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RESUMO

A Bioinformática é uma área interdisciplinar que integra conhecimentos de
diversas áreas, como Ciências Biológicas, Ciência da Computação, Estatística, entre
outras. Há um debate em torno da necessidade de biólogos tornarem-se proficien-
tes em programação, levando em consideração a complexidade e o tempo necessário
para especializar-se nessa área. Embora essa exigência seja questionável, o conhe-
cimento básico na área pode facilitar a comunicação entre biólogos e especialistas em
computação, especialmente em situações em que programas prontos não atendem
a necessidades específicas. Diante desse cenário, este Trabalho de Conclusão de
Curso visou realizar uma avaliação de diferentes estratégias de montagem de ambi-
ente de uso da plataforma Qiime 2, para análises metataxonômicas. Para validar o
ambiente e a pipeline, foram analisados dados de sequenciamento de amplicons, pro-
venientes do Parque Nacional da Serra da Canastra, focando em áreas impactadas
e não impactadas pelo fogo, durante o um Manejo do Fogo Integrado. Ao final das
analises, foi possível identificar como a ação do fogo mudou as comunidades micro-
biológicas do solo. A análise comparativa de máquinas para bioinformática revelou
que, embora computadores com menor disponibilidade de recursos sejam capazes
de executar processos básicos, tarefas mais complexas, especialmente em estudos
de microbiomas, exigem máquinas com maior disponibilidade de recursos. Nos tes-
tes realizados, a máquina com 64 GB de RAM e 12 vCPUs demonstrou ser a mais
adequada para lidar com grandes volumes de dados e processos intensivos. No en-
tanto, para pesquisas com restrições orçamentárias, uma abordagem mais econômica
e eficiente pode ser a combinação estratégica de diferentes máquinas, permitindo a
otimização de custos sem comprometer a qualidade dos resultados.

Palavras-chave: Bioinformática, QIIME 2, microbioma, microbiota, microbiologia.



ABSTRACT

Bioinformatics is an interdisciplinary field that integrates knowledge from se-
veral areas, such as Biological Sciences, Computer Science, Statistics, among others.
There is a debate about the need for biologists to become proficient in programming,
taking into account the complexity and time required to specialize in this area. Although
this requirement is questionable, basic knowledge in the area can facilitate communica-
tion between biologists and computer specialists, especially in situations where ready-
made programs do not meet specific needs. Given this scenario, this Final Course
Work aimed to evaluate different strategies for setting up an environment for using the
Qiime 2 platform for metataxonomic analyses. To validate the environment and the
pipeline, amplicon sequencing data from the Serra da Canastra National Park were
analyzed, focusing on areas impacted and not impacted by fire during the 1st Integra-
ted Fire Management. At the end of the analyses, it was possible to identify how the
action of fire changed the soil microbiological communities. The comparative analy-
sis of bioinformatics machines revealed that, although computers with lower resource
availability are capable of performing basic processes, more complex tasks, especi-
ally in microbiome studies, require machines with higher resource availability. In the
tests carried out, the machine with 64 GB of RAM and 12 vCPUs proved to be the
most suitable for handling large volumes of data and intensive processes. However,
for research with budget constraints, a more economical and efficient approach may
be the strategic combination of different machines, allowing cost optimization without
compromising the quality of the results.

Keywords: Bioinformatics, QIIME 2, microbiome, microbiota, microbiology.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Tela inicial da Plataforma Galaxy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 19
Figura 2 - Tela inicial da Plataforma CLC Genomics Workbench . . . . . . . . . 21
Figura 3 - Painel de linha de comando referente a versão q2cli do QIIME 2 . . . 23
Figura 4 - Exemplo de uma Pipeline para analise de dados biológicos . . . . . . 25
Figura 5 - Mapa operativo do 1o MIF no PNSC. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43
Figura 6 - Gráfico tridimensional da disposição das comunidades microbianas . 60
Figura 7 - Gráfico tridimensional da disposição das comunidades microbianas

da região da rizosfera da planta. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61
Figura 8 - Gráfico tridimensional da disposição das comunidades microbianas

presentes no solo. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 61



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Disposição das amostras coletadas nas áreas atingidas pelo ma-
nejo do fogo no PNSC . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 44

Tabela 2 - Tabela de configurações de máquinas . . . . . . . . . . . . . . . . 46
Tabela 3 - Relação entre os tempos demandados no processo Tools Import . 53
Tabela 4 - Relação entre os tempos demandados no processo Dada2 . . . . 54
Tabela 5 - Relação entre os tempos demandados no processo Feature-

Classifier . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 55
Tabela 6 - Relação entre os tempos demandados no processo Picrust 2 . . . 56
Tabela 7 - Relação custo-benefício Tools Import . . . . . . . . . . . . . . . . 57
Tabela 8 - Relação custo-benefício dada2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 57
Tabela 9 - Relação custo-benefício Picrust2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 58
Tabela 10 -Matriz de comparação entre áreas levando em consideração o ín-

dice de similaridade entre as amostras . . . . . . . . . . . . . . . . 59



LISTA DE SIGLAS

IFMG – Instituto Federal de Educação, Ciência e Tecnologia de Minas Gerais
PNSC – Parque Nacional da Serra da Canastra

QIIME 2 – Quantitative Insights Into Microbial Ecology 2
LAB.BIOMOL – Laboratório de Biologia Molecular

PCR – Reação em Cadeia da Polimerase
PB – Pares de Bases



SUMÁRIO

1 Introdução . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 13

1.1 Objetivo Geral . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

1.2 Objetivos Específicos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 14

2 Referencial Teórico . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2.1 Bioinformática . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 15

2.1.1 Linguagem . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 16

2.1.2 Ambiente . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17

2.1.3 Computação em Nuvem (Cloud Computing) . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.2 Plataformas de Análise de Dados Biológicos . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.2.1 Galaxy . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 18

2.2.2 CLC Genomics Workbench . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 20

2.2.3 QIIME 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 21

2.2.4 Possibilidades de análises . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 23

2.2.5 Parâmetros de Máquina e Modo de Uso . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.2.5.1Parâmetros de Máquina - Hardware . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.2.5.2Pipeline . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 24

2.2.5.3 Pipeline - Importação, Filtragem e Criação da árvore filogenética . . . . . 25

2.2.5.4Pipeline - beta e alfa diversidade . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 27

2.2.5.5Pipeline - Atribuição Taxonômica . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 28

2.3 Estudos de microbiomas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

2.3.1 Microbiomas: Conceitos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29

2.3.2 Análises de microbiomas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 29



2.3.3 Correlação com metadados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 30

2.4 Tipos de Sequenciamento . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 31

2.5 Aplicação do Sequenciamento . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 33

2.6 Caracterização do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) . . 35

2.6.1 Causa e impactos das queimadas e incêndios florestais . . . . . . . . 35

2.6.2 O Plano de Manejo Integrado do Fogo do Parque Nacional da Serra
da Canastra (PNSC) . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 36

2.6.3 Microrganismos do Solo e Seu Papel Ecológico . . . . . . . . . . . . . 38

3 Materiais e Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

3.1 Descrição da pipeline Qiime 2 . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 40

3.2 Diferentes estratégias de delineamento de máquina para execução
da pipeline . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 41

3.3 Validação da pipeline com os dados da microbiota do solo do PNSC 42

3.4 Dados utilizados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 43

3.5 Plataforma de Cloud Computing-Absam . . . . . . . . . . . . . . . . . 45

3.6 Análises de bioinformática . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

3.6.1 Preparação dos dados . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 46

3.6.2 Importação das bibliotecas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 47

3.6.3 Controle de qualidade das sequências . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

3.6.4 Criação de um arquivo de visualização relacionado a um arquivo
mapping file . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 48

3.6.5 Atribuição taxonômica e criação da árvore filogenética . . . . . . . . 48

3.6.6 Análise de diversidade com todas as amostras estudadas . . . . . . 49

3.6.7 Identificação de vias Metabólicas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 50

3.6.8 Análise de diversidade em relação a profundidade das amostras . . 50



3.7 Metodologia de comparação entre máquinas . . . . . . . . . . . . . . 51

4 Resultados e discussão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

4.1 Configuração do ambiente de análise . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 52

4.2 Análise de desempenho entre as máquinas . . . . . . . . . . . . . . . 52

4.3 Comparação custo-benefício de máquinas virtuais no contexto de
pesquisas universitárias . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 56

4.4 Validação do ambiente de análise . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

4.4.1 Análises de bioinformática . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

4.4.2 Beta diversidade . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 59

4.4.3 Análise de Beta diversidade entre a mesma área antes e depois da
queima . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 62

4.5 Conclusão . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

4.5.1 Analise de microbioma . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 65

4.5.2 Comparação entre máquinas . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

4.5.3 Relação custo-beneficio . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 66

4.6 Trabalhos futuros . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 67

REFERÊNCIAS . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 68



13

1 INTRODUÇÃO

A Bioinformática possui uma natureza interdisciplinar, que abrange conhe-
cimentos das mais diversas áreas, como: Ciências Biológicas, Ciência da Com- pu-
tação, Estatística, Química, Farmácia, Matemática, entre outras (ATTWOOD et al.,
2019; MELO-MINARDI et al., 2013; BAYAT, 2002). Por possuir essa grande inter-
disciplinaridade e uma vasta gama de aplicações, o uso da Bioinformática tornou-se
uma tendência global na atualidade. Existe um debate, no qual se questiona se todos
os Biólogos devem ou não se tornar proficientes em linguagens de programação e
em desenvolvimento de software. Graças à grande quantidade de tempo demandado
para se especializar em Bioinformática e devido ao fato de que parte dos conhecimen-
tos necessários para essa especialização são desenvolvidos em cursos da área de
exatas, essa ideia é questionável (FERRARI; GASTALDI, 2018; LEHUGEUR; MELO,
2018).

Entretanto, haverá situações em que não existirão programas prontos para
realizar uma análise específica desejada. Mesmo quando tais programas estão dis-
poníveis, pode ser necessário configurá-los adequadamente. Nessas ocasiões, faz-se
necessária a interação entre Biólogos e Bioinformatas ou Cientistas da Computação,
os quais serão capazes de lidar com o lado computacional da análise. Em situações
como essas, o conhecimento básico em Bioinformática faz-se vantajoso, para pro-
mover um diálogo eficaz entre o Biólogo e o Bioinformáta/Cientista da Computação.
Mesmo que a aprender uma linguagem de programação seja considerado um desafio
para muitos, ainda é uma habilidade que tem sido cada vez mais apreciada nas mais
diversas áreas (DAMASCENO, 2023; FERRARI; GASTALDI, 2018).

Segundo Abreu et al. (2004), o fogo atua como um agente transformador,
com grande potencial de alterar o ambiente. Ele pode interferir nas trajetórias suces-
sionais das comunidades vegetais e impactar a microbiota do solo, além de modificar
as propriedades físico-químicas e estruturais do solo.

A análise de dados biológicos é essencial para a compreensão e intendi-
mento dos mais diversos processos biológicos. Entender o funcionamento dos proces-
sos biológicos e sua importância é algo fundamental para a preservação ambiental,
principalmente tratando-se de ciclos biogeoquímicos, executados por microorganis-
mos (PORTO et al., 2013).

Os microorganismos do solo são responsáveis por funções essenciais,
como a decomposição da matéria orgânica, ciclagem de nutrientes, fixação de ni-
trogênio e solubilização de compostos como o fósforo. Eles também contribuem para
a agregação do solo, biodegradação de poluentes, controle biológico de pragas e
doenças. A atividade microbiana está diretamente ligada à sustentabilidade dos ecos-
sistemas, destacando a importância de conhecer e preservar os microorganismos sel-
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vagens, para a aplicação em tecnologias de recuperação ambiental e tratamento de
resíduos (PORTO et al., 2013; NAIR; NGOUAJIO, 2012; GOI; SOUZA, 2006; AL-
FONSO; LEYVA; HERNÁNDEZ, 2005).

Graças à importância dos processos realizados pelos microorganismos do
solo, faz-se necessário o entendimento de como o fogo afeta a microbiota do solo,
uma vez que esse agente possui capacidade transformadora suficiente para modificar
as trajetórias sucessionais das comunidades de microorganismos, presentes no solo.
Diante do exposto, o presente trabalho teve como objetivo desenvolver um ambiente
para análise de microbiomas, assim como construir uma pipeline customizada para
analisar como o fogo afeta a composição da microbiota presente no solo, durante o
primeiro manejo integrado do fogo no Parque Nacional da Serra da Canastra.

1.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve como principal objetivo avaliar as diferentes estra-
tégias de montagem de ambiente de uso da plataforma Qiime 2 para análises metata-
xonôimicas.

1.2 Objetivos Específicos

Para atingir o objetivo proposto, foram definidos os seguintes objetivos es-
pecíficos.

- Definir configurações de máquinas apropriadas para a realização de aná-
lises de dados de sequenciamento de amplicons utilizando a plataforma
QIIME 2 para estudos metataxonômicos.

- Validar as configurações de máquinas analisadas, com o intuito de iden-
tificar seu desempenho e possíveis gargalos em alguns processos da pi-
peline utilizada.

- Comparar o custo de processamento de cada máquina observada com o
intuito de identificar qual a melhor escolha de máquina para a realização
de pesquisas universitárias.

- Analisar um conjunto de dados de sequenciamento de amplicons disponí-
veis no Laboratório de Biologia Molecular do campus, provenientes do 1°
Manejo do Fogo no Parque Nacional da Serra da Canastra, com o objetivo
de identificar como o fogo modifica a microbiota do solo.
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2 REFERENCIAL TEÓRICO

Este capítulo apresenta os fundamentos essenciais para uma melhor com-
preensão do estudo realizado no presente trabalho.

2.1 Bioinformática

O termo Bioinformática foi cunhado na década de 1970, por Ben Hesper
e Paulien Hogeweg, uma vez que os pesquisadores acreditavam que era importante
distinguir a Bioinformática como um campo de pesquisa. Desse modo, a definição do
novo campo do conhecimento seria necessária. Assim, o termo cunhado referia-se ao
“estudo dos processos informáticos em sistemas bióticos” (HOGEWEG, 2011).

Antes mesmo do termo Bioinformática ser cunhado por Hesper e Hogeweg,
algorítmos, com o intuito de resolver problemas biológicos, já haviam sido desenvolvi-
dos, na década de 1960, quando a Bioinformática ainda estava sob o nome de Biologia
Computacional. Exemplares de algoritmos para o alinhamento de sequências, como
algoritmos para o estudo da filogenia, foram desenvolvidos nessa época (CORTES,
2019; MELO-MINARDI et al., 2013; OTTO et al., 2007).

Segundo Cortes (2019), foi nos anos 1970, com o surgimento de com-
putadores com maior poder de processamento, que estudos utilizando software de
simulações se tornaram possíveis, como é o caso do estudo realizado por Michael
Levitt e Arieh Warshel, denominado Computer simulation of protein folding de 1975.
Do mesmo modo, foi durante as décadas de 1970 e 1980, que foram estabelecidos
os bancos de dados de sequências de proteínas e ácidos nucleicos (BISHOP et al.,
2015).

Tais bancos de dados tornaram-se mais acessíveis aos pesquisadores
mundo afora, graças à difusão do acesso à Internet e, consequentemente, aos web-
sites e serviços de e-mail. Essas ferramentas possibilitaram uma maior e mais rápida
troca de informações entre os pesquisadores (OUZOUNIS; VALENCIA, 2003).

Graças à maior conectividade e troca de informações, houve um cresci-
mento na quantidade de sequências de ácidos desoxirribonucléicos (DNA), proveni-
entes do sequenciamento de genomas inteiros. Outro fator que corroborou para ala-
vancar o desenvolvimento da tecnologia de sequenciamento genômico, assim como
o número de sequenciamento genômico completo, de diversas espécies, foi o anún-
cio do Projeto Genoma Humano (PGH), o qual pode ser concluído com dois anos de
antecedência, graças ao avanço das técnicas de sequenciamento (CORTES, 2019;
LANDER, 2011; FLÓRIA-SANTOS; NASCIMENTO, 2006).

É sabido que a Bioinformática é uma área do conhecimento essencialmente
interdisciplinar, uma vez que ela abrange conhecimentos que pertencem às mais diver-
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sas áreas, como Ciências Biológicas, Ciência da Computação, Estatística, Química,
Farmácia, Matemática, entre outras (ATTWOOD et al., 2019; MELO-MINARDI et al.,
2013; BAYAT, 2002). Segundo Verli et al. (2014), as pesquisas em Bioinformática
podem ser divididas em duas vertentes: a da Bioinformática Tradicional ou Clássica
(pela primazia do nome bioinformática), responsável, principalmente, por estudar e re-
solver problemas relacionados ao sequenciamento de nucleotídeos e aminoácidos. Já
a segunda, é a vertente da Bioinformática Estrutural, responsável por abordar ques-
tões biológicas, sob uma ótica tridimensional, abarcando grande parte das técnicas
compreendidas pela Química Computacional ou Modelagem Molecular.

Os estudos em Bioinformática também são responsáveis pelos avanços
nos métodos de armazenamento e recuperação de dados biológicos, bem como na
construção de modelos e algorítmos, que são capazes de identificar sequências de
genes, assim como inibidores de enzimas; realizar a predição 3D de proteínas; orga-
nizar e relacionar informações biológicas; agrupar proteínas homólogas; estabelecer
árvores filogenéticas e analisar experimentos de expressão gênica (OLIVEIRA, 2023),
(MAGANA et al., 2017; VERLI et al., 2014; ARAÚJO et al., 2008; CATTLEY; ARTHUR,
2007) .

2.1.1 Linguagem

Segundo Damasceno (2023), a escolha da linguagem de programação para
escrever um software deve levar em consideração algumas tecnicidades, como seu
nível de complexidade (baixo ou alto), facilidade de escrita (sintaxes) e seu nível de
portabilidade. Outro fator a ser levado em consideração é o desempenho do programa,
determinando se ele atende ou não o desempenho esperado. No entanto, é muito
frequente que a escolha da linguagem para construção do software seja definida pelos
gostos e afinidades dos programadores.

As linguagens de programação mais utilizadas nos estudos genômicos são
as linguagens R, Perl e Python. A escolha dessa três linguagens deve-se aos gran-
des acervos de ferramentas para o manuseio de dados biológicos, que existem e já
são amplamente reconhecidas, como é o caso do Bioconductor, BioPerl, BioPython,
Blast, Galaxy, CLC Genomics, Qiime 2, entre outros. Esses acervos são aglomerados
de módulos e bibliotecas, que são constantemente atualizados por suas respectivas
comunidades (COCK; ANTAO et al., 2009; GENTLEMAN et al., 2004; STAJICH et al.,
2002).

A facilidade com que cada linguagem utilizada é outro fator a ser observado.
Nesse tópico, Python e R saem na frete da linguagem Perl. O que torna a linguagem
Perl um pouco mais complexa do que as outras duas em questão é a sua versatilidade.
Uma vez que com ela é possível resolver o mesmo problema de diferentes formas, isso
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acaba por dificultar o entendimento de um programa feito por outra pessoa. Mesmo
assim, a sintaxe dessa linguagem pode ser facilmente entendida por alguém que está
começando a aprender a programação (FERRARI; GASTALDI, 2018; STAJICH et al.,
2002).

Assim como a linguagem Perl, a linguagem R é considerada por alguns uma
linguagem complicada no início, no entanto, ela também permite realizar uma vasta
gama de atividades sem muitas dificuldades. Em contrapartida, a linguagem Python
busca formas mais diretas de resolver os problemas propostos, a sintaxe é mais sim-
ples e há uma vasta gama de recursos para quem esta iniciando na progra- mação.
Atualmente, R e Python são as linguagens mais recorrentes quando o assunto é Bi-
oinformática, haja visto o seu grande potencial em Machine Learning e Deep Learning
(FERRARI; GASTALDI, 2018; MCKINNEY, 2018; GENTLEMAN et al., 2004).

2.1.2 Ambiente

As principais ferramentas dos bioinformatas são os computadores, comu-
mente chamado de máquinas, os quais são responsáveis por realizar o trabalho de
processamento bruto, juntamente às mais diversas análises (FERRARI; GASTALDI,
2018).

Quanto ao Sistema Operacional (SO) a ser utilizado pelos bioinformatas, há
uma certa preferência aos Sistemas da Distribuição Linux. Isso ocorre devido a alguns
fatores que favorecem essa escolha. O primeiro fator é que a Distribuição Linux é um
software livre, o que permite os usuários criarem uma distribuição totalmente perso-
nalizada ao uso desejável. Isso não seria diferente para a Bioinformática, uma vez
que uma distribuição específica para análises de dados biológicos foi implementada
e distribuída para a comunidade denominada Bio-Linux (VAUGHAN-NICHOLS, 2017;
FILGUEIRAS et al., 2016).

Outro fator que favorece a utilização das Distribuições Linux são os melho-
res resultados no gerenciamento de recursos. Esse fator não se limita só ao contexto
da Bioinformática, ele reflete em boa parte da área da computação, já que, desde de
novembro de 2017, todos os 500 mais potentes supercomputadores do mundo utili-
zam o Linux como sistema operacional. No entanto, a utilização de Linux não é uma
restrição para a análise de dados e os sistemas Windows e MacOS também podem
ser utilizados para esse fim (VAUGHAN-NICHOLS, 2017; HIRATA, 2011).

É importante ressaltar que as configurações de máquina, necessárias para
a realização de análises de dados, podem variar com base nas particularidades de
cada projeto, assim como na escala dos dados a serem analisados. No entanto, é
essencial ter em mente que uma configuração mínima é necessária para que a análise
possa ser realizada. Também é recomendável ter como opção a possibilidade de
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aumentar a capacidade de processamento, memória e armazenamento, conforme a
complexidade e demanda dos projetos (ZACARIA, 2018).

2.1.3 Computação em Nuvem (Cloud Computing)

Segundo Rodrigues (2019), computação em nuvem, do termo em inglês
Cloud Computing, é o nome utilizado para referir-se a serviços computacionais con-
tratados e gerenciados por meio da Internet.

Esses serviços em nuvem surgiram devido à subutilização dos recursos
computacionais em empresas, especialmente as de Tecnologia da Informação (TI).
Combinando a capacidade computacional e a experiência em gerenciamento de TI,
essas empresas criaram um novo mercado computacional, que oferece serviços,
como aluguel de infraestruturas, armazenamento e backup de arquivos pessoais, além
de plataformas para o desenvolvimento e implantação de aplicações (RODRIGUES,
2019; BUYYA; BROBERG; GOSCINSKI, 2011).

Ainda segundo Rodrigues (2019), sistemas de computação em nuvem ou
servidores virtuais oferecem uma ampla gama de serviços, para atender às mais diver-
sas necessidades. Para usuários comuns, estão disponíveis serviços que abrangem
desde soluções de software até armazenamento e backup de arquivos pessoais. Por
outro lado, no âmbito empresarial, a computação em nuvem disponibiliza plataformas
destinadas ao desenvolvimento e implementação de aplicações, além de servidores
virtuais, que podem ser configurados de forma flexível para atender a demandas es-
pecíficas.

Para Nhacutouo (2020) e Ogunyemi e Johnston (2017), a virtualização de
servidores proporciona benefícios, que giram em torno da redução do custo total de
propriedade, melhor aproveitamento do hardware, redução do espaço físico refrige-
rado necessário, redução no consumo de energia, flexibilidade na criação de novas
máquinas virtuais, assim como o fácil redimensionamento dos recursos necessários
para as máquinas já existentes.

2.2 Plataformas de Análise de Dados Biológicos

Essa sessão será responsável por apresentar algumas plataformas para
análise de dados biológicos, disponíveis no mercado.

2.2.1 Galaxy

Segundo Neto e Cintra (2016) e Aguiar (2011), o Galaxy é um framework
voltado para Web de código aberto, desenvolvida em linguagem de programação
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Python, muito utilizada na análise dos mais diversos tipos de dados biológicos. Essa
ferramenta pode ser utilizada, através de um servidor publico (https://usegalaxy.org) ou
pode ser utilizada em uma instância local (https://galaxyproject.org). O Galaxy possui
como propósito facilitar, por meio de um ambiente Web, a análise de grandes volumes
de dados, assim como facilitar a reprodutividade, transparência e compartilhamento
de dados.

Graças à uma próspera e ativa comunidade, que continua a usar e contribuir
com a manutenção e crescimento do projeto, é possível oferecer serviços de análises
e treinamento virtual aos interessados, de forma gratuita. A Galaxy Training Network
oferece suporte e treinamento virtual autodirigido e gratuito, contando com mais de
230 tutoriais integrados (COMMUNITY, 2022).

A plataforma Galaxy proporciona, aos usuários, acesso a soluções pode-
rosas e práticas, quando o assunto é análise de dados, fornecendo acesso a hard-
ware, ferramentas e dados abrangentes, que podem ser utilizados com mínimo de
treinamento possível. Graças às mais diversas pesquisas, mais de 8.000 pacotes de
software populares foram integrados ao Galaxy. A diversidade crescente de ferramen-
tas disponíveis no Galaxy permite os mais diversos tipos de análise e como todas as
manipulações de dados são realizadas por meio de ferramentas, a reprodutibilidade é
garantida (COMMUNITY, 2022).

A figura 1, demonstra a tela inicial da plataforma de análise Galaxy, dispo-
nível em (https://usegalaxy.org/).

Figura 1 – Tela inicial da Plataforma Galaxy

Fonte: (COMMUNITY, 2022)
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2.2.2 CLC Genomics Workbench

De acordo com Liu e Di (2020), o CLC Genomics Workbench é um software
de bioinformática, que oferece uma gama de funcionalidades essenciais para análise
de dados genômicos. Este software possibilita a realização de análises detalhadas
de ressequenciamento direcionado, assim como a montagem completa de genomas
e transcriptomas. No entanto, para utilizar esse software é necessário comprar uma
licença para utilizá-lo.

Sua arquitetura é baseada na linguagem de programação Java. Esse fato
permitiu a CLC bio, em 2006, proporcionar aos conhecedores da linguagem Java a
possibilidade de desenvolver seus próprios plugins, os quais são integrados ao CLC
Workbenches e ao Viewer e fornecem uma maneira fácil de personalizar e ampliar
suas funcionalidades CLC (2023) e Qiagen (2023).

Diferentemente do Galaxy, o qual já fornece acesso a servidores, que já
possuem as ferramentas de análise de dados instaladas e com recursos como me-
mória, armazenamento e poder de processamento, os quais não são informados aos
usuários, o CLC Genomics necessita de ser instalado em maquinas físicas ou servi-
dores. Por esse motivo, a empresa responsável pelo software sugere a quantidade
de recursos mínimos para garantir o funcionamento correto da ferramenta (QIAGEN,
2023).

Sendo assim, a quantidade miníma de memória RAM indicada, para cada
análise realizada pelo software, pode variar entre 8 GB e 64 GB de memória RAM.
Isso será definido mediante o tamanho do banco de dados de referência utilizado, jun-
tamente ao tipo de análise a ser realizada. Por exemplo, a execução de uma análise,
cujo o banco de dados possua 14 GB de informações, requer, pelo menos, 16 GB
de RAM. Fato interessante a respeito do software CLC é que, ao se criar um banco
de dados de referência com a ferramenta Download Microbial Reference Database
tool, uma mensagem, contendo os requisitos de memória necessários para executar
o Taxonomic Profiler com este banco de dados, é apresentada ao usuário (QIAGEN,
2023).

Ainda de acordo com Qiagen (2023),aumentar o número de CPUs pode
diminuir o tempo necessário para realizar o mapeamento de leituras, contudo acredita-
se que o ganho de desempenho seja limitado, acima de aproximadamente 40 threads.
Em relação à quantidade de armazenamento, assim como a memória RAM, é variável,
tendo que se levar em consideração o tamanho dos bancos de dados referenciais, o
tamanho dos dados analisados e a quantidade de análises realizadas.

Graças a sua arquitetura o software é compatível com diversos Sistemas
Operacionais: Windows, MacOS e Linux (QIAGEN, 2023).

A figura 2, demonstra como é a tela inicial da Plataforma CLC Genomics
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Workbench.

Figura 2 – Tela inicial da Plataforma CLC Genomics Workbench

Fonte: (QIAGEN, 2023)

2.2.3 QIIME 2

O QIIME 2 é um pacote de software de análise de microbioma de código
aberto, que converte dados brutos de sequenciamento em visualizações interpretáveis
e resultados estatísticos (FUNG et al., 2021).

Segundo Estaki et al. (2020) e Bolyen et al. (2019), a ferramenta QIIME 2 é
a reformulação da plataforma QIIME 1, que foi responsável por apoiar diversos estudos
de microbiomas e ganhou uma ampla comunidade de usuários e desenvolvedores.
Sua arquitetura é baseada em um sistema de plugins, desenvolvidos com o auxílio da
linguagem Python.

Os plugins são componentes ou módulos de software, que podem ser adi-
cionados a um programa ou sistema existente para estender suas funcionalidades ou
adicionar recursos específicos (OLIVEIRA, L. N.; LUIZ SCHIAVONI, 2018).

O QIIME 2 oferece novas ferramentas de visualização interativa, que sim-
plificam a realização de análises exploratórias e a criação de relatórios de resultados.
Um exemplo de ferramenta para a visualização de análises, com a qual o QIIME 2
conta é o QIIME 2 View, uma ferramenta de fácil manuseio, que pode ser acessada
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de forma remota, através da web. Essa ferramenta de visualização é um novo ser-
viço exclusivo, que permite que os usuários possam compartilhar e interagir de forma
segura com os resultados provenientes do QIIME 2, sem a necessidade de instalar a
ferramenta (BOLYEN et al., 2019).

Ainda segundo Bolyen et al. (2019), os princípios que nortearam o design
do QIIME 2, foram os princípios de reprodutibilidade, a transparência e a clareza da
ciência de dados do microbioma. Com base nesses princípios, o QIIME 2 possui
um sistema descentralizado de rastreamento de proveniência de dados, o que per-
mite realizar uma retrospectiva de qualquer resultado que foi gerado com o auxilio da
ferramenta. Isso é possível, uma vez que todos os detalhes das etapas da análise,
incluindo referências a dados intermediários, são automaticamente registrados nos
resultados. Outra funcionalidade importante do QIIME 2 é a detecção de resultados
corrompidos, indicando a falta de confiabilidade dos mesmos.

Vale ressaltar que, com exceção de metadados, todos os arquivos gera-
dos pelo QIIME 2, existem como artefatos QIIME 2 e usam a extensão de arquivo
.QZA (QIIME Zipped Artifact), para arquivos manipuláveis, e .QZV, para arquivos de
visualização. Artefatos são geralmente arquivos compactados em formato ZIP, que
possuem, em sua composição, dados em formato FASTA ou FASTQ (ESTAKI et al.,
2020).

Arquivos em formato FASTA, são aqueles constituídos por textos simples,
em que cada sequência é representada por uma única linha descritiva, que se inicia
com o caractere “>” seguido por uma ou mais linhas de sequência. É importante des-
tacar que arquivos no formato FASTA não possuem índices de qualidade referente às
suas sequências. No entanto, arquivos no formato FASTQ, que também são arquivos
simples de texto, como os arquivos FASTA, têm a capacidade de armazenar um ín-
dice de qualidade numérico associado a cada nucleotídeo, em uma sequência (COCK;
FIELDS et al., 2009).

Para reduzir a ocorrência de erros, os resultados gerados pelo QIIME 2
são estruturados semanticamente, com diretrizes claras sobre os tipos de entrada
aceitáveis. Dessa forma, é possível garantir a integridade e a confiabilidade dos dados,
promovendo uma análise mais precisa e confiável (BOLYEN et al., 2019).

Atualmente, o QIIME 2 pode ser manuseado de duas formas. A primeira
forma do QIIME 2 é voltada para um público que não é familiarizado com terminais
de linhas de comando e que prefere ferramentas que contam com interfaces gráficas
de fácil manuseio. Para esse público, o QIIME 2 conta com sua versão gráfica, de-
nominada QIIME 2 Studio, uma interface gráfica projetada para biólogos, médicos e
formuladores de políticas.

Em contrapartida, para aqueles com conhecimentos mais avançados em
programação e análise de dados, o QIIME 2 oferece várias opções de interface. Isso
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inclui a interface de programação de aplicativos QIIME 2, ideal para cientistas de da-
dos, que desejam automatizar fluxos de trabalho ou trabalhar interativamente no Jupy-
ter Notebooks. Além disso, o QIIME 2 disponibiliza o q2cli e o q2cwl, que fornecem
uma interface de linha de comando e wrappers CWL, para atender às necessidades
de especialistas em computação de alto desempenho (BOLYEN et al., 2019).

A figura 3, demonstra a tela de linha de comando do QIIME 2 referente a
sua versão q2cli.

Figura 3 – Painel de linha de comando referente a versão q2cli do QIIME 2

Fonte: Gerado pelo autor, 2024

2.2.4 Possibilidades de análises

A plataforma QIIME 2 permite que dados de microbiomas sejam todos tra-
tados em um mesmo lugar, realizando desde os primeiros processos da análise, como
a importação de dados brutos de sequenciamento, até análises de diversidade e taxo-
nomia (SILVA, L. R. G. d., 2022).

Atualmente, a ferramenta conta com plugins específicos, voltados para di-
ferentes objetivos de pesquisa. Dentre as análises que podem ser realizadas pelo QI-
IME 2, podemos citar a análise de metagenômica, a análise de diversidade, a análise
de composição taxonômica, a análise de abundância, a análise de alfa e beta diver-
sidade, a criação de árvores filogenéticas, a classificação taxonômica, entre vários
outros estudos, relacionados aos estudos gênicos (POOR, 2022; RIBEIRO, J. C. M.,
2022; SILVA, L. R. G. d., 2022), (FERRERO, 2021; VAZ, 2021; BOKULICH et al.,
2018).
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2.2.5 Parâmetros de Máquina e Modo de Uso

Nessa seção, serão apresentados conceitos referentes aos parâmetros ne-
cessários para a execução do software e seu modo de uso.

2.2.5.1 Parâmetros de Máquina - Hardware

Devido à sua alta compatibilidade, o QIIME 2 pode ser instalado em Siste-
mas Windowns, linux e MacOS. Atualmente, para a sua instalação, são recomendadas
máquinas que possuam, no mínimo, 7 GB de armazenamento livre em disco e, pelo
menos, 4 GB de memória RAM, como ponto de partida para a análise de pequenos
conjuntos de dados.

A quantidade de memória RAM disponível, assim como o poder de proces-
samento e espaço livre em disco, podem variar de acordo com o projeto e análises
desejadas (ESTAKI et al., 2020).

2.2.5.2 Pipeline

Uma vez tendo acesso a um ambiente devidamente configurado para aná-
lises, utilizando o QIIME, há uma série de etapas de transformações de arquivos a
serem seguidas. Essa sequência de etapas são caracterizadas por gerarem saídas,
que alimentam as entradas das transformações seguintes. Esse conjunto de proces-
sos é denominado de pipelines (TEIXEIRA; LEAL, s.d.).

Segundo Moreira (2019), uma pipeline para análise de dados de microbio-
mas pode ser resumida em três etapas principais, sendo elas: o pré-processamento
dos dados, a limpeza e remoção de ruídos e, por último, a análise dos dados.

Vale ressaltar que, antes mesmo do pré-processamento dos dados, é ne-
cessário realizar a preparação das pastas e arquivos desejados, nomeando-os de
acordo com convenção de nomenclatura Illumina (regra de nomenclatura para os ar-
quivos de entrada utilizados no QIIME 2). Esse processo faz-se necessário, devido às
estruturas semânticas de entrada, permitidas pela ferramenta (BOLYEN et al., 2019).

Em seu trabalho, Moreira (2019) fala que o pré-processamento dos dados é
composto por duas etapas fundamentais, sendo a primeira delas o agrupamento dos
dados por amostra de origem, utilizando os barcodes (códigos de barras) como refe-
rência. A segunda etapa é o processo de de multiplexagem, que consiste na remoção
dos barcodes, adicionados durante a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR).

É importante salientar que existem formatos, nos quais as bibliotecas de
sequenciamento não contam com arquivos de barcodes, como é o caso dos dados
em formato Casava 1.8 paired-end demultiplexed fastq. Nesse formato, existem dois
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arquivos de dados referentes a uma mesma amostra, um arquivo contendo as leituras
diretas e outro, contendo as sequências reversas. Dados nesse formato, por não pos-
suirem marcadores moleculares, dispensam a etapa de retirada dos mesmo, exigindo
na etapa de pré-processamento apenas o emparelhamento das leituras (BOLYEN et
al., 2019).

A etapa de limpeza e eliminação de ruídos consiste em remover reads, con-
tendo nucleotídeos ambíguos, homopolímeros; reads, contendo menos de 10 pares
de bases (bp) e reads com baixa ocorrência, sequências de ocorrência única (sin-
gletons), sequências quiméricas, causadas por erro na PCR, e sequências idênticas
(deduplicação, mantendo apenas uma cópia de cada sequência) (THOMPSON et al.,
2022; MOREIRA, 2019).

A análise dos dados consiste no agrupamento taxonômico, com identidade
mínima de 97% em OTUs e identificação dos OTUs, através da comparação com
banco de dados consolidados (JULI, 2017). É importante ressaltar que as pipelines
não são uma sequência estática de processos a serem seguidos, elas podem ser
criadas e personalizadas, de acordo com o objetivo do pesquisador (ESTAKI et al.,
2020).

A Figura 4 demonstra um exemplo de pipeline para a análise de DNA de
microorganismos.

Figura 4 – Exemplo de uma Pipeline para analise de dados biológicos

Fonte: (BOLYEN et al., 2019)

2.2.5.3 Pipeline - Importação, Filtragem e Criação da árvore filogenética

É notório dizer que, para se dar início à pipeline, primeiramente, é neces-
sário obter as sequências desejadas para a realização da análise. Essas sequências
podem ser provenientes de experimentos do próprio pesquisador ou cedidas por ter-
ceiros.
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Após a obtenção das sequências e o preparo das mesmas, é necessária a
importação desses dados para um artefato do QIIME, para isso, é utilizado o comando
qiime tools import, juntamente com o parâmetro type, acompanhado pelo tipo semân-
tico do artefato desejado. Outros parâmetros ainda são esperados pela ferramenta,
como o parâmetro de entrada (input), o qual é responsável por identificar quais serão
os arquivos a serem importados, e o parâmetro de saída (output), que será responsá-
vel por nomear o arquivo de saída, com o nome escolhido, e direcioná-lo ao diretório
desejado (BOLYEN et al., 2019).

Em seguida, para importação dos dados para um artefato QIIME, é neces-
sário realizar o controle de qualidade dos mesmos. Nessa etapa da pipeline o controle
de qualidade dos dados podem ser realizados por vários plugins dentro da ferramenta.
Alguns exemplos são: DADA2, Deblur e basic quality-score-based filtering. Esses plu-
gins são responsáveis por gerarem o mesmo resultado dentro da pipeline, portanto
podem substituir um ao outro sem problemas (BOLYEN et al., 2019).

Ambos os métodos resultaram em dois artefatos QIIME 2, um FeatureTa-
ble[Frequency], que contém a frequência de cada sequência, única em cada amostra
do conjunto de dados, e um FeatureData[Sequence], que mapeia os identificadores
de recursos nas sequências representativas, contidas na FeatureTable (BOLYEN et
al., 2019).

Ao concluir a etapa de filtragem, para explorar os dados resultantes, é ne-
cessário criar arquivos de visualização, os arquivos .QZV. Os arquivos .QZV gera-
dos conterão informações sobre a quantidade de sequências, que estão associadas
a cada amostra e a cada recurso, além de histogramas referentes à distribuição das
sequências analisadas e algumas estatísticas de resumo relacionadas. Além disso, o
comando fornecerá um mapeamento de IDs de recursos para sequências e fornecerá
links para facilitar as buscas BLAST de cada sequência, no banco de dados NCBI nt
(BOLYEN et al., 2019).

Com esses dados em mãos, torna-se possível a criação de uma árvore filo-
genética, que é responsável por estabelecer as relações entre os dados de contagem
de características encontrados na FeatureTable[Frequency]. Para estabelecer as rela-
ções entre essas características, é essencial criar uma árvore filogenética enraizada.
Esse processo é realizado com a ajuda do plugin q2-phylogeny, usando o comando
align-to-tree-mafft-fasttree Bolyen et al. (2019).

Ainda segundo Bolyen et al. (2019), nesse ponto da pipeline, é utilizado
o programa mafft, que realiza o alinhamento múltiplo das sequências do Feature-
Data[Sequence] criando um artefato FeatureData[AlignedSequence]. Em seguida, o
software executa uma etapa de filtragem ou máscara para eliminar posições que exi-
bem alta variabilidade. Após os dados passarem pela máscara, o FastTree, gera-se
uma árvore filogenética, com base no alinhamento que foi previamente mascarado. É
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importante destacar que o FastTree gera inicialmente uma árvore sem raiz. Portanto,
na etapa final deste processo, é realizada a técnica de enraizamento no ponto médio,
que posiciona a raiz da árvore no ponto médio da maior distância entre as extremi-
dades da árvore sem raiz. Esse último passo é essencial para garantir que a árvore
filogenética esteja devidamente enraizada e pronta para análises subsequentes, prin-
cipalmente na avaliação da diversidade filogenética.

Com a árvore gerada, torna-se possível a realização das análises de alfa e
beta diversidade dos dados estudados. Essas análises podem ser realizadas dentro
do QIIME, através do plugin q2-diversity, que é responsável por realizar o cálculo
de métricas de diversidade alfa e beta, aplicando testes estatísticos relacionados e
gerando visualizações interativas (BOLYEN et al., 2019).

2.2.5.4 Pipeline - beta e alfa diversidade

Para o início das análises de beta diversidade, é utilizado o método core-
metrics-phylogenetic, acompanhado pelo parâmetro –p-sampling-depth,que é respon-
sável por setar a profundidade de amostragem uniforme (rarefação), bem como outros
parâmetros de entrada, que indicam quais arquivos serão utilizados nessa análise
e o parâmetro de saída. O método core-metrics-phylogenetic rarefaz a FeatureTa-
ble[Frequency] a uma profundidade pré-estabelecida pelo usuário, realiza o cálculo
de várias métricas de diversidade alfa e beta e gera gráficos de análise de coordena-
das principais (PCoA), usando o EMPeror para cada uma das métricas de diversidade
beta (BOLYEN et al., 2019; VÁZQUEZ-BAEZA et al., 2013).

Dentro da análise de diversidade, é possível calcular a composição microbi-
ana da amostra, em alfa e beta diversidade, em que, para análise de composição alfa,
se utiliza o comando qiime diversity alpha-group-significance, acompanhado dos parâ-
metros de entrada e saída duas vezes. Na primeira vez, é setado o parâmetro de en-
trada, utilizando o arquivo: --i-alpha-diversity core-metrics-results/faith_pd_vector.qza"
e a segunda --i-alpha-diversity core-metrics-results/evenness_vector.qza", (BOLYEN
et al., 2019).

Já a análise de composição beta, utiliza o comando qiime diversity beta-
group-significance, acompanhado dos parâmetros de entrada e saída duas vezes, as-
sim como na alfa. O que difere a análise beta da alfa são suas entradas, uma vez que
se utilizam o arquivo "unweighted_unifrac_distance_matrix.qza" em suas duas entra-
das, mas variam o parâmetro (–m-metadata-column) de acordo com as colunas do
metadata utilizado (BOLYEN et al., 2019).

Para a exploração da diversidade alfa, utiliza-se o comando qiime diversity
alpha-rarefaction, acompanhado dos parâmetros de entrada e saída. Esse comando
permite calcular várias métricas de diversidade alfa em diferentes profundidades de
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amostragem. Para cada profundidade de amostragem, são criadas 10 tabelas rare-
feitas e, em seguida, as métricas de diversidade são calculadas para todas as amos-
tras contidas nessas tabelas. Como resultados, os valores médios da diversidade
são plotados para cada amostra, em cada profundidade de amostragem. Além disso,
é possível agrupar as amostras com base em metadados fornecidos, se estes esti-
verem disponíveis através do parâmetro correspondente, na visualização resultante
(BOLYEN et al., 2019).

Como resultado desse processo, será gerado um arquivo de visualização,
contendo dois gráficos. O gráfico superior é um gráfico de rarefação alfa e é usado,
principalmente, para determinar se a riqueza das amostras foi totalmente observada
ou sequenciada. Já o gráfico inferior, nesta visualização, desempenha um papel cru-
cial ao agrupar as amostras com base em metadados. Ele mostra o número de amos-
tras, que permanecem em cada grupo, quando a tabela de características é submetida
à rarefação em diferentes profundidades de amostragem (BOLYEN et al., 2019).

2.2.5.5 Pipeline - Atribuição Taxonômica

Outra opção de análise existente no QIIME é a análise taxonômica, que
consiste em um processo de atribuição taxonômica para as sequências, contidas no
artefato FeatureData[Sequence], através de comparações com banco de dados de
referência. Para realizar essa atribuição, são necessários um classificador taxonô-
mico pré-treinado, que já está embutido no comando plugin q2-feature-classifier, e um
banco de dados conceituado, como referência (BOLYEN et al., 2019).

Classificadores pré-treinados são softwares que foram treinados sob a ótica
de aprendizado de máquina, utilizando uma grande base de dados. Esses classifica-
dores foram condicionados a reconhecer padrões, com base na vasta gama de dados
de referência, e sua acurácia de reconhecimento apresentou resultados aceitáveis.
Desse modo, são considerados apropriados para a classificação de novos dados (RA-
MOS et al., 2018).

Como resultado desse processo, é gerado um arquivo de visualização, no
formato de tabela, no qual são apresentadas três colunas: a primeira contém o ID,
correspondente à amostra; a segunda contém informações taxonômicas relacionadas
a ela e a terceira contém o percentual de confiabilidade da taxonomia, variando de 0
a 1 (BOLYEN et al., 2019).

Ainda dentro da classificação taxonômica, é possível criar gráficos interati-
vos, referentes às amostras, utilizando o comando qiime taxa barplot, juntamente aos
parâmetros de entrada e saída desejados (BOLYEN et al., 2019).
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2.3 Estudos de microbiomas

Nessa seção, serão abordados conceitos importantes a respeito do que são
microbiomas.

2.3.1 Microbiomas: Conceitos

O termo “microbioma” foi citado, pela primeira vez, por Joshua Lederberg e
Alexa T. McCray, em seu trabalho, no qual definiram microbioma como “a comunidade
ecológica de microrganismos comensalistas, simbiontes ou patogênicos, que literal-
mente ocupam o espaço de nosso corpo”. Essa definição, inicialmente, referia-se ao
microbioma humano. No entanto, para abranger os microrganismos em qualquer am-
biente, o termo refere-se ao conjunto de microrganismos que habitam um determinado
hospedeiro ou que coexistem em um ambiente específico (CARDOSO; ANDREOTE,
2016; BOON et al., 2014; ANDREOTE, 2014).

Segundo o Ribeiro (s.d.), diversidade significa característica ou estado do
que é diverso, diferente, diversificado. É notório dizer que exista uma diversidade
muito grande, referente aos seres vivos do planeta Terra. Para se referir a essa diver-
sidade, foram cunhados dois termos, os quais são intercambiáveis entre si, mas que
se referem a essa grande variedade de seres vivos, “Biodiversidade” e “Diversidade
Biológica”.

Estes dois termos vieram com o intuito de abranger temas fundamentais da
ecologia e da biologia evolutiva, referentes à diversidade de espécies e os ambientes
que os sustentam (FRANCO, 2013). A biodiversidade ou diversidade biológica cor-
responde ao somatório de toda a variação biótica existente, partindo desde genes a
ecossistemas (ROCHA; VALE, 2017; PURVIS; HECTOR, 2000).

2.3.2 Análises de microbiomas

As análises de microbiomas referem-se ao estudo dos microrganismos pre-
sentes em um determinado ambiente. Essas análises são cruciais para compreender
a diversidade, a função e a dinâmica dessas comunidades microbianas, em relação
ao ambiente em que vivem (SALGADO, 2021; KLEIN, 2021; RIBEIRO et al., 2014).

Segundo Galloway-Peña e Hanson (2020), ao se estudar microbiomas, as
diferenças entre amostras são frequentemente avaliadas, usando métricas de diversi-
dade alfa e beta.

A diversidade alfa é responsável por calcular a abundância de indivíduos e
a riqueza de espécies, em um determinado local ou comunidade. Para o cálculo dessa
diversidade, existem métricas amplamente utilizadas pela comunidade, como os índi-
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ces de Shannon-Wiener, Simpson, estimador de abundância Chao1, diversidade filo-
genética de Faith, além de várias outras métricas (BENÍCIO et al., 2023; CARVALHO,
F. A.; FELFILI, 2007).

Diversidade beta é um cálculo realizado sobre a variação na composição
das espécies, entre diferentes unidades amostrais. Uma abordagem convencional
para calcular a diversidade beta é por meio da dissimilaridade de Bray-Curtis, uma
medida quantitativa, que leva em consideração a abundância de táxons ao comparar
duas comunidades. Além de considerar as abundâncias de táxons, a distância Unifrac
ponderada também incorpora o parentesco filogenético ao avaliar as diferenças entre
duas comunidades. Por outro lado, a distância Unifrac não ponderada é uma medida
qualitativa, que leva em conta apenas a presença e ausência de táxons. Ambas as me-
dições do Unifrac exigem o uso de uma árvore filogenética, já que as pontuações são
derivadas do cálculo das distâncias totais dos ramos entre as bactérias compartilha-
das e não compartilhadas, em uma árvore filogenética (GALLOWAY-PEÑA; HANSON,
2020).

Existem vários outros métodos para o cálculos de diversidade beta, como,
por exemplo, pelos índices de diversidade Whittaker, Sørensen, Jaccard. O índice de
Jaccard, também conhecido como coeficiente de similaridade, é uma medida quali-
tativa, que não leva em consideração as abundâncias relativas, focando apenas na
presença ou ausência de elementos. Ao avaliar a presença, ausência e abundância
dos táxons, é possível examinar a extensão das diferenças nas composições das co-
munidades entre as amostras. Quando possível, a inclusão do parentesco filogenético
permite uma avaliação da divergência evolutiva (KNIGHT et al., 2018). Esses índices
fornecem medidas quantitativas da diversidade beta e podem ser utilizados para a
comparação de diferentes habitats e locais, em relação a suas espécies (MOURA,
2020; MAGURRAN, 1988).

2.3.3 Correlação com metadados

Segundo Madigan, Martinko e Bender (2016), os microorganismos estão
presentes em todos os lugares que ofereçam suporte à vida, em nosso planeta. Isso
engloba desde de habitats familiares a nós, como solo, água e ar, assim como ambien-
tes extremos para a sobrevivência de macroorganismos. Exemplos desses ambientes
extremos são os vulcões, lagos congelados ou águas extremamente salinas.

Além de ser conhecido como o substrato responsável pela fixação e de-
senvolvimento das plantas, o solo também deve ser considerado um “ente vivo”, pois,
em sua composição, estão presentes inúmeros animais e microorganismos (PARRON
et al., 2015). Segundo Bald et al. (2021), devido à sua heterogeneidade constituinte, o
solo apresenta maior diversidade bacteriana que a água e o ar. Os microorganismos
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do solo, comumente denominados de microbiota, são representados por cinco gran-
des grupos, possuindo diversidade e quantidade elevadas: bactérias, actinomicetos,
fungos, cianobactérias e protozoários.

Ainda segundo Bald et al. (2021), os microorganismos do solo correspon-
dem a uma porcentagem entre 1 e 4% do carbono total contido no solo e ocupam
cerca de 5% do espaço poroso desse substrato. No entanto, graças às suas diversas
características, o solo é um ambiente estressante, cuja principal causa é a limitação
por recursos, desse modo, o número de bactérias e fungos, em estado ativo, fica
abaixo dos 30%.

Em relação à diversidade genética, o solo destaca-se como um ambiente
com inúmeras e variadas populações de microrganismos, tornando-se o reservatório
final para a maioria deles. Além disso, o solo abriga bilhões de organismos, os quais
possuem funções e nichos ecológicos específicos. Nesse intricado ecossistema, cada
organismo contribui para uma variedade de processos, que ocorrem no solo, promo-
vendo uma interconexão vital para a saúde e a fertilidade desse ambiente (MATTOS,
2015).

Em seu trabalho, Cotta (2016) fala que a diversidade microbiana está inti-
mamente ligada a uma série de fatores, tanto abióticos (como atmosfera, temperatura,
água, pH, potencial redox, fontes nutricionais, entre outros) quanto bióticos (incluindo
genética microbiana e interações entre microrganismos), que desempenham papéis
essenciais no desenvolvimento microbiano e na organização da comunidade viva pre-
sente nos solos. A interação entre esses fatores exerce uma influência direta sobre
a ecologia, a atividade e a dinâmica populacional dos microrganismos presentes no
solo (KUBIAK, 2017).

2.4 Tipos de Sequenciamento

O sequenciamento do ácido desoxirribonucléico (DNA) envolve uma série
de procedimentos bioquímicos, que visam determinar a sequência das bases nitro-
genadas que compõem o código genético de cada ser vivo. As bases nitrogenadas
constituintes do DNA são: adenina (A), guanina (G), citosina (C) e timina (T) (SANTOS
et al., 2013; WATSON; CRICK, 1953)

Conforme destacado por Silva, Lima e Souza (2022), os sequenciadores de
DNA, atualmente, são categorizados em quatro gerações distintas. A primeira geração
é representada pelos métodos Maxam-Gilbert e Sanger, em que o primeiro método de
sequenciamento de DNA, proposto por Allan Maxame e Walter Gilbert, no início dos
anos 1970, se baseia na clivagem química da molécula de DNA. Em 1977, baseado
nos estudos de Maxam-Gilbert, Frederick Sanger aperfeiçoou e popularizou o método.
O método de sequenciamento Sanger é realizado a partir de uma cadeia “simples
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de DNA”, obtida pela desnaturação da molécula nativa por meio de calor. Esta fita
“simples de DNA” atuará como molde para gerar a metade complementar da dupla
hélice desejada. Essa técnica também conta com a marcação por radioatividade, que
identifica fragmentos de DNA e a síntese desses fragmentos, a partir da fita molde
(SILVA; LIMA; SOUZA, 2022; HAWKINS, 2017; MARTINS, 2013; SANTOS et al.,
2013).

O sequenciamento Sanger, assim como vários outros sequenciadores, é
otimizado através da reação em cadeia da polimerase (PCR), um processo que gera
pequenos fragmentos homogêneos de DNA. Esses fragmentos, especialmente aque-
les com tamanhos na faixa de 200 a 1000 pares de bases (pb), são particularmente
vantajosos para o sequenciamento Sanger. A PCR simplifica a obtenção desses frag-
mentos, contribuindo para a eficiência e precisão da técnica de sequenciamento ao
produzir materiais genéticos ideais para análise (HAWKINS, 2017).

Já na segunda geração, o Método de Pirosequenciamento, método desen-
volvido por Mostafa Ronaghi e Pål Nyrén, no Instituto Real de Tecnologia, em Esto-
colmo, no ano de 1996 (CARVALHO, M.; SILVA, D., 2010). O Pirosequenciamento é
um método de sequenciamento, no qual se detecta a atividade da DNA polimerase, ao
se medir o pirofosfato (PPi) liberado pela adição de um dNTP à extremidade 3’ de um
primer. Essa metodologia possibilita a identificação da sequência de uma única fita
de DNA, através da síntese de sua fita complementar, adicionando um par de bases
por vez e identificando a base adicionada em cada etapa (DIAS, 2014; MELLO et al.,
2012; PYROSEQUENCING. . . , s.d.).

A terceira geração foi marcada a partir de 2011, com o lançamento da
Plataforma Ion Torrent PGM™, pelas empresas Life Technologies e Thermo Scien-
tific. A nova forma de sequenciamento foi apresentada à comunidade como uma fer-
ramenta de sequenciamento de bancada (benchtop), que se dedica principalmente
ao sequenciamento de pequenos genomas ou grupos específicos de genes (SILVA;
LIMA; SOUZA, 2022).

Esse novo método, para o sequenciamento de nucleotídeos, foi o primeiro
a ser capaz de realizar o sequenciamento do DNA sem a utilização de moléculas pré-
modificadas, como é o caso dos nucleotídeos marcados com fluorescência. Graças
a isso, o método Ion Torrent tornou os equipamentos e reagentes para o sequencia-
mento mais baratos e mais acessíveis (RIBEIRO, I., 2020).

De acordo com Oliveira (2015), o fluxo de trabalho do método Ion Torrent
possui três etapas, sendo a primeira a construção da biblioteca, a segunda, o pre-
paro do template e, por fim, o sequenciamento em chip semicondutor. O processo
de construção da biblioteca desejada tem início com a fragmentação do DNA de inte-
resse, sendo essa fragmentação resultante de uma via enzimática ou mecânica. Em
seguida, os fragmentos recebem, em suas extremidades, dois adaptadores de DNA,
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cujas sequências são denominadas de A e P1.
Um diferencial das plataformas de terceira geração é o fato de possibili-

tarem o sequenciamento de múltiplas amostras, em uma única corrida de sequencia-
mento. Para que isso ocorra, são anexados, junto aos adaptadores A e P1, sequências
denominadas barcodes, as quais são específicas para cada amostra. Isso permite
que, durante a análise, cada amostra seja corretamente identificada. Esse processo
de sequenciamento múltiplo é denominado multiplex (LOBATO, 2011), (YAMAGUTI,
2009).

Segundo Silva, Lima e Souza (2022), a quarta geração de sequenciamento
genômico foi marcada pelo Método Oxford Nanopore, que foi apresentado em 2012,
pela empresa Oxford Nanopore Technologies, o qual consiste na incorporação de um
poro de proteína a uma membrana de polímero sintético, dentro do microchip. Essa
tecnologia baseia-se em nanoporos individuais, inseridos em uma membrana sinté-
tica. À medida que cadeias específicas de DNA atravessam esses nanoporos, cada
nucleotídeo provoca alterações específicas em uma corrente elétrica, sendo essa in-
formação traduzida em dados de sequenciamento (EISENSTEIN, 2012). O método
de sequenciamento da Oxford Nanopore dispensa o uso de marcação fluorescente,
resultando em uma redução de custos e um aumento significativo na velocidade do
processo (COSTA, 2020).

No cenário atual, a crescente geração de dados genéticos, como o sequen-
ciamento de genomas e transcritomas, está se tornando cada vez mais acessível, à
medida que os custos continuam a diminuir. Isso ocorre devido aos progressos nas
técnicas de sequenciamento, juntamente ao aumento na capacidade de processa-
mento e armazenamento de computadores, permitindo a produção extensiva de da-
dos relacionados à abundância de proteínas e metabólitos (SILVA, 2022; OLIVEIRA,
V. G. P. d., 2022; MELO, 2015; SILVA, P. I. T., 2012).

2.5 Aplicação do Sequenciamento

As técnicas de sequenciamento de DNA desempenham um papel funda-
mental em estudos dentro da biologia molecular, genômica, medicina, entre várias
outras áreas. Essas técnicas possibilitam, aos pesquisadores, analisar as informa-
ções genéticas contidas nas amostras, fornecendo informações cruciais sobre a com-
posição genômica, variações genéticas e a expressão de genes (CAMPOS, 2021;
MARCO, 2019; STRÖHER, 2018).

Devido às limitações dos métodos tradicionais para a identificação de mi-
croorganismos e ao crescente interesse nas comunidades microbianas, é possível,
por meio das tecnologias de sequenciamento de DNA, explorar não apenas os mi-
croorganismos cultiváveis em laboratório, mas também aqueles que não podem ser
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cultivados em bancada, uma vez postulado que, cerca de 95-99% das espécies mi-
crobianas presentes em determinados nichos ecológicos, não são cultiváveis através
dos métodos clássicos (FRANCO, 2022; NISHIYAMA, 2021; GOI; SOUZA, 2006).

Graças à inviabilidade do cultivo de vários microorganismos de interesse,
os microbiologistas aderiram à prática de abordagens moleculares, independentes de
cultivo para a realização de seus estudos, referentes à composição e distribuição das
comunidades microbianas. Optaram principalmente pela análise de genes do RNA,
amplificado diretamente do DNA obtido através da amostra em estudo e submetida à
clonagem molecular (FRANCO, 2022).

Segundo Paranhos (2019) e Ronconi (2008), o sequenciamento do gene
rrs, popularmente conhecido por 16S, é uma ferramenta essencial na taxonomia bac-
teriana, permitindo a identificação das espécies. Isso ocorre devido ao RNA ribosso-
mal (rRNA) ser uma molécula altamente conservada, tanto funcional como sequenci-
almente, com regiões moderadamente variáveis.

De acordo com Vogel et al. (2009), os microrganismos presentes no “solo
vivo” desempenham um papel fundamental para toda a vida superior em nosso pla-
neta, sendo responsáveis por processos terrestres, que impactam diretamente nossa
qualidade de vida. Esses microrganismos desempenham funções essenciais na ferti-
lidade do solo, na ciclagem do carbono e na ciclagem de nutrientes, contribuindo de
maneira crucial para os ecossistemas terrestres e para a sustentabilidade ambiental.

Embora os microrganismos sejam os responsáveis por funções essenciais
nos solos, devido a limitações para o cultivo desses seres em laboratório, pouco se
sabe sobre suas populações e funções desempenhadas. Nesse contexto, a meta-
taxonômica apresenta-se como uma poderosa ferramenta de análise da diversidade
microbiana do solo (SANTI, 2019).

Em seu trabalho, Marchesi e Ravel (2015) fala que a metataxonomia é o
termo utilizado para denominar o processo de alto rendimento, usado para caracteri-
zar toda a microbiota e criar uma árvore metataxonômica, a qual relaciona todas as
sequências obtidas.

Graças ao conhecimento aprofundado dos microorganismos e seus proces-
sos biológicos, torna-se possível desenvolver estratégias mais eficientes para diversas
aplicações, como a promoção da saúde humana, a otimização de processos industri-
ais e agrícolas e a preservação ambiental, explorando da melhor forma possível os
benefícios proporcionados pelos microorganismos em vários setores (KOIDE, 2022;
SANTI, 2019).
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2.6 Caracterização do Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC)

Situado na região sudeste do estado de Minas Gerais - Brasil, abrangendo
11 municípios mineiros, o Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC) foi criado em
3 de abril de 1972, pelo decreto n°70.355, o qual estabeleceu uma área de extensão,
para o mesmo, de 197.787ha. Dessa área total estabelecida, atualmente, cerca de
82.000ha são regularizados (MESSIAS; FERREIRA, 2016).

O relevo da região oscila entre altitudes, que variam entre 900 a 1.496
metros, alternado entre seus tipos de solos, latossolos vermelho-amarelo, distróficos
de textura argilosa. O clima da região exibe um padrão sazonal, com grande incidência
de chuvas, no período de verão, e estiagem durante o inverno. A temperatura média,
durante o mês mais frio, fica a abaixo de 18 ◦C, enquanto a do mês mais quente
excede 22 ◦C (SILVA, A. A. C., 2019).

A região do PNSC está situada no bioma cerrado e apresenta uma diver-
sidade de fitofisionomias, incluindo florestas mesófilas de encosta, capões, cerradão,
cerrado sensu stricto, campo cerrado, campo limpo e campo rupestre em sua compo-
sição vegetal (EDMUNDO, 2014).

Segundo ICMBio (2016), o PNSC é lar de uma notável diversidade de fauna
e flora. No PNSC, encontram-se numerosas espécies raras, endêmicas e/ou ameaça-
das, conferindo-lhe status de área prioritária para conservação na região Neotropical,
especialmente devido à riqueza de sua avifauna. Além disso, é considerado um abrigo
de grande relevância para aves, designado como Área Importante para a Conserva-
ção das Aves (IBA- Important Bird Are), no domínio do Cerrado. No que diz respeito
à flora, muitas espécies são exclusivas do parque e algumas, até recentemente, eram
desconhecidas pela comunidade científica.

2.6.1 Causa e impactos das queimadas e incêndios florestais

Os raios representam uma das principais origens de ignição em savanas,
onde a estação seca prolongada torna o componente herbáceo suscetível a incên-
dios. As queimadas resultantes de descargas elétricas são consideradas mais como
um distúrbio, capaz de contribuir para a conservação da biodiversidade natural em
ecossistemas propensos ao fogo (MAGALHÃES; LIMA; RIBEIRO, G. A., 2012).

Diante dos benefícios decorrentes da influência do fogo na vegetação des-
sas regiões, a abordagem para combater os incêndios de origem natural no PNSC
envolve apenas intervenção se a chuva não for suficiente para extinguir os focos. O
combate direto é implementado apenas quando os incêndios atingem proporções con-
sideráveis, ameaçando as áreas de proteção que abrigam fitofisionomias florestais,
locais de pesquisa e refúgios de espécies (ICMBIO, 2016).
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No Brasil, os incêndios florestais nas Unidades de conservação são provo-
cados, em sua grande maioria, pela utilização errada do fogo para: (a) a renovação
de pastagens, melhorando a qualidade do alimento, (b) limpeza de áreas, tanto agrí-
cola quanto florestal, (c) como ferramenta para abertura de novas fronteiras agrícolas,
(d) controle de pragas e doenças, (e) melhorar o manejo de pré-colheita em diversas
culturas (REDIN et al., 2011; MEDEIROS; FIEDLER, 2004).

A utilização do fogo, normalmente, é realizada sem a construção de aceiros
para contenção das chamas, assim, como as condições climáticas não são verifica-
das, o período da queima é inadequado e há, por parte dos praticantes, o desconhe-
cimento sobre equipamentos para o controle do fogo e os impactos provocado por ele
no ambiente (MEDEIROS; FIEDLER, 2004).

O fogo, como agente transformador, possui um grande potencial de modi-
ficação do ambiente, uma vez que o mesmo pode ser responsável por interferir nas
trajetórias sucessionais das comunidades vegetais, assim como na microbiota do solo;
além de modificar as propriedades físico-químicas e estruturais do mesmo (ABREU et
al., 2004). Várias dessas alterações possuem caráter sinérgico, dos quais, muitas ve-
zes, são irreversíveis e podem vir a impactar o clima e o processo hidrológico do local.
É necessário salientar que os efeitos microbianos do solo, assim como os efeitos do
carbono no solo, são de longo prazo, podendo durar até mesmo décadas (MASSMAN;
FRANK; MOONEY, 2010).

2.6.2 O Plano de Manejo Integrado do Fogo do Parque Nacional da Serra da Ca-
nastra (PNSC)

Segundo Souza et al. (2016), o Parque Nacional da Serra da Canastra
(PNSC) encontra-se entre as unidades de conservação (UC) brasileiras que mais so-
frem com a alta frequência de incêndios. Os incêndios criminosos são identificados
como as principais causas das extensas queimadas que afetam a unidade. Apesar
dos esforços contínuos de prevenção e combate aos incêndios, ao longo dos anos no
parque, os resultados obtidos ainda não são completamente satisfatórios.

Nesse contexto, de acordo com o INPE (2016), a implementação do sistema
de monitoramento por imagens de satélite, resultante da parceria entre INPE, IBAMA
e ICMBIO, a partir de 2010, teve como objetivo registrar a ocorrência de incêndios
florestais e avaliar a extensão das áreas afetadas.

Essa colaboração proporcionou informações precisas, possibilitando a ela-
boração de Relatórios de Ocorrência de Incêndios, enriquecidos por mapas detalha-
dos das regiões atingidas pelo fogo. Com base nessas informações, observou-se que
as ações de prevenção e combate a incêndios florestais não têm alcançado os resulta-
dos desejados, especialmente em relação aos incêndios tardios que ocorrem no final
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da estação seca. Esses eventos têm causado consideráveis danos à biodiversidade.
No entanto, esses relatórios têm desempenhado um papel crucial, como norteadores
no planejamento do manejo integrado do fogo (SILVA, A. A. C., 2019; ICMBIO, 2016).

Conforme descrito por Schmidt et al. (2016), o MIF é uma abordagem que
leva em consideração aspectos ecológicos, culturais e de manejo. Essa abordagem
propõe a utilização de queimadas controladas, juntamente às medidas de prevenção e
combate a incêndios, com o objetivo de assegurar a conservação e o uso sustentável
dos ecossistemas.

Segundo Souza (2017), em 2017, foi implantado o Programa de Manejo
Integrado do Fogo no PNSC. O MIF almeja, como resultados práticos finais, a busca
pela criação ou promoção dos cenários mais favoráveis para todos os participantes e
elementos envolvidos na questão do fogo, abrangendo a biodiversidade, os recursos
naturais, as comunidades humanas tradicionais que utilizam o fogo, assim como aque-
las que não fazem uso direto, mas que podem ser impactadas em diferentes escalas
e intensidades por seus efeitos diretos e indiretos. Esses objetivos estão alinhados
com os princípios da biologia da conservação, enquanto disciplina científica, e com as
práticas de manejo de UC, conforme estipulado pela legislação brasileira, por meio da
Lei 9985/2000 ou em outros países.

Além disso, foi implementada no PNSC a criação de aceiros, com o intuito
de gerenciar e, consequentemente, reduzir os impactos de incêndios controlados e
não controlados (SILVA, A. A. C., 2019).

De acordo com o ICMBio (2016), as queimadas devem ser realizadas de
forma controlada, em setores alternados de modo que: (i) a área queimada só se
torna sujeita a uma nova queima dois anos após a ocorrência da queimada inicial; (ii)
a queima deve ser realizada durante os meses de março, abril e maio, conforme o
regime climático, evitando períodos de estiagem; (iii) os setores destinados à queima
serão definidos pelos aceiros, adotando a prática de não queimar a totalidade de um
talhão, simultaneamente. O processo inicia-se em uma lateral, avançando para ou-
tros setores. Após um intervalo de tempo adequado (quanto mais extenso, melhor),
uma nova frente de fogo será iniciada em outra lateral, seguindo esse ciclo, sucessi-
vamente, até que todos os limites sejam queimados.

O procedimento de queima proposto possibilitará que os animais não se
vejam ameaçados pelo fogo, ao contrário do que ocorre em queimadas convencionais,
onde os quatro lados são queimados simultaneamente. Além disso, o intervalo de
retorno ao talhão favorece o brotamento da vegetação, proporcionando alimento e
atraindo a fauna para a área queimada, minimizando o risco de mortes da fauna local
por falta de alimento (SILVA, A. A. C., 2019; SOUZA, 2017).
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2.6.3 Microrganismos do Solo e Seu Papel Ecológico

Os microrganismos desempenham um papel crucial na biodiversidade ter-
restre, contribuindo de maneira significativa para os ciclos biogeoquímicos e influenci-
ando no funcionamento dos ecossistemas (SILVA, F. C. d. et al., 2016; RODRIGUES,
2013; BELL et al., 2005; TORSVIK; ØVREÅS; THINGSTAD, 2002).

Segundo Pedrosa et al. (2015), a maior concentração de atividade biológica
encontrada no solo estão principalmente situadas em suas primeiras camadas. Nes-
sas camadas, o componente biológico corresponde a uma parcela de 0,5% do volume
total do solo e corresponde a menos de 10% de sua matéria orgânica.

Os microrganismos encontrados no solo podem habitar tanto na camada
de serapilheira, onde contribuem para a decomposição do material orgânico na super-
fície do solo, quanto na rizosfera, região ao redor do conjunto de raízes, que constitui
uma zona de intensa atividade microbiana. Essa maior atividade de microrganismos
na rizosfera deve-se ao fato das raízes secretarem muitos tipos de açúcares, aminoá-
cidos e vitaminas, que estimulam o desenvolvimento microbiano (MANHAES; FRAN-
CELINO, 2013).

Dentre essas funções desempenhadas pelos microrganismos do solo,
destacam-se a capacidade de fixar nitrogênio, a decomposição de resíduos orgânicos,
a desintoxicação de pesticidas, o fornecimento de nutrientes para o solo e a produção
de compostos bioativos, como vitaminas e hormônios que auxiliam no crescimento
das plantas (NAIR; NGOUAJIO, 2012; GOI; SOUZA, 2006; ALFONSO; LEYVA; HER-
NÁNDEZ, 2005).

A Fixação Biológica de Nitrogênio (FBN) desempenha um papel essencial
para a manutenção da vida em nosso planeta. Embora o nitrogênio constitua apro-
ximadamente 80% da atmosfera terrestre, animais e plantas não têm a capacidade
de absorvê-lo, diretamente, em sua forma gasosa (LESSA, 2007). Para atender às
suas necessidades nutricionais relacionadas a esse elemento, os seres vivos depen-
dem da absorção de suas formas nitrogenadas, como amônia, nitratos ou compostos
orgânicos. Essas formas nitrogenadas são metabolizadas para a construção de bio-
massa, uma vez que o nitrogênio, como macronutriente essencial, está presente em
aminoácidos, proteínas, DNA, entre outras estruturas celulares (GOMES et al., 2020;
MARCHETTI; BARP, 2015).

A FBN é realizada por microrganismos procarióticos, conhecidos como dia-
zotróficos. Estes microrganismos podem existir de maneira independente, associar-se
a espécies vegetais ou estabelecer simbiose com leguminosas. Os diazotróficos de-
sempenham um papel significativo no crescimento vegetal, tanto por meio da FBN,
quanto pela produção de substâncias que favorecem o desenvolvimento radicular,
como o ácido indol acético, entre outros. Portanto, as bactérias diazotróficas associati-
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vas são reconhecidas como rizobactérias promotoras do crescimento vegetal (RPCV),
desempenhando um papel crucial na interação com as raízes das plantas e na cicla-
gem de nutrientes (SANTOS et al., 2017; MOREIRA et al., 2010).

Como já dito por Alfonso, Leyva e Hernández (2005), uma das funções de-
sempenhadas pelos microrganismos é a decomposição e liberação de nutrientes no
solo. Segundo Tauk (1990), a decomposição de resíduos orgânicos no solo é um
processo complexo e diversificado. Inicialmente, ocorre uma rápida decomposição de
materiais facilmente degradáveis, seguido por um processo mais lento para materiais
mais resistentes à degradação. Essa desaceleração pode ser explicada pela adsor-
ção, estabilização de metabólitos e redução da taxa de biomassa no solo.

Conforme descrito por Machado et al. (2012), a decomposição dos resíduos
no solo contribui para o aumento da disponibilidade de nutrientes, promovendo mai-
ores concentrações de nitrogênio (N) e fósforo (P), além de ampliar a disponibilidade
de outros nutrientes nas camadas superficiais do solo.

Segundo Gavrilescu (2005), corroborado por Vacondio (2014), os microrga-
nismos, por meio da produção de suas enzimas, têm a capacidade de transformar pes-
ticidas e outros compostos químicos em fonte de alimento e energia. Essas enzimas
provocam alterações na estrutura química, propriedades toxicológicas e no potencial
poluente desses compostos (MATTOS, 2015).

Ainda de acordo com Vacondio (2014), a aplicação de microrganismos
como agentes de degradação de várias substâncias, como corantes, cosméticos, de-
tergentes, medicamentos e produtos químicos agrícolas, é reconhecida como um mé-
todo eficaz para mitigar os efeitos adversos desses contaminantes no ambiente. A
degradação biológica, promovida por atividades microbianas, é considerada o princi-
pal processo para a dissipação de contaminantes no solo.

O solo constitui um ambiente naturalmente diverso em sua composição,
abrigando inúmeras e variadas populações de microrganismos de todos os tipos. Com
bilhões de indivíduos, cada um desempenhando funções específicas e ocupando ni-
chos ecológicos distintos, o solo contribui para a manutenção da vida em todo o pla-
neta. Os principais conjuntos de organismos presentes no solo englobam bactérias,
vírus, fungos, algas, e uma macrofauna composta por artrópodes e protozoários (LEAL
et al., 2021; MATTOS, 2015).
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3 MATERIAIS E MÉTODOS

Neste capítulo, serão abordados os materiais e métodos adotados para a
execução deste trabalho.

Devido ao seu acesso gratuito e à ampla gama de análises que permite
realizar em um único ambiente, a Plataforma QIIME 2 foi escolhida como a ferramenta
de análise de dados biológicos.

A metodologia utilizada consistiu em pesquisar, na literatura e em fóruns
especializados na ferramenta Qiime 2, informações sobre os recursos computacio-
nais necessários para a execução de processos de mineração de dados biológicos.
As informações encontradas foram utilizadas para nortear a escolha das máquinas
a serem testadas quanto ao seu desempenho, em processos de bioinformática. A
pesquisa analisou o desempenho de cinco configurações distintas de máquina.

Devido ao alto custo para a montagem de todas as configurações de máqui-
nas analisadas, aliado à facilidade de criação e gerenciamento de máquinas virtuais,
foi contratado um serviço de virtualização de servidores. Isso possibilitou maior eco-
nomia para a pesquisa, além de oferecer maior variedade de opções de configurações
de máquinas a serem testadas.

Para validar os ambientes configurados e avaliar o desempenho de cada
máquina, foi realizada a análise de um conjunto de dados biológicos, utilizando o
Qiime 2. O desempenho de cada máquina foi então avaliado com base na conclusão
da pipeline desenvolvida e no tempo necessário para completar o processo.

3.1 Descrição da pipeline Qiime 2

A pipeline utilizada foi constituída por quatro etapas: pré-processamento
dos dados, limpeza e remoção de ruídos, mineração dos dados e, por último, análise
dos dados. A primeira etapa envolveu a importação das 96 bibliotecas para um ar-
tefato Qiime 2. Após a criação desse artefato, foi gerado um arquivo de visualização
correspondente. Ambos os artefatos foram utilizados na etapa de limpeza dos dados.
O artefato contendo os dados importados serviu como input no processo de limpeza,
enquanto o artefato de visualização foi utilizado para determinar os pontos de corte e
truncamento a serem aplicados.

A etapa de limpeza e eliminação de ruídos consistiu em remover todas as
sequências com baixa qualidade de sequenciamento, sequências únicas, quiméricas
e duplicadas. Vale ressaltar que, nessa etapa, o corte e truncamento das sequên-
cias foram realizados manualmente, com base na análise dos gráficos de qualidade,
gerados a partir do artefato de visualização criado anteriormente.

A etapa de mineração dos dados foi composta por processos de manipu-
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lação do arquivo resultante da etapa de limpeza. Nessa fase, os dados foram sub-
metidos a processos de classificação taxonômica, criação de uma árvore filogenética,
análise de alfa e beta diversidade e identificação de vias metabólicas.

O processo de classificação taxonômica utilizou um classificador taxonô-
mico pré-treinado e um banco de dados de referência, reconhecido pela comunidade
científica para atribuir a taxonomia às sequências de DNA analisadas.

Já para a criação da árvore filogenética, foi utilizado o comando qi-
ime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree, tendo como entrada o artefato represen-
tative_sequences.qza resultante do processo realizado anteriormente. Essa árvore,
inicialmente, foi gerada sem raiz e, posteriormente, foi enraizada no ponto médio da
maior distância entre as extremidades da árvore sem raiz.

Para a análise de alfa e beta diversidade, foram utilizados os comandos qi-
ime diversity alpha e qiime diversity core-metrics-phylogenetic, respectivamente. Cada
comando foi definido com os parâmetros necessários para a realização de cada uma
das métricas.

Por fim, temos a identificação das vias metabólicas, que seguem a mesma
sequência de processos já descrita. No entanto, ela é desenvolvida dentro de um
plugin, adicionado ao Qiime 2, denominado Picrust 2. Vale ressaltar que não é neces-
sário importar e filtrar os dados novamente, podem-se iniciar os processos utilizando
o artefato resultante do processo de filtragem já realizado.

Após a conclusão das etapas anteriores, a análise dos dados envolve a
interpretação das informações, geradas ao final da mineração, e a aplicação dessas
informações aos objetivos propostos.

3.2 Diferentes estratégias de delineamento de máquina para execução da pipe-
line

Com base nas informações encontradas na literatura e em fóruns especiali-
zados na ferramenta Qiime 2, foi possível delinear as configurações necessárias para
a execução das análises de dados, utilizando o Qiime 2. Para as análises, foram con-
figuradas cinco máquinas distintas para os testes, em que, cada uma, apresentou um
aumento significativo de recursos em relação à máquina anterior. As configurações
analisadas variaram desde máquinas comuns, encontradas em computadores pesso-
ais, até configurações mais potentes, geralmente utilizadas em pequenos servidores.
A primeira máquina configurada foi a máquina 01, que possuía a menor disponibili-
dade de recursos, com 2 vCPUs e 4 GB de RAM. Essa configuração mais simples foi
utilizada nos testes para avaliar se máquinas, com recursos limitados, são capazes de
realizar processos de bioinformática. Da mesma forma, as máquinas 02 e 03, com 4
vCPUs e 8 GB de RAM e 6 vCPUs e 16 GB de RAM, respectivamente,também foram
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testadas para verificar se computadores pessoais, com diferentes níveis de capaci-
dade, podem executar processos de mineração de dados biológicos de forma eficaz.

As máquinas 04 e 05 forão as que apresentaram disponibilidade de recur-
sos não encontrados com frequência, em computadores pessoais, apresentando 8
vCPUs e 32 GB de RAM e 16 vCPUs e 64 GB de RAM, respectivamente. A máquina
04 foi descrita, com base nas informações coletadas, como aquela com a configura-
ção necessária para a realização de pesquisas de bioinformática, em ambientes de
pesquisa reais. Já a máquina 05, que apresenta a maior disponibilidade de recursos,
foi testada para verificar se o aumento na quantidade de recursos resulta em melhor
desempenho no processamento de análises de bioinformática.

Devido à grande quantidade de recursos demandados para a realização da
pesquisa, a contratação de um serviço de virtualização de servidores fez-se necessá-
ria. Isso ocorreu porque a máquina 05 possui recursos não encontrados no cotidiano.
Graças aos diferentes níveis de processamento das máquinas analisadas,

foi possível avaliar as estratégias para o delineamento de recursos, nas
análises de bioinformática. Para a avaliação das máquinas, todas foram submetidas às
mesmas baterias de teste, nas quais todas seguiram os mesmos processos descritos,
na pipeline específica.

Os resultados observados, em cada um dos testes, foram computados em
tabelas e posteriormente analisados, levando-se em consideração a conclusão dos
testes e qual o tempo demandado para o mesmo. Para evitar erros na cronometragem
do tempo demandado na execução de cada teste, foi inserido o parâmetro time no
código de cada processo executado. Esse parâmetro registrava a informação sobre
quanto tempo o processo levou para ser executado.

3.3 Validação da pipeline com os dados da microbiota do solo do PNSC

Para a validação dos ambientes configurados e da pipeline desenvolvida,
foram utilizados dados da microbiologia do solo, presentes no PNSC. Essa validação
consistiu em executar toda a pipeline desenvolvida, a partir da leitura de outras pipeli-
nes, presentes na literatura, e analisar os dados provenientes de seus processos.

A validação foi principalmente baseada na interpretação dos resultados pro-
venientes da análise de beta diversidade dos dados utilizados. Os resultados desse
processo foram úteis para analisar como as chamas modificam a microbiologia do
solo.
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3.4 Dados utilizados

Os dados utilizados nesses trabalhos são provenientes do banco de dados
do Laboratório de Biologia Molecular (LAB.BIOMOL), do Instituto Federal de Educa-
ção, Ciência e Tecnologia de Minas Gerais – Campus Bambuí. Os dados selecionados
são provenientes de pesquisas conduzidas no LAB.BIOMOL, oriundos de outros pro-
jetos, porém, até o momento, não foram objeto de estudo específico.

O conjunto de dados, destacados do acervo do LAB.BIOMOL, pertence
a uma pesquisa de mestrado, intitulada “Levantamento da Comunidade Bacteriana
em Diferentes Tipos de Solo Impactados e Não Impactados Por Queimadas No Par-
que Nacional da Serra da Canastra – Minas Gerais”, no qual a autora da pesquisa
realizou o levantamento de dados durante o plano de manejo integrado do fogo do
Parque Nacional da Serra da Canastra (PNSC), que ocorreu entre 20 e 23 de maio, de
2017, pelo Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio), em
colaboração com uma equipe de brigadistas do ICMBio e outra equipe de brigadistas
do PRÓ-FOGO Brasília. A Figura 5 demonstra a área na qual foi implantado o MIF no
PNSC.

Figura 5 – Mapa operativo do 1o MIF no PNSC.

Fonte: (SILVA, A. A. C., 2019)

Os dados foram coletados de maneira sistemática, envolvendo a amostra-
gem de oito áreas distintas, cada uma caracterizada por suas particularidades. A
primeira área apresenta o maior histórico de queimadas; a segunda, o menor histórico
de queimadas; a terceira, queimada no último ano; a quarta, queimada há dois anos; a
quinta, foi coletada antes da queimada (Queimada há dois anos - MIF); a sexta, após a
queimada (a favor do vento – coletada, aproximadamente, 30-40 minutos após a quei-
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mada -MIF); a sétima, antes da queimada (queimada há dois anos - MIF) e a oitava,
após a queimada (contra o vento – coletada imediatamente após a queimada - MIF).
A Tabela 1, demonstra, de forma mais simples, a distribuição que foram coletadas as
amostras.

Tabela 1 – Disposição das amostras coletadas nas áreas atingidas pelo manejo do
fogo no PNSC

Áreas de coleta Grupos amostrais
Rizosfera da Planta (RP) Solo (S)

1. Maior histórico de queimadas T1RP T1S
2. Menor histórico de queimadas T2RP T2S

3. Queimada no último ano T3RP T3S
4. Queimada há dois anos T4RP T4S

5. Antes da queimada -MIF T5RP T5S

6. Após a queimada - MIF
(a favor do vento)

T6RP T6S

7. Antes da queimada - MIF T7RP T7S

8. Imediatamente após a queimada - MIF
(contra o vento)

T8RP T8S

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Para cada ponto de coleta definido, foram abertas covas, utilizando ferra-
mentas, como enxada e sacho. Em cada local de amostragem, foram coletadas três
amostras distintas, em duas profundidades diferentes (de 0-10cm, abrangia a região
da rizosfera da planta e de 10-20cm, compreendia uma porção do solo e a terceira
amostra seria uma amostra composta de 0-20cm de profundidade), desse modo to-
talizando um montante de 48 amostras (8 pontos amostrais x 2 profundidades x 3
repetições).

A partir das paredes de cada cova, utilizando uma faca previamente de-
sinfetada com álcool 70% e posteriormente flambada, foram coletadas amostras de
aproximadamente 50 gramas de solo. Essas amostras foram transferidas para sacos
plásticos esterilizados e acondicionadas em uma caixa de isopor, à temperatura am-
biente. Posteriormente, foram transportadas para o laboratório de Biologia Molecular
do IFMG - Campus Bambuí e armazenadas em geladeira, mantendo uma temperatura
aproximada de 10°C (SILVA, A. A. C., 2019).

A extração do DNA total das amostras de solo foi conduzida por meio do Kit
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FastDNA® SPIN Kit for Soil (BIO 101 - MP Biomedicals), com o número de catálogo
#6560-200, seguindo o protocolo fornecido pelo fabricante do produto. O material
extraído foi posteriormente empregado na construção de bibliotecas de rDNA 16S,
para análise de diversidade e outros estudos (SILVA, A. A. C., 2019).

As bibliotecas de sequenciamento foram preparadas, utilizando o TruSeq®
DNA PCR-Free Sample Preparation Kit (Illumina, EUA), seguindo as orientações do
fabricante, e códigos de índice foram incorporados. A qualidade da biblioteca foi avali-
ada no sistema de Fluorômetro Qubit 2.0 (Thermo Scientific) e no Agilent Bioanalyzer
2100. Finalmente, a biblioteca foi sequenciada em uma plataforma Illumina HiSeq
2500, gerando leituras pareadas de 250 pares de bases (SILVA, A. A. C., 2019).

3.5 Plataforma de Cloud Computing-Absam

Os serviços de computação em nuvem, utilizados neste trabalho, foram
contratados na plataforma Absam, uma startup brasileira que busca oferecer soluções
tecnológicas vantajosas para empresas de todos os portes, incluindo pequenas, mé-
dias e grandes organizações. A plataforma oferece serviços de hospedagem de sites,
sistemas desktop, bancos de dados, cargas de trabalho de IA e Machine Learning,
game servers, VPN ou ambientes de CI / CD e Cloud Computing Server (ABSAM,
2024).

O serviço contratado foi o de Cloud Computing Server, que possibilitou a
criação de máquinas virtuais e a configuração dos ambientes para a realização dos
testes e análises propostos. Todas as máquinas virtuais foram estabelecidas, com
base no mesmo sistema operacional (SO): Ubuntu 20.04 (LTS) X64. O armazena-
mento de cada máquina virtual consistiu no armazenamento padrão oferecido pela
plataforma, que foi de 50GB.

As máquinas virtuais variavam entre si apenas em relação à quantidade
de núcleos de processamento e à capacidade de memória RAM. A configuração das
máquinas foi a seguinte: a máquina mais simples possuía 2 vCPUs e 4 GB de RAM; a
segunda máquina, 4 vCPUs e 8 GB de RAM; a terceira, 6 vCPUs e 16 GB de RAM, a
quarta e principal máquina do experimento apresentava 8 vCPUs e 32 GB de RAM, e a
quinta, a mais robusta, contava com 16 vCPUs e 64 GB de RAM. A Tabela 2 demonstra
de forma mais simples como os recursos foram distribuidos entre as máquinas.

Todas as máquinas foram configuradas com a instalação do Miniconda, que
foi responsável por criar o ambiente, no qual a ferramenta QIIME 2 e seus plugins
serão instalados, ou seja, a ferramenta QIIME e seus plugins serão utilizados dentro
de um ambiente próprio e exclusivo dentro da máquina.

O Miniconda é um instalador mínimo e gratuito, projetado para o conda.
Ele representa uma versão enxuta e inicial do Anaconda, contendo apenas o conda,
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Tabela 2 – Tabela de configurações de máquinas
Máquinas Armazenamento (GB) vCPUs RAM (GB) Custo por hora (R$) Custo por minuto (R$)

Máquina 01 50 2 4 0,0875 0,00146
Máquina 02 50 4 8 0,175 0,00292
Máquina 03 50 6 16 0,35 0,00583
Máquina 04 50 8 32 0,70 0,0117
Máquina 05 50 16 64 1,40 0,02333

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

o Python, os pacotes fundamentais necessários para ambos e um conjunto restrito de
outros pacotes úteis, como pip, zlib, entre outros (ANACONDA, INC., 2024).

Com o ambiente conda devidamente instalado e iniciado, o próximo passo
foi a instalação do QIIME 2, para isso, foi necessário acessar o site da plataforma,
escolher qual versão deseja instalar e seguir os tutoriais de instalação. Para esse
trabalho, a versão escolhida foi a q2cli 2021.11 (uma interface de linha de comando).
A instalação padrão do QIIME fornece um conjunto de plugins básicos para a reali-
zação de diversas análises, caso haja a necessidade da instalação de outros plugins
específicos, esses poderão ser adicionados de forma fácil e simples pelo usuário.

Um exemplo de plugin, que foi utilizado neste trabalho e não estava incluído
no conjunto padrão de plugins do QIIME, foi o PICRUST2. Trata-se de um software
utilizado para prever abundâncias funcionais, com base apenas em sequências de
genes marcadores. Sua instalação foi realizada conforme as instruções fornecidas no
tutorial, disponível na página do GitHub (DOUGLAS, 2024).

3.6 Análises de bioinformática

Nessa sessão, serão apresentados os conceitos importantes a respeito da
análise de bioinformática.

3.6.1 Preparação dos dados

Para validar o ambiente configurado, como proposto anteriormente, foram
realizadas análises de microbiomas. Assim, com o ambiente configurado e os da-
dos selecionados, as análises foram conduzidas, seguindo os procedimentos descri-
tos dentro da pipeline customizada, que foi desenvolvida de acordo com as pipelines
descritas nos tutoriais, fornecidos pela plataforma QIIME. Essa pipeline inclui várias
etapas, começando pela importação das bibliotecas.

Antes da importação dos dados, uma etapa de pré-processamento dos
mesmos fez-se necessária. Essa etapa de pré-processamento dos dados consistiu
em renomear os arquivos e diretórios, de forma que atendessem os padrões de no-
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menclatura Ilumina e as diretrizes de entrada da ferramenta. Com essa pré-etapa
concluída, a etapa de importação pode ser realizada.

Outro pré-tratamento necessário, que se deve realizar antes do início da
análise, é a criação de três arquivos mapping file, os quais consistem em arquivos
de extensão (.TSV). O primeiro arquivo mapping file que foi criado, denominado de
(mappingfile_wil_full.tsv ), possui a relação de todas as amostras estudadas e seus
classificadores.

O Segundo arquivo mapping file criado, denominado de (mapping-
file_beta_rp_will_full.tsv ), diferente do primeiro, possui apenas a relação das amos-
tras classificadas como (RP) e por último, o terceiro mapping file denominado (map-
pingfile_beta_s_will_full.tsv ), ao contrario do segundo possui a relação das amostras
classificadas como (S).

3.6.2 Importação das bibliotecas

As bibliotecas fornecidas pelo LAB.BIOMOL, consistiam em dados no for-
mato (.fastq.qz), que possui índices de qualidade associados às sequências nucleo-
tídeos, contidos nos arquivos. Esses dados tratavam-se também de dados de multi-
plexados, ou seja, as leituras foram separadas e organizadas em dois arquivos dis-
tintos, referentes a uma mesma amostra. Nesse contexto, há dois arquivos fastq.gz
para cada amostra, cada um contendo as leituras direta ou reversa de cada amostra
sequenciada, sendo assim, as 48 amostras sequenciados geraram um total de 96 bi-
bliotecas fastq. É importante salientar que essas bibliotecas foram fornecidas sem a
presença de barcodes inseridos durante o processo de sequenciamento, o que dis-
pensa o processo para retirá-los.

Com todas essas informações, é possível identificar que o método de im-
portação das bibliotecas a ser utilizado é o método “Casava 1.8 paired-end demulti-
plexed fastq”. Esse processo de importação recebe as 96 bibliotecas, que estão todas
dentro de um mesmo diretório, como entrada e converte-as em um único artefato de
saída QIIME 2 (.qza). Após a importação, é necessária a criação de um arquivo de
visualização (.qzv), o qual permite observar a quantidade de sequências obtidas por
amostra e também gerar resumos de qualidade, em cada posição dos dados sequen-
ciados (BOLYEN et al., 2019).

Os gráficos gerados no arquivo de visualização são resultados de uma
amostragem aleatória de 10.000 amostras, de um montante de 3.844.404 sequên-
cias, sem reposição. No gráfico referente às leituras diretas, o comprimento mínimo
de sequência, identificado durante a subamostragem, foi de 217 bases. Já no grá-
fico referente às leituras reversas, o comprimento mínimo de sequência, identificado
durante a subamostragem, foi de 213 bases.
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De acordo com os dados observados nos gráficos de qualidade, os pontos
de truncamento escolhidos, para serem utilizados no controle de qualidade, foram os
pontos 200 e 186 para as sequências diretas e reversas, respectivamente. Como a
qualidade do sequenciamento das bases iniciais apresentavam alta qualidade, não foi
necessário o corte das sequências iniciais.

3.6.3 Controle de qualidade das sequências

Após analisar os gráficos de qualidade resultantes no processo anterior, foi
realizado o controle de qualidade das sequências e a construção da tabela de carac-
terísticas. Para esse processo, foram utilizados os índices de qualidade identificados
nos gráficos de qualidade, juntamente à pipeline DADA2, uma pipeline para identifi-
car e corrigir, quando possível, dados de sequência de amplicon da Illumina. Este
processo de controle de qualidade, implementado no plugin q2-dada2, é responsá-
vel por filtrar e remover sequências quiméricas (BOLYEN et al., 2019). O controle de
qualidade resultará em três arquivos artefatos, denominados, por padrão, como denoi-
sing_stats.qza, representative_sequences.qza e table.qza, os quais serão os arquivos
de entrada nos próximos processos.

3.6.4 Criação de um arquivo de visualização relacionado a um arquivo mapping
file

Baseado no arquivo artefato table.qza, juntamente com o arquivo mapping-
file_wil_full.tsv, criado anteriormente, é possível gerar um arquivo de visualização in-
terativo, através do plugin qiime feature-table summarize, no qual é possível filtrar as
amostras pela quantidade de sequências contidas nelas.

3.6.5 Atribuição taxonômica e criação da árvore filogenética

A atribuição de taxonomia foi realizada com o auxílio de um banco de da-
dos referência, o banco de dados referência SILVA, e um classificador pré-treinado, já
embutido em um plugin do QIIME, o q2-feature-classifier. Esse processo confronta
as sequências estudadas com o banco referência e determina a qual classificação
taxonômica cada sequência estudada pertence. O resultado desse processo é um ar-
tefato QIIME, que pode ser convertido em um arquivo de visualização. Nesse arquivo,
é possível observar uma tabela de três colunas, onde a primeira coluna contém as
sequências analisadas; a segunda coluna, a taxonomia associada e a terceira coluna
apresenta o grau de confiabilidade dessa atribuição.

Utilizando o comando qiime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree, tendo
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como entrada o artefato representative_sequences.qza, foi possível gerar uma árvore
filogenética, baseadas nas sequências contidas no arquivo de entrada. Essa árvore,
inicialmente, é gerada sem raiz e, posteriormente, é enraizada no ponto médio da
maior distância entre as extremidades da árvore sem raiz.

3.6.6 Análise de diversidade com todas as amostras estudadas

O primeiro passo no teste de hipóteses, em ecologia microbiana, geral-
mente, envolve a avaliação da diversidade dentro (alfa) e entre amostras (beta).
Uma abordagem comum para isso é utilizar o método qiime diversity core-metrics-
phylogenetic. Este método rarifica a tabela de recursos de entrada, calcula diversas
métricas de diversidade alfa e beta e gera visualizações de análise de coordenadas
principais (PCoA) no Emperor. As métricas calculadas para Diversidade Alfa são: Ín-
dice de diversidade de Shannon, Recursos observados, Diversidade de Faith e Equi-
dade de Pielou. Já para Diversidade Beta, são calculadas: Distância Jaccard, Distân-
cia Bray-Curtis, Distância UniFrac não ponderada e Distância UniFrac ponderada.

Nesse processo, é importante setar a profundidade em que as amostras
serão rarefeitas, para isso, é utilizado o script —p-sampling-depth.Este script reali-
zará uma subamostragem aleatória de cada amostra, ajustando a profundidade de
amostragem para o valor fornecido. Vale salientar que, se as contagens de qualquer
amostra for menor que o valor estipulado, essa amostra será retirada da análise de
diversidade.

Para garantir que todas as amostras estivessem dentro da análise de diver-
sidade, foi estipulada uma rarefação com uma contagem total igual a 2000. Ao final
desse processo, foi gerado automaticamente um diretório, contendo o resultado de
todos os cálculos referentes às métricas mencionadas anteriormente, assim como al-
guns arquivos de visualização, os quais possibilitam a observação de como os grupos
bacterianos estão distribuídos geneticamente.

Outros dois testes foram realizados nessa análise, o teste de Chao1 e o
teste de PERMANOVA. O teste de Chao1 busca estimar a riqueza total de espécies em
uma comunidade biológica, com base nas observações de espécies comuns e raras.
Para isso, utiliza-se o artefato table.qza, gerado na etapa de controle de qualidade,
juntamente ao plugin qiime diversity alpha e o parâmetro —p-metric chao1. Esse
processo resultará em um artefato QIIME, que pode ser transformado em um arquivo
de visualização posteriormente.

O teste de PERMANOVA é uma análise estatística, baseada em permu-
tações, que tem como objetivo avaliar a composição das amostras, comparando-
as para determinar o grau de similaridade entre elas. Esse processo é realizado
pelo plugin qiime diversity beta-group-significance e recebe, como entrada, o ar-



50

quivo weighted_unifrac_distance_matrix.qza, gerado pelo plugin qiime diversity core-
metrics-phylogenetic, já executado anteriormente, junto ao mappingfile_wil_full.tsv e
o parâmetro de –m-metadata-column. É setado com o título da coluna que especifica
qual ponto de coleta cada amostra foi retirada.

3.6.7 Identificação de vias Metabólicas

Para a identificação das vias metabólicas presentes nas amostras, o plu-
gin PICRUST2 foi utilizado, tendo como entrada os artefatos table.qza e represen-
tative_sequences.qza, juntamente com os parâmetros –p-placement-tool epa-gn, –p-
hsp-method mp e –p-max-nsti 2, em que o primeiro parâmetro indica qual ferramenta
de posicionamento ( epa-ng ou sepp) deve ser usada, para adicionar as sequências
de consulta na árvore de referência. O segundo parâmetro indica o método de previ-
são de estado oculto a ser usado e, por fim, o terceiro parâmetro especifica o quão
distante uma sequência precisa estar na filogenia de referência, antes de ser excluída,
o limite padrão é 2.

O resultado desse processo são três arquivos artefatos
(ko_metagenome.qza, ec_metagenome.qza e pathway_abundance.qza), que se-
rão utilizados como arquivos de entrada para outros processos. Com esses arquivos
disponíveis, é possível transformar o arquivo de saída pathway_abundance.qza em
um arquivo de visualização, o qual, após análise, apresentará dados importantes para
os próximos processos, como a contagem de recursos de cada amostra e as vias
metabólicas observadas.

As previsões do metagenoma podem ser integradas em uma série de análi-
ses do QIIME 2, então é possível usar essas tabelas resultantes do PICRUST2, como
arquivos de entrada para o QIIME 2 e analisar a diversidade de vias metabólicas pre
sentes nas amostras.

3.6.8 Análise de diversidade em relação a profundidade das amostras

Para realizar uma análise mais detalhada, foram realizadas três baterias
de análises: uma com todas as amostras, que já foi descrita anteriormente, e outras
duas análises, que visavam repetir os processos, mas com grupos amostrais menores.
Para essas análises, as amostras foram divididas e analisadas, separadamente, em
dois grupos, referentes à profundidade em que cada amostra foi coletada (RP e S).

Para a realização dessa bateria de análises, primeiramente, foram criados
os artefatos table_RS.qza e table_S.qza, com o auxílio do plugin qiime feature-table
filter-samples. A entrada para esse processo incluiu o artefato table.qza, o arquivo
metadata associado a ele (mappingfile_wil_full.tsv ), e o parâmetro de filtragem com
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base no qual o novo artefato deveria ser gerado (RS e S).
Com esses arquivos prontos, o próximo passo é a análise de alfa e beta

diversidade, semelhante ao que foi feito na primeira bateria de análises. No entanto,
em vez de utilizar o artefato table.qza e o arquivo de metadata mappingfile_wil_full.tsv,
serão utilizados os artefatos table_RS.qza e table_S.qza e os arquivos de metadados
mappingfile_beta_rp_wil_full.tsv e mappingfile_beta_s_wil_full.tsv, respectivamente,
para as análises desses dois grupos de amostras.

3.7 Metodologia de comparação entre máquinas

Para a comparação entre as máquinas, foram escolhidos quatro processos
dentro da pipeline para comporem a baterias de testes, sendo eles: o processo de
importação das amostras, controle de qualidade, classificação taxonômica e, por fim,
o processo de identificação de vias metabólicas.

A bateria de testes foi composta por dez repetições de cada processo, em
cada uma das máquinas analisadas. Esse número de repetições foi escolhido para
verificar o tempo médio, que cada máquina demandou para concluir cada um dos pro-
cessos. O tempo gasto foi mensurado em minutos, graças ao parâmetro time, adicio-
nado ao comando de execução de cada processo. Ao fim de cada repetição, o tempo
de execução de cada máquina foi anotado em uma tabela, contendo a identificação
da máquina, o processo executado e o valor gasto para realização do teste.
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4 RESULTADOS E DISCUSSÃO

Nessa sessão, serão apresentados os resultados obtidos através do pre-
sente trabalho e as discussões pertinentes, a respeito dos resultados.

4.1 Configuração do ambiente de análise

Como primeiro resultado, temos a criação de máquinas virtuais, seguindo
a parametrização de recursos, descrita na metodologia. Essas máquinas foram uti-
lizadas como base para a configuração do ambiente de análise de bioinformática,
baseado na ferramenta QIIME 2.

O que diferencia cada uma das máquinas, utilizadas neste estudo, é a quan-
tidade de recursos de memória e processamento disponíveis em cada uma delas.
Uma vez que as máquinas sejam criadas e devidamente configuradas com ambiente
Conda e a ferramenta QIIME devidamente instalada, o ambiente, ao ser iniciado, está
pronto para ser utilizado.

4.2 Análise de desempenho entre as máquinas

Visando atender o objetivo específico que pretende validar as configura-
ções de máquinas analisadas, com o intuito de identificar seu desempenho e possíveis
gargalos em alguns processos da pipeline utilizada, foram criadas, além da máquina
principal, outras quatro máquinas teste, com o objetivo de identificar os possíveis gar-
galos que surgiriam durante a execução da pipeline. Essas máquinas foram configu-
radas, de forma que cada uma possuísse o dobro da quantidade de memória RAM e
50% a mais de poder de processamento do que a maquina anterior, com exceção da
máquina 02, que apresenta o dobro de poder de processamento e de memória RAM
que a máquina 01.

Ao final de cada bateria de teste, foi calculado o tempo médio necessário
para execução de cada um dos processos analisados, vale ressaltar que todos os
resultados foram expressados em uma escala de minutos. A Tabela 3, demonstra a
relação entre o tempo médio demandado por cada uma das máquinas para o primeiro
processo analisado (Tools Import).

Como observado na Tabela 3, a máquina 01, que possui a menor quanti-
dade de recursos, apresenta a maior média de tempo gasto para realizar o processo
analisado, seguida pela máquina 02, que possui o dobro de recursos de memória e
processamento em comparação a ela. Já as máquinas 03 e 04, além de apresenta-
rem resultados idênticos nessa bateria de testes, também apresentaram os menores
tempos médios, necessários para a execução do processo de importação de dados.
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Tabela 3 – Relação entre os tempos demandados no processo Tools Import

Máquina Concluído Tempo Médio (min) Desvio Padrão
Máquina 02 SIM 5,882 1,603
Máquina 03 SIM 4,430 0,351
Máquina 04 SIM 4,480 0,310
Máquina 05 SIM 5,526 1,133

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

No entanto, o que mais chama a atenção é o fato da máquina 05 apresentar a terceira
maior média necessária para realizar o processo analisado.

Como o comando utilizado para a execução do processo não define a quan-
tidade de recursos a serem utilizados para o mesmo, por padrão, a ferramenta aloca o
máximo de recursos disponíveis para execução do processo. Contudo percebe-se, ao
analisar o resultado da bateria de testes, que o plugin Tools Import não faz o melhor
aproveitamento dos recursos disponíveis, não explorando ao máximo os recursos para
uma melhor e mais rápida execução do processo de importação de dados.

Do mesmo modo, percebe-se que a máquina 04, mesmo possuindo uma
maior quantidade de recursos em comparação à máquina 03, apresenta o mesmo
desempenho que esta, o que implica em uma utilização muito parecida dos recursos
disponíveis para realização do processo de importação.

Outro fato interessante, observado nesta bateria de testes, é que a má-
quina 05 apresenta o segundo maior desvio padrão entre as máquinas observadas,
sendo precedida pela máquina 02, que possui um quarto dos recursos disponíveis se
comparada com a máquina 05. Esse desvio padrão maior indica que os tempos de
execução do plugin Tools Import são mais variáveis, ou seja, há uma maior discre-
pância nos tempos registrados. Isso sugere que o desempenho dessas máquinas é
menos consistente, com tempos de execução que podem variar, significativamente,
de uma execução para outra.

Por outro lado, as máquinas 03 e 04 destacam-se novamente, apresen-
tando o menor desvio padrão, indicando que os tempos de execução do plugin ana-
lisado são menos variáveis, ou seja, diferente da máquina 05, a discrepância entre
os tempos observados é menor. Sugerindo, então, um desempenho mais consistente
dessas duas máquinas.

Por fim, e não menos importante, a máquina 01 apresentou o terceiro menor
desvio padrão, demonstrando que, mesmo com a menor disponibilidade de recursos,
ainda assim, apresentou um desempenho mais consistente do que máquinas mais
poderosas, como as máquinas 02 e 05.



54

Esse resultado preliminar mostra que a máquina 04, a máquina principal
dos testes, cujas especificações foram escolhidas com base em fóruns da ferramenta
QIIME 2, correspondeu às expectativas, apresentando um resultado satisfatório no
teste analisado.

Para a segunda bateria de testes, foram observados os resultados referen-
tes ao processo de filtragem (dada 2), como observado na Tabela 4.

Tabela 4 – Relação entre os tempos demandados no processo Dada2

Máquina Concluído Tempo Médio (min) Desvio Padrão
Máquina 01 SIM 968,725 148,553
Máquina 02 SIM 471,413 43,413
Máquina 03 SIM 377,246 18,758
Máquina 04 SIM 323,316 28,849
Máquina 05 SIM 307,205 17,689

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Como demonstrado na Tabela 4, a máquina 01 apresenta a maior média
necessária para a execução do processo de filtragem, como já esperado. Nota-se
também que, à medida que a quantidade de recursos aumenta, o tempo necessário
para a execução do processo diminui. Com um aumento de 100% nos recursos de
processamento e memória RAM da máquina 02, em comparação com a Máquina
01, percebe-se que o tempo gasto no processo de filtragem reduziu para menos da
metade, comparado-se à máquina 01.

No entanto, essa proporção não se mantém em relação às próximas má-
quinas, em que o tempo médio gasto para execução do processo diminui significati-
vamente, em relação às máquinas 02, 03, 04 e 05. Como observado na Tabela 4, a
diferença entre as médias de execução torna-se cada vez menor, à medida que as
máquinas se tornam mais potentes. Um exemplo claro desse fato, é quando compa-
ramos as máquinas 04 e 05, que apresentam uma diferença em seus tempos médios,
inferior a vinte minutos.

Ao analisarmos o desvio padrão das cinco máquinas observadas, nesta
sequência de testes, e compará-los ao desvio padrão da série de testes anterior,
percebemos que as cinco máquinas apresentaram resultados diferentes nesses dois
testes. Nesta série de testes, a máquina 05 apresentou o menor desvio padrão ob-
servado, diferente de seu desempenho anterior, em que apresentou o segundo maior
desvio padrão computado.

Já a máquina 04 apresentou o terceiro menor desvio padrão, diferente-
mente do teste anterior, em que apresentou o menor desvio observado. A máquina
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03, no entanto, apresentou o segundo menor desvio padrão, em ambos os testes reali-
zados. As máquinas 01 e 02 apresentaram, no teste anterior, o terceiro e quinto maior
desvio padrão observado, respectivamente. No teste atual, seus respectivos desvios
inverteram-se, de modo que a máquina 01 apresentou o quinto maior desvio padrão,
enquanto a máquina 02 apresentou o terceiro maior desvio padrão.

Para a terceira bateria de testes, foram observados os resultados referentes
ao processo de Classificação Taxonômica (Feature-Classifier ), como observado na
Tabela 5.

Tabela 5 – Relação entre os tempos demandados no processo Feature-Classifier

Máquina Concluído Tempo Médio (min) Desvio Padrão
Máquina 01 NÃO 2,830 0,356
Máquina 02 NÃO 1,687 1,266
Máquina 03 NÃO 1,259 0,086
Máquina 04 NÃO 6,768 9,599
Máquina 05 SIM 348,18 20,262

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Nesta bateria de testes, algo inesperado ocorreu em relação às expectati-
vas sobre quais máquinas seriam capazes de realizar os processos analisados. Uma
vez que apesar da máquina 04 ter sido configurada para ser capaz de realizar todos
os testes propostos neste trabalho, ela não conseguiu concluir a série de testes com
êxito. Assim como as máquinas 01, 02 e 03, devido à falta de recursos de memória
RAM.

Como observado na Tabela 5, a máquina com maior disponibilidade de re-
cursos (máquina 05), foi a única a concluir o plugin de classificação, demandando um
tempo médio de quase seis horas de execução. Isso nos mostra a complexidade do
processo e o quanto a disponibilidade de recursos é algo importante para as análises
de bioinformática, uma vez que, sem a quantidade de recursos mínimos necessários
para a execução dos processos, os mesmos não puderam ser realizados, inviabili-
zando a conclusão da pesquisa.

Para a quarta e última bateria de testes, foram observados os resultados
referentes ao processo de Identificação de Vias Metabólicas através do (plug Picrust
2), como observado na Tabela 6.

Como esperado, nessa quarta bateria de testes, as máquinas 04 e 05 fo-
ram as únicas a concluírem com êxito a execução do plugin Picrust 2. No entanto, a
Máquina 03 não concluiu a bateria de testes, por não possuir recursos de memória
RAM suficiente para concluir a parte final do processo de identificação de vias meta-
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Tabela 6 – Relação entre os tempos demandados no processo Picrust 2

Máquina Concluído Tempo Médio (min) Desvio Padrão
Máquina 01 NÃO 54,252 0,910
Máquina 02 NÃO 54,295 0,617
Máquina 03 NÃO 103,38 2,778
Máquina 04 SIM 157,337 3,439
Máquina 05 SIM 173,067 13,107

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

bólicas. Por isso, ela demandou tanto tempo para falhar no teste, uma vez que possuía
recursos suficientes para a execução das primeiras etapas do processo.

As máquinas 01 e 02 apresentaram resultados idênticos, demandando o
mesmo tempo médio para falharem. Mas o que mais chama atenção nessa bateria
de testes é o fato da máquina 04 apresentar um resultado ligeiramente melhor que
a máquina 05, o que nos leva a pensar que o plugin Picrust 2, assim como o Tools
Import, não é capaz de aproveitar totalmente os recursos disponíveis ou, a partir de
certo ponto, uma quantidade maior de recursos torna-se desnecessária, uma vez que
a ferramenta não apresenta um melhor desempenho, após atingir um determinado
nível de recursos.

Outra informação interessante, extraída deste teste, é que a máquina 04
apresentou um desvio padrão menor, em comparação ao desvio padrão da máquina
05. Como discutido anteriormente, um desvio padrão menor, indica uma maior con-
sistência na execução do plugin analisado, o que sugere menor variação nos tempos
necessários para a execução do processo. Isso significa que os resultados são mais
previsíveis e estáveis, com menos discrepâncias em relação ao tempo de execução.

4.3 Comparação custo-benefício de máquinas virtuais no contexto de pesquisas
universitárias

Para a comparação custo-benefício das máquinas, em um contexto univer-
sitário, as mesmas foram analisadas referentes a seu desempenho em cada processo
observado anteriormente, nos quais as máquinas foram avaliadas somente se tives-
sem conseguido concluir, com êxito, as baterias de teste.

A Tabela 7 demonstra essa relação entre as máquinas e o custo médio do
processo Tools Import, executado por cada uma delas.

Graças ao baixo custo de processamento das máquinas, para a execução
do plugin de importação, como observado na Tabela 7, a escolha de qual máquina
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Tabela 7 – Relação custo-benefício Tools Import
Máquinas Tempo Médio Total (min) Valor min (R$) Custo do processo (R$)

Máquina 01 9,274 0,00146 0,0135
Máquina 02 5,882 0,00292 0,0172
Máquina 03 4,430 0,00583 0,0258
Máquina 04 4,480 0,0117 0,0523
Máquina 05 5,526 0,02333 0,1289

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

escolher para realizar a importação dos dados, fica a critério do tempo gasto para
executar o processo. No entanto, para esse processo em questão, a diferença de
tempo demandado para a conclusão do plugin não é grande o suficiente para deter-
minar a escolha de uma máquina mais potente. Uma vez que o maior tempo médio,
observado para a execução da importação dos dados, é inferior a 10 minutos.

Ao analisar a Tabela 7, percebemos que todas as máquinas concluíram
o processo de importação dos dados, apresentando um custo médio total inferior a
15 centavos. De modo geral, a máquina que apresenta o melhor desempenho, ao
compararmos tempos de execução e custo de processamento, é a máquina 03, que
combina o menor tempo gasto na execução do processo, com o terceiro menor custo
de execução.

A Tabela 8 demonstra a relação entre as máquinas e o custo médio do
processo Dada 2, executado por cada uma delas. Como observado na tabela 8, devido
à grande quantidade de tempo demandado para a execução do processo de filtragem
dos dados, percebemos que o custo de execução do processo nas máquinas, torna-se
discrepante o suficiente para tendenciar a escolha de uma máquina ou outra.

Tabela 8 – Relação custo-benefício dada2
Máquinas Tempo Médio Total (min) Valor min (R$) Custo do processo (R$)

Máquina 01 968,725 0,00146 1,413
Máquina 02 471,413 0,00292 1,375
Máquina 03 377,246 0,00583 2,201
Máquina 04 323,316 0,0117 3,772
Máquina 05 307,205 0,02333 7,168

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

A Tabela 8, mostra que a máquina 02 apresenta o menor custo para a exe-
cução do plugin dada2, no entanto, apresenta o quarto maior tempo de execução, que
corresponde a quase oito horas de processamento. O segundo menor custo de exe-
cução é apresentado pela máquina 01, que corresponde a um tempo médio superior
a 16 horas.
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Essas duas máquinas apresentam os menores valores médios a serem
pagos para a execução do plugin dada2. No entanto, apresentam tempos médios
para a conclusão do dada2, superiores a sete horas. Isso difere das outras máquinas,
que apresentam tempos médios para a execução do plugin analisado inferiores a sete
horas.

A máquina 03 apresenta tanto o valor quanto o tempo mediano das cinco
máquinas observadas, demandando pouco mais de seis horas para completar a exe-
cução do plugin dada2. Ao observarmos a máquina 04, percebemos que ela apre-
senta o segundo maior custo e o segundo menor tempo para a execução do dada2,
assim como a máquina 05, que apresenta o maior custo e o menor tempo de execução
para a conclusão do processo.

Ao compararmos as cinco máquinas, percebemos que as máquinas 01 e
02, mesmo apresentando os menores custos, demandam os maiores tempos para a
conclusão do processo, o que acaba por tornar o desenrolar da pesquisa mais lento.
Isso difere das máquinas restantes, principalmente das máquinas 04 e 05, que pro-
porcionam um custo maior para a execução do processo, ao mesmo tempo que reduz
-se o tempo necessário para conclusão do mesmo.

Desse modo, a escolha da melhor máquina para a execução do processo
observado torna-se subjetiva ao pesquisador, que decidirá entre um maior custo de
execução e um menor tempo necessário, ou o inverso, baseado no cenário vivenciado
por ele.

Já a terceira bateria de teste não apresentou dados suficientes para a com-
paração custo-beneficio entre as máquinas, devido ao fato da máquina 05 ter sido a
única máquina a concluir, com êxito, o plugin de classificação.

Por fim, a quarta bateria de teste apresentou dois resultados, como apre-
sentado na Tabela 9, que demonstra a relação entre as máquinas e o custo médio do
processo Picrust 2, executado por cada uma delas.

Tabela 9 – Relação custo-benefício Picrust2
Máquinas Tempo Médio Total (min) Valor min (R$) Custo do processo (R$)

Máquina 04 157,337 0,0117 1,836
Máquina 05 173,067 0,02333 4,038

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Analisando o custo de processamento e o tempo demandado, por cada
uma das máquinas, para a conclusão do plugin Picrust 2, percebe-se que a máquina
04 apresenta o melhor custo-benefício entre as duas máquinas, devido ao fato de
apresentar o menor custo e o menor tempo necessário para a execução do processo.
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4.4 Validação do ambiente de análise

Nessa seção, serão apresentados os resultados e discussão a respeito da
validação do ambiente de análise.

4.4.1 Análises de bioinformática

A importação das 96 bibliotecas, referentes às 48 amostras utilizadas nesse
estudo, geraram um total de 3.844.404 sequências pareadas. Após o processo de
filtragem e rarefação, baseados nos dados provenientes dos gráficos de qualidade de
sequenciamento de sequências diretas e reversas, restaram 1.206.859 sequências
pareadas, que equivalem a 31,39% do conjunto de dados inicial, com uma rarefação
de 28.421 sequências.

4.4.2 Beta diversidade

Ao executar todas as etapas da pipeline, obteve-se os resultados do teste
de PERMANOVA, referentes às comparações entre os oito grupos amostrais estu-
dados. Com esses resultados em mãos, é possível observar as características das
comunidades microbianas presentes no solo, em diferentes pontos, no decorrer dos
ciclos de queimadas do PNSC. .

Analisando os resultados dos testes de comparação, executados pelo QI-
IME 2, podemos perceber a diferenciação das comunidades microbianas em cada
área, baseado no p-value, como demonstrado na Tabela 10.

Tabela 10 – Matriz de comparação entre áreas levando em consideração o índice de
similaridade entre as amostras

Áreas T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8
T1 0.004 0.001 0.002 0.184 0.079 0.003 0.003
T2 0.002 0.002 0.003 0.002 0.029 0.041
T3 0.218 0.003 0.003 0.100 0.010
T4 0.003 0.005 0.026 0.003
T5 0.321 0.003 0.003
T6 0.005 0.003
T7 0.474

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Para melhor compreensão dos dados apresentados na Tabela 10, a Figura
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6 demonstra o mesmo resultado, na forma de um gráfico tridimensional, o qual foi
gerado a partir dos resultados provenientes da execução do plugin qiime diversity core-
metrics-phylogenetic.

Figura 6 – Gráfico tridimensional da disposição das comunidades microbianas

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024

Para fins de comparação de beta diversidade, analisaremos as amostras T1
(com a área de maior incidência de queimadas), T2 (Menor histórico de queimadas),
T3 (a área queimada no último ano) e T4 (área queimada há dois anos) e adotarems
a amostra T2 como grupo controle para as comparações posteriores.

Como observado na Tabela 10, quando comparamos o grupo controle T2,
com a áreas T1, T3 e T4, percebemos que todas as áreas comparadas, ao grupo
controle, apresentam comunidades distintas a ele. Isso reforça a hipótese que a cada
nova ação do fogo no solo, modifica as comunidades microbiológicas presentes nesse
habitat.

No entanto, essa alteração nas comunidades não se dá de forma imediata,
uma vez que, de acordo com a Tabela 10, as áreas T3 e T4 (queimada a um ano e
a dois anos, respectivamente), apresentam uma probabilidade de serem semelhan-
tes, superior a 20%. Isso demonstra que, apesar de ter a capacidade de alterar a
composição da microbiota do solo, a ação do fogo não provoca mudanças imediatas,
reforçando a ideia de que os microorganismos presentes nesse habitat possuem ca-
racterísticas evolutivas, que lhes conferem certa resistência aos efeitos das chamas.

Quando se compara as áreas analisadas em uma mesma profundidade de
amostra, observamos uma diferenciação mais nítida entre as áreas, como ilustrado
nas Figuras 7 e 8. A figura 7 demonstra os resultados referentes a região da rizosfera
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da planta, enquanto a Figura 8 apresenta os resultados das comparações entre as
amostras de solo.

Figura 7 – Gráfico tridimensional da disposição das comunidades microbianas da re-
gião da rizosfera da planta.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Figura 8 – Gráfico tridimensional da disposição das comunidades microbianas presen-
tes no solo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Analisando a Figura 8, referente ao solo, nota-se que o grupo controle está
distante das demais amostras, mantendo-se isolado, apesar de apresentar uma certa
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divisão interna entre seus constituintes. Já em relação às outras três amostras ana-
lisadas, observa-se que a amostra T1 se mantém distante das demais, mesmo apre-
sentando uma certa discrepância em relação aos seus constituintes, ao contrário das
amostras T3 e T4, que exibem certa proximidade entre si.

Vale ressaltar que a amostra T3 apresenta um certo distanciamento entre
seus três constituintes, ao contrário da amostra T4. Como demonstrado na Figura
8, a amostra T4 apresenta dois de seus constituintes bem próximos e apenas um
constituinte discrepante, o qual se aproxima de dois grupos constituintes da amostra
T3. Evidenciando a similaridade entre essas duas amostras, que sofreram com o
efeito do fogo, em dois diferentes momentos.

Já quando se analisa a Figura 7, referente à região da rizosfera da planta,
percebemos que o grupo controle apresenta a mesma conformação do grupo controle,
referente ao solo. Mantendo-se isolado das demais amostras analisadas, ao mesmo
tempo em que apresenta um certo distanciamento entre seus grupos constituintes.

Ao dar atenção aos demais grupos observados, nota-se algumas diferenças
em relação à análise anterior, uma vez que, na análise das comunidades presentes no
solo a amostra T1, mesmo permanecendo isolada das demais, apresentou um certo
distanciamento entre seus constituintes. Já em relação à microbiota presente na re-
gião da rizosfera da planta, esse distanciamento entre os constituintes da amostra T1
diminui, diferentemente da amostra T3, na qual percebe-se um maior distanciamento
entre os constituintes, quando comparado à análise anterior.

Esse maior distanciamento entre seus constituintes demonstra que, mesmo
pertencendo à mesma amostra observada, os grupos constituintes da amostra T3
tornaram-se mais distantes, evolutivamente, uns dos outros, em comparação com a
análise anterior. Da mesma forma, os grupos constituintes da amostra T4 também
apresentaram um maior distanciamento evolutivo, em relação à análise anterior.

4.4.3 Análise de Beta diversidade entre a mesma área antes e depois da queima

Para fins de comparação de beta diversidade em uma mesma área, foram
analisadas dois pontos dentro das áreas a serem manejadas no MIF, sendo esses
pontos representados pelos grupos amostrais T5 e T7. Ambos representam amostras
microbiológicas do solo, antes do manejo do fogo.

Como observado na Tabela 10, quando compara-se o grupo amostral T5
(antes da queimada - MIF) com o grupo amostral T6 (após a queimada, aproxima-
damente 40 minutos, a favor do vento), nota-se que, mesmo após a ação do fogo, a
probabilidade dos grupos de microorganismos, presentes no solo, serem semelhantes
ao grupo controle é superior a 30%. Demonstrando que, mesmo a ação das chamas
sendo devastadora à microbiota do solo, apresenta certa resistência a esse fenômeno.
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Ao observarmos a Tabela 8, que reflete a distribuição dos grupos amostrais
analisados, referentes à microbiota do solo, percebemos que, apesar das alterações
causadas pelas chamas, o grupo T6 apresenta uma certa proximidade ao grupo con-
trole T5.

Como observado, dois dos subgrupos constituintes da amostra T6 estão
afastados dos subgrupos presentes no grupo controle T5, enquanto o subgrupo res-
tante está localizado muito próximo à amostra T5, correspondendo a mais de 30% de
chances de a amostra T6 ser semelhante à amostra T5, conforme indicado na tabela
10.

Ao observarmos a imagem 7, referente à análise da região da rizosfera,
notamos uma conformação diferente entre as amostras analisadas. O grupo controle
T5 apresenta dois de seus subgrupos constituintes bem próximos, enquanto o terceiro
subgrupo mantém-se isolado dos demais subgrupos da amostra T5 e das demais
amostras observadas.

Já a amostra T6 apresenta uma conformação similar à amostra T5. No en-
tanto, o que difere a amostra T6 do grupo controle é que os subgrupos constituintes
da amostra T6 estão divididos em dois grupos: o primeiro é composto por dois cons-
tituintes da amostra T6, dos quais um se aproxima do grupo controle T5, enquanto o
outro se mantém afastado; o segundo grupo é formado pelo constituinte restante, que
se distancia de todos os subgrupos ao seu redor.

Algo interessante a se observar da comparação entre as amostras T5 e T6,
é o fato de que o fogo modificou as comunidades microbiológicas do solo de formas
distintas. Como observado na comparação entre as Figuras 7 e 8, percebemos que
a microbiota presente na região da rizosfera sofreu uma alteração maior do que a
microbiota do solo.

Essa alteração indica que a maior exposição às chamas, sofrida pela mi-
crobiota presente na rizosfera da planta, justifica essa maior alteração em sua co-
munidade ou que os microrganismos presentes, no solo da amostra T5, possuem
maior resistência aos efeitos do fogo. Essa maior resistência às queimadas dá-se,
provavelmente, através do processo evolutivo, o qual seleciona os indivíduos com as
características mais adaptadas ao ambiente, para sobreviverem e reproduzirem-se,
transmitindo essas características favoráveis para as próximas gerações.

Ao analisar as amostras T7 (antes da queimada - MIF) e T8 (após a queima,
contra o vento) referentes à Figura 8, pode-se perceber que ambas as amostras apre-
sentam a mesma conformação, em que dois de seus constituintes estão próximos,
enquanto o terceiro constituinte encontra-se afastado dos demais. No entanto, o que
mais chama a atenção em relação a essas duas amostras é o fato que a amostra T8
se distanciou muito do grupo controle T7, perdendo as características que remetiam
ao grupo controle, caracterizando, assim, o grupo T8 como um grupo distinto do grupo
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T7.
Ao voltar nossa atenção para a Figura 7, notamos que as amostras T7 e T8

apresentam a mesma conformação, com dois de seus constituintes localizados próxi-
mos, enquanto o terceiro constituinte de cada amostra distancia-se dos demais. No
entanto, diferente do analisado na Figura 8, as amostras T7 e T8 apresentam proxi-
midade, se comparadas. Essa proximidade mostra que a comunidade microbiológica,
presente na região da rizosfera, sofreu menor influência das chamas que do que a
microbiota presente no solo.

Comparando-se as amostras T7 e T8, em diferentes profundidade de amos-
tras, percebe-se que cada uma das regiões do solo sofreram alterações distintas, em
relação à ação das chamas. No entanto, ao se analisar a Tabela 10, nota-se que,
graças à maior resistência aos efeitos do fogo presente na microbiota da região da ri-
zosfera, as duas amostras apresentam uma probabilidade de serem parecidas, supe-
rior a 45%, o que evidencia que, mesmo a microbiota do solo sofrendo uma mudança
significativa, a ponto de caracterizá-la como um grupo distinto do grupo controle, a mi-
crobiota da região da rizosfera pouco mudou, conferindo à amostra amostra T8 essa
alta probabilidade de ser similar à comunidade microbiológica presente no grupo con-
trole.

Outra observação interessante a se fazer, a respeito da comparação en-
tre as amostras T7 e T8, é como a sucessão ecológica ocorre após a ação do fogo.
Grupos de microorganismos presentes na superfície do solo, que apresentavam popu-
lações estáticas, devido a fatores limitantes como pH, alimento, espaço, entre outros,
podem sofrer mudanças expressivas em suas populações, após um fenômeno trans-
formador como as queimadas, como já discutido por Evangelista et al. (2013), em seu
trabalho.

Como demonstrado na Figura 8, após o efeito das chamas, a comunidade
presente no solo emergiu em uma conformação totalmente distinta do grupo controle,
mostrando como o fogo possui um efeito modificador não apenas no ambiente, mas
também nas comunidades que vivem nos habitats atingidos por ele.

Um paralelo interessante a se fazer entre essas duas comparações (T5
com T6 e T7 com T8) é o fato de que o fogo modificou a microbiologia do solo de
formas distintas nessas duas áreas. Como apresentado anteriormente, a microbiota
presente na rizosfera, das amostras T5 e T6, sofreu uma modificação maior, devido
aos impactos do fogo, do que a microbiota do solo.

Ao contrário da comparação entre as amostras T7 e T8, em que a microbi-
ota presente no solo sofreu uma alteração maior do a microbiota presente na rizosfera.
Isso indica que os microorganismos, em diferentes locais do PNSC, evoluem de for-
mas distintas, adaptando-se da melhor forma possível ao ambiente em que vivem.
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4.5 Conclusão

Nessa sessão, serão apresentadas as conclusões feitas a partir dos testes
realizados no presente trabalho.

4.5.1 Analise de microbioma

Ao analisar os resultados apresentados, é possível notar que o fogo altera
todo o ambiente por onde passa, seja essa alteração em uma escala macro (alteração
perceptível a olho nu) ou micro (alteração que não é perceptível a olho nu). Como
observado nas comparações feitas anteriormente, o fogo, como agente transforma-
dor, modifica a microbiologia do solo de formas distintas, alterando a composição das
comunidades microbiológicas presentes no solo, em diferentes profundidades: região
da rizosfera (0-10 cm) e solo (10-20 cm).

O poder modificador das chamas é inegável. No entanto, a resistência e
a adaptabilidade dos microrganismos presentes no solo, como um todo, a esse fenô-
meno é admirável. Como observado na comparação de beta diversidade, os micror-
ganismos evoluem e adaptam-se para sobreviver em seus habitats, após cada evento
transformador, o que confere à microbiota do solo uma nova composição de suas co-
munidades microbiológicas.

Essas comunidades sobreviventes evoluem, tornando-se cada vez mais re-
sistentes aos efeitos das chamas. Essa evolução, como demonstrado nas análises,
não ocorre da mesma forma em comunidades presentes, em um mesmo local atingido
pelas queimadas. Como observado nas comparações realizadas, comunidades de um
mesmo local, com profundidades de amostras distintas, apresentaram comportamen-
tos diferentes em relação ao fogo.

Na comparação entre as amostras T5 e T6, observa-se uma maior altera-
ção na comunidade presente, na região da rizosfera da planta após a queima, en-
quanto a comparação entre as amostras T7 e T8 revelou uma maior alteração na
microbiota presente no solo.

De modo geral, as queimadas, como agentes transformadores, modificam a
microbiologia do solo de formas distintas, seja essa mudança em relação a um mesmo
local, dentro de uma determinada área ou em vários locais dentro de um mesmo
espaço. Essa alteração na microbiota do solo, como observado, não ocorre de forma
radical, as novas comunidades presentes no solo ainda preservam características das
comunidades anteriores à queimada.
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4.5.2 Comparação entre máquinas

Ao final de todas as baterias de testes, foi possível concluir que, mesmo
máquinas modestas, em relação ao poder de processamento e memória RAM, po-
dem conseguir executar alguns processos relacionados à bioinformática. No entanto,
para executar esses processos que não exigem uma grande quantidade de recursos
computacionais, uma quantidade razoável de tempo é demandada.

Como observado nos testes propostos no presente trabalho, as máquinas
mais modestas foram capazes de realizar processos simples da bioinformática, como
a importação e filtragem dos dados. Vale ressaltar que essas máquinas foram capa-
zes de realizar tais processos com um conjunto de dados, que inclui 96 bibliotecas e
3.844.404 sequências pareadas após a filtragem. Conjuntos de dados, superiores ao
utilizado nesse trabalho, podem não apresentar o mesmo resultado, se expostos ao
mesmo experimento.

Mas como já era esperado, a limitação por falta de recursos computacionais
tornou-se evidente muito rápido, excluindo as máquinas mais modestas dos testes re-
alizados. Essa limitação, também excluiu um dos testes propostos à máquina 04, que
foi apontada pelos estudos, como sendo capaz de realizar todos os testes propostos, o
que demonstra a complexidade dos processos envolvidos nos estudos de bioinformá-
tica e como essa área de pesquisa demanda equipamentos e computadores potentes
para poder concluir suas pesquisas.

Graças aos testes realizados, é possível afirmar que, para o estudo de
microbiomas, utilizando a ferramenta QIIME 2, com um banco de dados semelhante
ao utilizado neste trabalho, é necessário utilizar uma máquina com mais de 32 GB de
memória RAM. Nos experimentos realizados, a máquina 05, que possui 12 vCPUs, 64
GB de RAM e 50 GB de armazenamento, demonstrou ser capaz de realizar todos os
testes propostos com sucesso.

4.5.3 Relação custo-beneficio

Ao analisar o custo de execução de cada processo, em cada uma das má-
quinas, percebemos que apenas a máquina 05 foi capaz de realizar todos os testes,
sendo, portanto, a escolha óbvia. No entanto, para fins de pesquisas universitárias,
que enfrentam limitações orçamentárias ou até mesmo a ausência de financiadores,
uma alternativa viável seria a combinação de diferentes máquinas para realizar os
processos, a fim de reduzir os custos de execução.

Conforme observado nas baterias de testes realizadas, outras máquinas
apresentaram desempenhos interessantes em comparação à máquina 05. Por exem-
plo, a máquina 04, que, embora tenha concluído 3/4 dos testes com êxito, possui
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um custo de processamento menor que a máquina 05 e tempos de processamento
semelhantes ou até menores, como observado na quarta bateria de testes.

Dessa forma, uma alternativa mais econômica para a realização de pes-
quisas no âmbito da bioinformática, utilizando máquinas virtuais contratadas, seria a
combinação de diferentes máquinas para a execução dos processos.

4.6 Trabalhos futuros

Considerando os resultados apresentados neste trabalho e visando melho-
rias para trabalhos futuros, seria interessante ampliar o tempo de observação dos
ciclos de queimadas do PNSC. Com um maior volume de dados, seria possível moni-
torar como a microbiota do solo está sendo modificada, ao longo do tempo.

Voltando o olhar para os resultados computacionais, seria interessante ex-
por as máquinas criadas para este trabalho a bancos de dados maiores, com o intuito
de identificar os limites que cada máquina não conseguiria ultrapassar, especialmente
a máquina 05, que apresenta a maior disponibilidade de recursos de processamento
e memória RAM.
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