancia utilizando o banco de dados COG, entretanto, no KEGG, genes associados a essa
proteina representaram apenas 0,03% das reads. Ainda, funcées relacionadas ao sistema de dois
componentes foram identificadas. Vale lembrar que o sistema de dois componentes é composto

de uma histidina quinase, responsavel pela percepcdo do sinal externo e uma proteina
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reguladora de resposta (BUSCHIAZZO, TRAJTENBERG, 2019). Através de banco de dados
PFAM, ndo apenas a histidina quinase foi identificada, como também a proteina reguladora de
resposta (PF00072).

O gene associado a enzima diguanilato ciclase, foi identificado entre as 15 mais abundantes no
banco de dados KEGG (K21023) e PFAM (PF00990). Porém, a funcdo equivalente no banco
de dados COG (COG2199) foi identificada com abundancia relativa de apenas 0,02%. Outra
funcdo discrepante foi o gene da familia acrB/acrD/acrF (PF00873) que foi identificado na
analise do PFAM, entretanto, usando o banco de dados COG, apenas o gene acrB foi
identificado. Porém, eles pertencem a mesma familia de genes, e todos estdo relacionados a
proteinas de membrana ligadas ao transporte de substancias (Quadro 5).

A funcdo relacionada ao transporte de ferro pela membrana externa foi identificada no banco
de dados KEGG (K02014) com abundancia relativa de, aproximadamente, 0,4% (D1) e 0,8%
(D2 e D3), enquanto que, no banco de dados COG, a funcdo equivalente (COG1629) foi
identificada com abundancia relativa de, aproximadamente, 0,2% (D1) e 0,3% (D2 e D3).
Apesar da diferenca entre as abundancias relativas do banco de dados KEGG e COG, o padrédo
entre as amostras se mantém, mostrando-se maior para as amostras D2 e D3, quando comparado
a D1. Para o banco de dados PFAM, a funcdo PF00528 esta relacionada a proteinas de
transporte de substancias entre membranas e teve uma abundancia relativa de 0,7% em D1 e
0,5% em D2 e D3. A abundéancia relativa dessa funcgdo foi maior em D1 quando comparado a
D2 e D3, diferentemente dos bancos de dados KEGG e COG, porém, como essa fungédo
representa um dominio de proteinas relacionadas ao transporte de diversas substancias, nao
apenas ferro, ndo € possivel comparar os trés bancos de dados. Apesar das diferencas entre as
amostras, percebe-se que D2 e D3 se mantém semelhantes para os trés bancos de dados (Quadro
5).

Assim, apesar das diferencas identificadas entre os bancos de dados, é possivel perceber que o
perfil funcional dos trés bancos de dados analisados, KEGG, COG e PFAM se relacionam,
identificando-se genes equivalentes ou semelhantes, sempre ressaltando na presenca de genes

ligados as condigdes de estresse causados pelo ambiente do painel fotovoltaico.
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Quadro 5 — Comparacéo entre as fungdes identificadas nos bancos de dados KEGG, COG e

PFAM
KEG ID COGID PFAM ID Funcionlidade geral Observacgao
K02014 ) ) Transporte de ferro entre
membrana
Transporte de drogas e
K03296 COG0841 - TranspAortt_e de medicamentos
substancias
K02456 i PF00528 Transporte de substancias no
geral
K01999 - PFO0005 Transportadores ABC
KE%Z??K = SFoadgee | QUimiotaxialQuorum .
- Sensin ili
03566 PF00126 J Familia LysR
ENOG410XNM L .
K20974 H/COG0642 PF02518 Histidina quinase
Sistema de dois .
i i PE00072 componentes Proteina reguladora de
resposta
K07689 - - -
K21572/ | ENOG410XNN Receptores dependentes
K21573 \Y PF00593 de TonB i
K00059 COG1028 PF135e1 | Diossintese deacidos .
graxos
- COG1012 PF00106 Familia alcool desidrogenase
K03088 Relacionados ao estresse i ili
COG1595 i Fatores sigma da familia
EFC
K21023 - PF00990 - Diguanilato Ciclase

Fonte: Proprio autor

5.3 Caracterizacao por espectroscopia Raman

A técnica de espectroscopia Raman foi escolhida para identificar as fases minerais presentes

nas amostras devido a baixa quantidade de residuo, o que inviabilizaria o uso de técnicas como

a difratometria de raios X. Vale ressaltar que apenas uma sub-amostra de cada regido do painel

foi analisada, sendo elas D1-1, D2-1 e D3-1. Os espectros de referéncia dos mineirais

identificados estdo apresentados no Anexo | deste documento para fins de comparacao.

Foram identificados nas sub-amostras D1-1 mineirais como hematita, goetita, calcita e carbono

amorfo. O carbono amorfo foi identificado em cinco dos onze pontos, representando cerca de

45% deles e a calcita foi identificada em trés desses pontos (Quadro 6)


https://www.ebi.ac.uk/interpro/entry/pfam/PF00990/
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Quadro 6 - Substancias identificadas pela anélise de espectroscopia Raman na sub-amostra

D1-1
Ponto Substancia Formula Quimica Espectro
1 Carbono amorfo C Figura 32
2 Carbono amorfo C Figura 32
3 Hematita Fe 03 Figura 33
4 Goethita + Carbono amorfo FeO(OH) + C Figura 34
5 Hematita Fe,0s Figura 33
6 Carbono amorfo C Figura 32
7 Carbono amorfo C Figura 32
8 Calcita CaCOs; Figura 35
9 Muscovita KAI,(AlSiz010)(OH) Figura 36
10 Calcita CaCoO; Figura 35
11 Calcita CaCoO; Figura 35

Fonte: Proprio autor

Nos pontos 1, 2, 6 e 7 da sub-amostra D1-1 foi identificado carbono amorfo, também conhecido

como carbono no cristalino (Figura 32), cujas bandas em torno de 1360 e 1600 cm™ permitiram

sua identificacdo (DYCHALSKA et al., 2015). O carbono amorfo € uma forma de carbono que

ndo apresenta uma estrutura cristalina ordenada. Em vez disso, é composto por uma rede de
atomos de carbono ligados de forma desordenada (FERRARI, ROBERTSON, 2020). O

carbono amorfo presente na superficie do painel fotovoltaico pode ser proveniente de fuligem,

emissdes industriais e dos carros, 6nibus e caminhdes que passam pela avenida Amazonas, onde

estdo instalados os mdédulos fotovoltaicos.
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Figura 32 — Espectro do carbono amorfo identificado nos pontos 1, 2, 6 e 7 da sub-amostra
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Fonte: <rruff.info>

Nos pontos 3 e 5 da sub-amostra D1-1 foi identificada a fase hematita, cuja formula quimica é
representada pelo o0xido de ferro 111 (Fe2Oz) (Figura 33). As bandas caracteristicas da hematita,
em torno de 225, 290, 410, 495 e 610 cm™ permitiram sua identificacdo (FARIA, LOPES,
2007). Esse mineral é muito utilizado para a producdo de pigmentos devido a sua coloracdo
avermelhada (PRIM et al., 2011). A presenca de 6xidos de ferro é comum no solo da regido de
Minas Gerais, podendo ser apresentado em diversas formas como hematita, goetita e magnetita,
sendo o estado uma referéncia por possuir importantes reservas desse mineral (FILHO et al.,
2015, JESUS et al., 2018). A composicao da sujidade esta relacionada a composicédo do solo,
visto que as particulas desse ambiente sdo transportadas pelo vento e depositadas na superficie

do painel, explicando a presencga abundante de ferro nas amostras.
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Figura 33 — Espectro da Hematita identificado nos pontos 3 e 5 da sub-amostra D1-1
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Fonte: <rruff.info>

No ponto 4 da sub-amostra D1-1 foi identificada a fase mineral goethita, que também é um
oxido de ferro porém com férmula quimica FeO(OH) (Figura 34). As bandas caracteristicas da

goetita, em torno de 305, 390 e 550 cm™ permitiram sua identificagdo (LI, HIHARA, 2015).

Além disso, foi identificado nesse mesmo espectro o carbono amorfo, com as bandas
caracteristicas em torno de 1360 e 1600 cm™ (DYCHALSKA et al., 2015). As bandas referentes

a goethita estdo representadas em preto e ao carbono amorfo em vermelho (Figura 34).

Figura 34 — Espectro da goetita e carbono amorfo identificado no ponto 4 da sub-amostra D1-
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Fonte: <rruff.info>
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Nos pontos 8, 10 e 11 da sub-amostra D1-1 foi identificado o mineral calcita, um carbonato de
calcio cuja formula quimica € CaCO3z (Figura 35). As bandas caracteristicas da calcita, em torno
de 160, 290, 720 e 1090 cm™ permitiram sua identificacdo (DONNELLY et al., 2017). Esse
mineral é um dos principais na composicao das rochas, sendo muito comum na regido de Minas
Gerais (JESUS et al., 2018).

Figura 35 — Espectro da calcita identificada nos pontos 8, 10 e 11 da sub-amostra D1-1
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Fonte: <rruff.info>

Por fim, no ponto 9 da sub-amostra D1-1 foi identificado o mineral muscovita, cuja formula
quimica é KAI>(AISiz010)(OH) (Figura 36). As bandas caracteristicas da muscovita, um
argilomineral presente em diversos tipos de solos, em torno de 160, 290, 720 e 1090 cm™
permitiram sua identificagdo (WANG, FREEMAN, JOLLIFF, 2015).
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Figura 36 — Espectro da muscovita identificada no ponto 9 da sub-amostra D1-1
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Jé& na sub-amostra D2-1 foram identificados minerais como hematita, quartzo e calcita. Nessa
sub-amostra a hematita foi identificada em trés dos dez pontos analisados, representando 30%

deles, enquanto o quartzo e a calcita foram identificado em dois pontos distintos (Quadro 7).

Quadro 7 - Substancias identificadas pela analise de espectroscopia Raman na sub-amostra

D2-1
Ponto Substéancia Formula Quimica Espectro
1 Hematita Fe 03 Figura 37
2 Anatasio TiO; Figura 38
3 Quartzo SiO; Figura 39
4 Hematita Fe203 Figura 37
5 Calcita CaCOs Figura 40
6 Hematita Fe.0s Figura 37
7 Goethita FeO(OH) Figura 41
8 Carbono amorfo C Figura 42
9 Quartzo SiO; Figura 39
10 Calcita CaCOs; Figura 40

Fonte: Proprio autor.

Nos pontos 1, 4 e 6 da sub-amostra D2-1 foi identificada a fase hematita, cujas bandas
caracteristicas estdo em torno de 225, 290, 410, 495 e 610 cm™ (Figura 37) (FARIA, LOPES,
2007).
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Figura 37 — Espectro da hematita identificada nos pontos 1, 4 e 6 da sub-amostra D2-1
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Fonte: <rruff.info>

No ponto 2 da sub-amostra D2-1 foi identificada a fase anatasio, cuja férmula quimica é
representada pelo éxido de titanio TiO (Figura 38). As bandas caracteristicas do anatasio, em
torno de 140, 195, 395, 520 e 640 cm™ permitiram sua identificagdo (EL-DEEN et al., 2018).
O anatésio é identificado em rochas e sedimentos, sendo um mineral comum no solo (PORTER
et al., 2020). Como o painel fotovoltaico esta localizado na zona urbana de Belo Horizonte,

poeiras e sedimentos provenientes do solo, certamente tem acesso a sua superficie.

Figura 38 — Espectro do anatasio identificada no ponto 2 da sub-amostra D2-1
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Nos pontos 3 e 9 da sub-amostra D2-1 foi identificado o mineral quartzo, cuja formula quimica

é SiO; (Figura 39). As bandas caracteristicas do quartzo em torno de 460, 350 e 260 cm™

permitiram sua identificacdo (BUZGAR et al., 2013). O quartzo é um dos minerais mais

abundante na terra e a forma mais comum do elemento silica (PAN et al., 2022).

Figura 39 — Espectro do quartzo identificada nos pontos 3 e 9 da sub-amostra D2-1
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Nos pontos 5 e 10 da sub-amostra D2-1 foi identificado o mineral calcita, cujas bandas de
referéncia estdo em torno de 160, 290, 720 e 1090 cm™* (Figura 40) (DONNELLY et al., 2017).

Figura 40 — Espectro da calcita identificada nos pontos 5 e 10 da sub-amostra D2-1
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No ponto 7 da sub-amostra D2-1 foi identificado o mineral goethita, cujas bandas caracteristicas
estdo em torno de 305, 390 e 550 cm™ (Figura 41) (LI, HIHARA, 2015). E, por fim, no ponto
8 foi identificado o carbono amorfo, cujas bandas estdo apresentadas em torno de 1360 e 1600

cm? (Figura 42) (DYCHALSKA et al., 2015).
Figura 41 — Espectro da goethita identificada no ponto 7 da sub-amostra D2-1
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Figura 42 — Espectro do carbono amorfo identificada no ponto 8 da sub-amostra D2-1
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Fonte: <rruff.info>

Por fim, na sub-amostra D3-1 foram identificados minerais como anatasio, hematita, feldspato
e quartzo. A hematita foi identificada em trés dos dez pontos analisados, representando mais de

30% deles. Ja o anatésio, foi identificado em dois pontos (Quadro 8).
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Quadro 8 — Substéancias identificadas pela analise de espectroscopia Raman na sub-amostra

D3-1
Ponto Substéncia Formula Quimica Espectro
1 Rutilo TiO, Figura 43
2 Carbono amorfo C Figura 44
3 Quartzo SiO, Figura 45
4 Hematita Fe.0s Figura 46
5 Feldspato (Ortoclasio) K(AISi30s) Figura 47
6 Rutilo TiO, Figura 43
7 Hematita Fe,03 Figura 46
8 Hematita Fe 03 Figura 46
9 Ferrita de zinco, cobalto ou ferro MFe,O Figura 49
10 Cromato de chumbo (crocoita) PbCrO4 Figura 50

Fonte: Proprio autor

Nos pontos 1 e 6 foi identificado o mineral rutilo, cuja formula quimica é representada pelo
oOxido de titanio (TiO.) (Figura 43). As bandas caracteristicas do rutilo, em torno de 240, 440 e
620 cm™, permitiram sua identificagdo (GLASS, FRIES, 2008). O rutilo, assim como 0 anatasio
é identificado em rochas e sedimentos, sendo um mineral comum no solo (PORTER et al.,
2020). Como o painel fotovoltaico esta localizado na zona urbana de Belo Horizonte, poeiras e

sedimentos provenientes do solo, certamente tem acesso a sua superficie.

Figura 43 — Espectro do rutilo identificado nos pontos 1 e 6 da sub-amostra D3-1
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Apesar dos minerais anatasio e rutilo serem representados pelo dxido de titanio, eles apresentam
fases mineraldgicas diferentes, consequentemente, exibindo caracteristicas fisico-quimicas
distintas (ZHANG et al., 2014). Considerando o espectro Raman dos dois minerais, 0 anatasio
normalmente é diferenciado pela presenca de um pico mais intendo em torno de 140 cm™
(HARDCASTLE, 2011), como apresentado na Figura 38 e na Figura 43. Os 0xidos de titanio,
nas formas de anatasio e rutilo, sdéo muito comuns no solo de Minas Gerais (FILHO et al.,

2015), explicando a presenca desses minerais na superficie do painel fotovoltaico.

No ponto 2 da sub-amostra D3-1 foi identificado o carbono amorfo, cujas bandas caracteristicas
estdo em torno de 1360 e 1600 cm™ (Figura 44) (DYCHALSKA et al., 2015). E no ponto 3 foi
identificado o quartzo, cujas bandas de referéncia estdo em torno de 460, 350 e 260 cm™ (Figura
45) (BUZGAR et al., 2013).

Figura 44 — Espectro do carbono amorfo identificado no ponto 2 da sub-amostra D3-1
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Figura 45 — Espectro do quartzo identificado no ponto 3 da sub-amostra D3-1
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Nos pontos 4, 7 e 8 da sub-amostra D3-1 foi identificada a fase hematita, cujas bandas
caracteristicas estdo em torno de 225, 290, 410, 495 e 610 cm™ (Figura 46) (FARIA, LOPES,

2007).

Figura 46 — Espectro da hematita identificada nos pontos 4, 7 e 8 da sub-amostra D3-1
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Fonte: <rruff.info>

No ponto 5 da sub-amostra D3-1 foi identificado o feldspato, grupo de minerais mais

abundantes da terra. O espectro desse feldspato € caracteristico do ortoclasio (Figura 47),



106

feldspato de formula quimica K(AISi3Og), com as bandas caracteristicas em 170, 290, 405, 475
e 510 cm™ (LIU et al., 2018).

Figura 47 — Espectro do ortocléasio identificado no ponto 5 da sub-amostra D3-1
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Ja no ponto 9 da sub-amostra D3-1 foi identificado um spinel de ferrita de cobalto ou de zinco
ou magnetita (FezO4). A férmula geral do spinel de ferrita € MFe20a4, onde “M” é um metal
divalente, nesse caso, zinco, cobalto ou ferro. Na estrutura cristalina do spinel de ferrita o metal
“M” e o ferro ocupam sitios tetraédricos e octaédricos, respectivamente, e sdo rodeados por
atomos de oxigénio (Figura 48). Os spinel de ferrita ttm uma ampla gama de aplicacGes em
eletrdnica, sensores e dispositivos magnéticos. Esses materiais tém propriedades magnéticas
Unicas, além de possuir alta resisténcia a corrosdo, tornando-o uma escolha popular para
aplicacdes em ambientes hostis (AMIRI, SALAVATI-NIASARI, AKBARI, 2019, QIN et al.,
2021).
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Figura 48 — Representacao da estrutura cristalina de um spinel de ferrita

Fonte: GALINETTO et al., 2018

N&o foi possivel descobrir qual spinel de ferrita foi identificado no ponto 9 apenas utilizando o
espectro Raman (Figura 49), entdo, para identificagdo do metal “M” existe a necessidade da
utilizacdo de outras técnicas em conjunto. Porém, o espectro é semelhante ao da magnetita
(ferrita de ferro), com bandas de referéncia em torno de 300, 480 e 680 cm™ (representadas em
verde) (MONTAGNAC, 2000), ou de cobalto, com bandas de referéncia em torno de 300, 460
e 690 cm™ (representadas em vermelho) (KHARAT et al., 2018), ou da ferrita de zinco, com
bandas de referéncia em torno de 350, 480 e 660 cm™ (representadas em preto) (Figura 49)

(GALINETTO et al., 2018).

Figura 49 — Espectro da ferrita identificada no ponto 9 da sub-amostra D3-1 com as bandas
caracteristicas da ferrita de ferro (verde), de cobalto (vermelho) e de zinco (preto)
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Por fim, no ponto 10 da sub-amostra D3-1 foi identificado o cromato de chumbo (PbCrOa),
conhecido como crocoita (Figura 50). O espectro desse mineral é caracterizado por uma banda
intensa em torno de 850 e bandas menos intensas em torno de 350, 355 e 390 cm™ (BERSANI
et al., 2016). Esse mineral ¢ utilizado para a fabricacdo de tintas e pigmentos, e, normalmente,
é revestido por silica, para reduzir sua dissolugéo, visto que o cromato de chumbo é considerado

toxico e cancerigeno. A crocoita ja foi identificada na tinta amarela de transito, utilizada nas
estradas e avenidas (O’SHEA et al., 2021).

Figura 50 — Espectro da crocoita identificada no ponto 10 da sub-amostra D3-1
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Comparando-se as sub-amostras D1-1, D2-1 e D3-1 é possivel perceber uma semelhanca entre
as fases minerais identificadas, exceto alguns pontos discrepantes como o feldspato, rutilo e a
ferrita identificados em D3-1, a muscovita identificado em D1-1 e o anatasio identificado em
D2-1 (Quadro 9). Apesar dessas diferencas mineralogicas de fase, todas as sub-amostras
apresentaram minerais a base de ferro (hematita, goetita e ferrita), 6xidos de titanio (rutilo e

anatasio), silicatos (quartzo, muscovita e feldspato) e carbonato (calcita) (Quadro 9).

Quadro 9 — Comparacéo entre os minerais identificados nas sub-amostras D1-1, D2-1 e D3-1

Mineral

Formula Quimica D1-1 D2-1 D3-1

Hematita Fe,O3 identificado identificado identificado
Goetita FeO(OH) identificado identificado ndo identificado
Calcita CaCOs identificado identificado nao identificado

Quartzo SiO, néo identificado identificado identificado

Carbono amorfo C identificado identificado identificado
Muscovita KAIz(AlSiz010)(OH) identificado ndo identificado | ndo identificado
Anatasio TiO; nao identificado identificado nao identificado

Rutilo TiO; nao identificado | ndo identificado identificado
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Feldspato K(AISiz0s) ndo identificado | ndo identificado identificado
Ferrita MFe;04 ndo identificado | ndo identificado identificado
Fonte: Proprio autor

Foi possivel identificar o elemento ferro em todas as sub-amostras, proveniente da hematita,
ferrita e goethita, presente em 11 dos 31 pontos identificados, representando cerca de 35% dos
pontos. Minas Gerais é uma regido conhecida pela extragdo de minério de ferro e o solo dessa
regido é rico neste elemento (BARBOSA et al., 2022, FRAGA et al., 2018), sendo coerente sua
identificacdo em um painel localizado em uma movimentada avenida de Belo Horizonte. Além
disso, € possivel relacionar a analise funcional dessa amostra com a caracterizacdo Raman, visto
que o gene mais abundante na amostra D3, identificado através do banco de dados KEGG, foi
0 que codifica a proteina de transporte de ferro. Ainda, diversos estudos demonstram que a
formacéo do biofilme esté associada a presenca de ferro, sendo que esse elemento tem um papel
regulador em sua producdo (BANIN, BRADY, GREENBERG, 2006, LIN et al., 2012, OJHA,
HATFULL, 2007, OLIVEIRA et al., 2021, WU, OUTTEN, 2009). Outra correlacdo
interessante € que, de acordo com Satari, Iglesias e Porcar (2023) os carotenoides podem atuar
como quelantes de metais e converter ions tdxicos de ferro em moléculas seguras. No item 5.1
de andlises taxondmicas foi demonstrado que a maioria dos microrganismos presente na
superficie do painel sdo produtores dessa substancia, estando também relacionado a presenca

de ferro nas amostras.

Vaérios estudos demonstraram que o impacto na geracao de energia depende da composicédo
quimica da poeira e particulas acumuladas na superficie do painel fotovoltaico, sendo
importante seu estudo e caracterizagdo (AISSA et al., 2016, APPELS et al., 2013, DHAOUADI
etal., 2021, FRAGA et al., 2018, ILSE et al., 2018, JAVED, GUO, FIGGIS, 2017, JESUS et
al., 2018, MEJIA, KLEISSL, 2013). Um artigo publicado na revista Applied Adhesion Science,
ndo apenas afirmou que a presenca de sujidades afeta a eficiéncia do painel, mas também propds
uma superficie autolimpante utilizando compositos de TiO2/SiO> para contornar o acimulo de
sujidades na superficie do painel. Os filmes apresentaram propriedade de alta transmitancia,
resisténcia a abrasdo e se mostrou promissor como autolimpante, podendo reduzir o acimulo

do soiling em painéis fotovoltaicos (JESUS et al., 2015).

Dois estudos de caracterizacdo da sujidade de paineis fotovoltaicos localizados no Qatar
identificaram como elementos principais, além do oxigénio e do carbono, calcio, silica, ferro e
magnésio, por difracdo de raio X. Além disso, o0 mineral calcita foi 0 mais abundante nos dois
estudos (AISSA et al., 2016, JAVED et al., 2017). O trabalho de Dhaouadi et al., 2021 fez a
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mesma analise, obtendo resultados muito semelhantes em painéis localizados em Sharjah, nos

Emirados Arabes, mostrando que a composic&o se mantém em regides proximas.

Fraga e colaboradores (2018) fizeram a caracterizacdo do soiling proveniente de painéis
fotovoltaicos de um estadio de futebol localizado em Minas Gerais. Foram identificados,
principalmente, os elementos silicio e ferro, seguido de aluminio e calcio, através de
fluorescéncia de raio X. J& em composi¢do mineraldgica, foram identificados hematita, quartzo,
caulinita, calcita e muscovita, mostrando resultados um pouco diferentes dos painéis analisados

nos Emirados Arabes.

Um trabalho também realizado no painel fotovoltaico do CEFET-MG, localizado em Belo
Horizonte, publicado na revista Solar Energy Materials and Solar Cells, identificou,
principalmente, minerais como hematita, calcita, goehtita, mica e lepidocrocita, mostrando
elevada quantidade de ferro nas amostras, condizente com a elevada quantidade desse elemento
no solo de Minas Gerais (JESUS et al., 2018).

A presenca do biofilme afeta a absorcéo da luz solar em painéis fotovoltaicos, reduzindo sua
capacidade de geragdo de energia (NOACK-SCHONMANN et al., 2014). Porém, sua presenca
também pode afetar o rendimento do painel devido ao aumento da taxa de acumulo de particulas
e sujidades em sua supérficie, que sdo depositadas, aderidas e imobilizadas com maior
facilidade. (GORBUSHINA, 2007 apud SHIRAKAWA et al., 2015) Essas particulas
propagadas pelo vento sdo depositadas ali e servem como fonte de nutrientes para 0s
organismos (GORBUSHINA, 2007). Assim, percebe-se uma relacdo entre a formacdo de
biofilmes e a presenca da sujidade na superficie do painel fotovoltaico, mostrando que o soiling
no geral, ou seja, tanto a presenca de microrganismos quanto a presenca de sujeiras e particulas,

conjuntamente, afetam a eficiéncia do painel.
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6. CONCLUSOES

Foram identificados tdxons de bactérias e arqueas descritos como organismos extremdfilos,
isolados de ambientes com condigdes adversas, como grande variagdo de temperatura, radiacéo
solar, estresse oxidativo, dessecacdo e baixa disponibilidade de agua e nutrientes. Estes
organismos apresentam mecanismos de defesa para sobrevivéncia como producdo de
carotenoides, de EPS e, principalmente, formacdo de biofilme. Os dados de andlise funcional
corroboram os resultados de identificacdo taxonémica, sendo que diversos genes envolvidos
em choque térmico, reparo de DNA, sintese de carotenoides, sintese de EPS e regulacéo e

formacéo de biofilmes foram identificados em abundéancia.

Através deste trabalho foi possivel a realizacdo do primeiro estudo sobre a comunidade
microbiana de painel fotovoltaico no Brasil utilizando-se metagendmica shotgun, o que
proporcionou uma visao tanto taxonémica quanto funcional dando énfase na producédo e
persisténcia do biofilme, contribuindo para futuros trabalhos que visam o aumento da producéo
de energia sustentavel. Além dessas informacfes o pipeline do SqueezeMeta gerou outros
dados que ainda poderéo ser analisados, permitindo-se, por exemplo, a montagem de genomas

completos, apresentando-se como perspectivas futuras deste trabalho.
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Anexo |I: Espectros de referéncia dos mineirais identificados nas sub-amostras D1-1,

D2-1e D3-1:

1. Espectro de referéncia da Hematita
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2. Espectro de referéncia da Goetita
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3. Espectro de referéncia da Calcita
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4. Espectro de referéncia do Quartzo
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5. Espectro de referéncia da Muscovita
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6. Espectro de referéncia do Rutilo
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7. Espectro de Referéncia do Anatasio
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8. Espectro de referéncia da ferrita de ferro (magnetita)
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9. Espectro de referéncia da ferrita de cobalto
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Fonte: (KHARAT et al., 2018)

10. Espectro de referéncia da ferrita de zinco
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Fonte: (GALINETTO et al., 2018)



11. Espectro de referéncia do Ortoclasio (Feldspato)
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12. Espectro de referéncia da crocoita
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