Metagenômica do Rio das Velhas: coleta, seqüenciamento e desenvolvimento de uma nova plataforma bioinformática para análises metagenômicas
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Estado da arte
Os rios possuem um papel fundamental na vida humana como fonte de energia, transporte e suprimento de água e alimentos, dentre outras utilidades. De maneira análoga, são mecanismos indispensáveis na biosfera, aonde atuam como transportadores de nutrientes, sedimentos e organismos, permitindo intrincadas relações biológicas que influenciam os ecossistemas terrestres circundantes como um todo. A importância dos rios é ainda mais relevante quando considerada sua participação na agricultura e fornecimento de água potável. Assim, é importante nos capacitarmos para a procura de estratégias e mecanismos capazes de monitorar a saúde de estruturas naturais tão complexas como os rios.

Entretanto, existem inúmeras dificuldades para se determinar os critérios de relevância na caracterização da saúde de um rio ou bacia hidrográfica. É evidente que as complexas e delicadas interações dentro dos ecossistemas aquáticos em rios não poderiam ser descritas apenas utilizando-se parâmetros físico-químicos. Muito pelo contrário, são os fatores bióticos que melhor denotam as características de qualidade ambiental. Os organismos presentes em um ecossistema e sua complexa interconexão permitem, frente ao conhecimento de suas particularidades e diferentes sensibilidades, refletir a qualidade da água [1]. É relevante, portanto, desenvolver estratégias para monitorar a saúde dos rios que contemplam sistemas biológicos.

Bailey e colaboradores [2] estabelecem que, na busca de tais estratégias, devem ser utilizadas “condições de referência” para a análise de ecossistemas aquáticos como os rios. Inicialmente deve-se buscar definir e quantificar a saúde de ecossistemas e explicar variações entre ecossistemas saudáveis, para então mensurar-se a diferença de um local teste em relação a um local em condição de referência, para se entender o efeito das fontes de estresse no ecossistema. Como as taxas de extinção de espécies da fauna de água doce parecem ser até cinco vezes superiores àquela da biota terrestre [3, 4] e, por outro lado, a diversidade procariótica em ambientes aquáticos parece ser de ordens de magnitude menor que a de solos e sedimentos [5], o monitoramento da diversidade procariótica tem um grande potencial para ser utilizada como estratégia. Particularmente, uma abordagem metagenômica tem um enorme potencial.
A bacia do Rio das Velhas

A bacia do Rio das Velhas está localizada na região central do estado de Minas Gerais, apresentando uma forma alongada na direção norte-sul. O rio das Velhas é o maior afluente em extensão da bacia do Rio São Francisco, tendo sua nascente no município de Ouro Preto, desaguando no Rio São Francisco a jusante da barragem de Três Marias. Possui 761 km de extensão, 38,4 m de largura média, drenando uma área de 29.173 km2. Integram a bacia do Rio das Velhas, 51 municípios, e a população total abrangida é de 4,5 milhões de habitantes. Estes municípios têm uma importância social e econômica (42% do PIB mineiro) significativas devido à sua localização, que inclui a maior parte da Região Metropolitana de Belo Horizonte [6].
Na UFMG, o Laboratório de Ecologia de Bentos (ICB) vem realizando, em parceria com o Projeto Manuelzão-UFMG, um Programa de biomonitoramento. Este Programa é baseado no levantamento de parâmetros físicos, químicos e no inventário taxonômico das comunidades de fito-plâncton, zôo-plâncton, macro-invertebrados bentônicos e peixes nos córregos e rios nas bacias elementares da região metropolitana de Belo Horizonte e ao longo da calha do rio das Velhas, até o encontro com o Rio São Francisco. O objetivo principal é avaliar a saúde ambiental e integridade biológica dos recursos hídricos. O desenvolvimento de uma abordagem metagenômica é portanto complementar aos esforços já em andamento.

Metagenômica de ambientes aquáticos
A metagenômica tem sido aplicada recentemente para a comparação eficaz de comunidades microbióticas [7]. Um projeto merece especial destaque pela utilização de ambientes aquáticos, a expedição do Sorcerer II para amostragem global oceânica [8], que estabeleceu padrões para a abordagem metagenômica em larga escala mas também contribuindo para a evoluçaõ do conhecimento genômico e para estudos bioinformáticos, tendo expandido o número de famílias protéicas conhecidas [9]. Assim, vemos que a análise metagenômica demanda e ao mesmo tempo permite avanços bioinfomáticos, justificando assim nosso interesse no desenvolvimento desta área.
Bioinformática aplicada a metagenômica

A identificação de proteínas homólogas por similaridade é grandemente afetada pelo método de busca de similaridade utilizado. Um dos principais componentes nesta busca é a matriz de substituição. É consenso geral o uso da matriz de substituição BLOSUM62 [10]. No Laboratório de Biodados já possuímos mais de 140 mil matrizes, específicas para buscas de homologia iniciadas com igual número de proteínas pertencentes a quase cinco mil agrupamentos COG [11]. Nosso grupo também desenvolveu uma base de dados derivada da base COG que é enriquecida por seqüências provenientes de mais de três mil outras espécies [12]. Além disso, somos capazes de produzir agrupamentos de famílias protéicas novas com o software Seed Linkage desenvolvido por nós [13]. Assim, nosso grupo está se especializando em detecção de homologia com baixa similaridade, utilizando matrizes de substituição específicas de famílias protéicas, o que pode ser de grande relevância em estratégias bioinformáticas aplicadas a metagenômica. Outra habilidade importante recentemente desenvolvida por nosso grupo é a detecção por mineração de texto de interações entre proteínas referenciadas na literatura. Um software [14] desenvolvido por Barbosa-Silva para estudar genes de resistência de plantas a organismos patogênicos e para construir uma base de dados com esse interesse [15] pode ser adaptado à análise metagenômica modificando-se o dicionário interno da ferramenta para genes bacterianos e realizando-se pesquisas na PubMed [16] focadas em metagenômica. Mais de cinco milhões de seqüências ambientais foram descarregadas e estão disponíveis em nosso servidor. Nelas, já foi encontrada uma proteína com potencial para ser um ancestral da esfingomielinase D de enorme interesse, pois nos está trazendo pistas importantes sobre a evolução desta enzima [17].
A caracterização metagenômica foi inicialmente realizada com amplificação da região gênica do 16S rDNA. Como exemplo, podemos citar o estudo realizado no rio Delawere [18]. As comunidades bacterianas do rio Sena também foram estudadas com foco nesta região, embora o estudo tenha sido conduzido com a técnica de DGGE [19]. Como se sabe, a principal vantagem da metagenômica é a independência da necessidade de crescimento das cepas em laboratório [20]. Portanto, é preciso diagnosticar a variedade de espécies presentes utilizando-se ferramentas bioinformáticas. Recentemente, o software DOTUR [21], que era especializado na análise da região do rDNA 16S, foi adaptado para o uso em famílias protéicas [22] e sua denominação mudou para MG-DOTUR. Recentemente, com o uso de seqüenciadores de DNA que utilizam técnicas modernas como piro-seqüenciamento, abordagens bioinformáticas apropriadas estão sendo desenvolvidas [23]. Quaisquer que sejam as novas ferramentas, elas deverão levar em conta a capacidade de agrupar genes, assunto no qual o Laboratório de Biodados tem interesse e experiência.
Justificativa

A presente proposta se justifica por três fronteiras diferentes:

1. A relevância do estudo da saúde do Rio das Velhas

2. O desenvolvimento de uma plataforma bioinformática para análises metagenômicas

3. A ampliação do conhecimento sobre famílias de genes.

Assim, o projeto contempla integração entre áreas diversas como ecologia, genética e bioinformática. O desenvolvimento de um projeto metagenômico trata experiência para propostas futuras da Rede Genoma de Minas Gerais, com a qual o Laboratóriode Bioinformática colabora e que será responsável pelo seqüenciamento em larga escala das amostras. Portanto, trata-se de um projeto integrado, o qual necessita do suporte de um bolsista de pós-doutorado Junior, motivo pelo qual esta proposta está sendo encaminhada à FAPEMIG.

Objetivos

· Coletar amostras por filtração diferencial em distintos setores da bacia do Rio das Velhas e purificar DNA

· Amplificar utilizando PCR de baixa estringência e iniciadores diversos fragmentos genômicos, cloná-los e seqüência-los

· Agrupar os segmentos metagenômicos com seqüências ambientais públicas e com seqüências genômicas públicas utilizando plataforma bioinformática desenvolvida em paralelo (ver abaixo)

· Realizar agrupamentos de novas famílias protéicas bacterianas e construir matrizes específicas.

· Pesquisar seqüências ambientais homólogas utilizando matrizes de substituição específicas (já disponíveis)

· Padronizar o uso do software MG-DOTUR com famílias protéicas agrupadas utilizando a plataforma bioinformática acima

· Aplicar as mesmas análises às amostras ambientais da bacia do Rio das Velhas

Metodologia

Os metagenomas, assim denominadas as amostras de cada ponto de coleta, serão extraídos seguindo-se procedimentos já estabelecidos na literatura [24]. O microbioma será coletado por filtração utilizando-se pré-filtros para retirada de sedimentos e filtração em membranas de 0,22 mm de poro. O DNA será extraído com kits de extração e purificado usando colunas de sílica Qiagen. Posteriormente será precipitado com etanol e dissolvido em água na concentração de 300 g/ml. O DNA será seqüenciado utilizando-se pirosequenciamento, Alternativamente, fragmentos serão clonados inicialmente em BAC, sub-clonados aleatoriamente e seqüenciados [8, 9].
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