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RESUMO

As esponjas e seus organismos associados possuem grande importancia no ambiente
marinho, atuando em diversos processos ecologicos. Eles ainda sdo uma fonte relevante de
compostos bioativos que podem ser explorados biotecnologicamente. O Recife Amazonas ¢
uma regido peculiar que abriga enorme diversidade de seres vivos. O local ¢ marcado pela vazao
de 4gua e sedimentos vindos do Rio Amazonas, formando uma pluma de sedimentos que
impacta parametros fisico-quimicos e os organismos habitantes. Tendo isso em mente, foi feita
a analise, através de métodos de bioinformatica, de aspectos genéticos e metabdlicos de 10
MAGs oriundos da microbiota de esponjas do Recife Amazonas com o intuito de saber sobre
as possiveis contribuigdes desses microrganismos para o ecossistema e o hospedeiro e sobre a
possibilidade de uso biotecnoldgico. O projeto iniciou com a coleta de amostras de tecido de
esponjas do recife, seguida pela extracdo e sequenciamento do DNA metagendmico. A partir
dele, foram recuperados mais de 200 MAGs de boa qualidade, sendo escolhidos 10, com base
em classifica¢des preliminares, para analise mais detalhada. Em seguida, foram desenvolvidos
os seguintes procedimentos in silico: determinacao da qualidade dos genomas e da similaridade
entre eles, definicdo da taxonomia, reconstru¢ao metabolica e busca por compostos bioativos.
Todos os MAGs apresentaram qualidade entre média e alta, com contaminagao abaixo de 10%
e completude acima de 70%. Valores de ANI e dDDH indicam que dois pares de MAGs
provavelmente pertencem a mesma espécie. Além disso, os MAGs foram classificados no
mesmo filo, Latescibacterota, e classe, UBA2968. A reconstru¢ao metabdlica demonstrou a
presenca de genes relacionados a heterotrofia, com processos aerdbicos e anaerdbicos para
obten¢do de energia. A identificacdo de genes envolvidos nas vias de biorremediacdo e nos
ciclos do nitrogénio, enxofre e fosforo mostram possiveis contribui¢cdes para o recife. Genes
ligados a sintese de nutrientes e outros produtos uteis, a desintoxicacdo de metais pesados, € a
defesa quimica foram encontrados, indicando possiveis beneficios ao hospedeiro. Do ponto de
vista biotecnologico, os MAGs contém alguns genes ligados a producdo de metabolitos
secundarios e que codificam enzimas de interesse comercial e industrial. Também foram
identificados peptideos bioativos que possuem diversas propriedades. Assim, esse trabalho
mostrou possiveis papéis desses microrganismos no recife, possiveis beneficios as esponjas,

além de formas de exploragdo biotecnologica.

Palavras-chave: Bioinformatica; Metagenoma; Microbioma; Simbionte de esponjas.
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ABSTRACT

Sponges and their associated organisms have significant importance in the ocean due to
their role in many ecological processes. They also are a relevant source of bioactive compounds
which can be explored biotechnologically. The Amazon Reef is a peculiar area that hosts a huge
diversity of species. This place is characterized by the leakage of water and sediments from the
Amazon River, generating a plume of sediments that impacts physical-chemical parameters and
living organisms. Having this in mind, an analysis of genetic and metabolic features of 10
MAGs derived from Amazon Reef sponges’ microbiome, through bioinformatics methods. The
main objective was to show possible contributions these microorganisms might give to the
ecosystem and its host and discover possible biotechnology uses. The project began with reef
sponge tissue collection, followed by DNA extraction and sequencing. Over 200 MAGs of good
quality were recovered from the metagenomic DNA. 10 of those MAGs were selected for more
detailed analyses based on preliminary classifications. Then the following procedures were
executed: definition of genomes quality and their similarity, taxonomic classification, metabolic
reconstruction, and search for bioactive compounds. All MAGs presented quality between
average and high. Contamination was lower than 10%, and completeness was higher than 10%.
ANI and dDDH results indicate that two pairs of MAGs probably belong to the same species.
Besides, MAGs were taxonomically assigned in the same phylum, Latescibacterota, and class,
UBA2968. Metabolic reconstruction demonstrated the presence of genes related to
heterotrophy with both aerobic and anaerobic processes for energy acquisition. Identification
of genes involved in bioremediation pathways and nitrogen, sulfur, and phosphorus cycles show
possible contributions to the reef. Genes related to the synthesis of essential nutrients and other
useful products, heavy metals detox and chemical defense were also found, indicating possible
benefits for the host. From a biotechnological point of view, MAGs have some genes linked to
secondary metabolite production while others generate commercial and industrial enzymes.
Biologically active peptides with distinct properties were identified as well. Therefore, this
work shows possible roles for these microorganisms on the reef along with possible benefits

for the sponges. They could also be biotechnologically explored in diverse ways.

Keywords: Bioinformatics; Metagenome; Microbiome; Sponge’s symbiont.
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1. INTRODUCAO

1.1. METAGENOMA

Metagenoma se refere ao conjunto de material genético, de diferentes organismos,
presente em uma amostra de um determinado ambiente. A metagendmica consiste no estudo de
uma cole¢do de genomas derivados de uma comunidade de organismos, através de dados
obtidos durante o sequenciamento (ZHANG et al., 2021). Embora a ideia de analisar o DNA
vindo de uma amostra ambiental tenha sido proposta em 1986 por Pace e colaboradores, a
primeira biblioteca metagendmica sé veio a ser gerada 5 anos depois, no trabalho de Schimdt
et al., em 1991, com planctons marinhos. O termo “metagenoma’ nasceu anos depois, cunhado
por Handelsman e colaboradores enquanto verificavam o potencial biotecnoldgico de
organismos do solo (ALVES et al., 2018). A metagendmica possibilitou o estudo de organismos
sem a necessidade de cultiva-los, permitindo a descoberta de novas espécies e de produtos
biotecnoldgicos (HANDELSMAN, 2004). Porém, o desenvolvimento de pesquisas envolvendo
a metagenomica so6 foi possivel com a evolucdo das metodologias de sequenciamento. As
tecnologias de sequenciamento de nova geragcdo (NGS), como as da plataforma Illumina e
IonTorrent, permitiram a obten¢do de informacdes acerca de sequéncias de DNA de maneira
mais rapida e acessivel, quando comparadas ao método de Sanger (ESCOBAR-ZEPEDA;
LEON; SANCHEZ-FLORES, 2015).

Atualmente, a metagendmica ¢ separada em duas abordagens principais: funcional e
estrutural (Figura 1). A primeira ¢ usada para descobrir novas substincias bioativas e genes de
interesse, por meio da expressao de bibliotecas. Na outra, o foco do estudo ¢ a composicao da
populacdo microbiana, envolvendo estudos sobre diversidade e abundancia da comunidade,
classificagdo taxondmica dos organismos, além da identificacdo do papel biologico e ecologico
dos membros (ALVES et al., 2018; ZHANG et al., 2021). Por meio desta abordagem ¢ possivel
recuperar genomas montados a partir do metagenoma (MAG) que podem ser utilizados para
identificar espécies novas e predizer a fungdo ecologica do organismo. Um MAG consiste no
agrupamento de scaffolds, com base na frequéncia de tetranucleotideos, abundancia, genes
marcadores, alinhamentos taxondmicos e na ocorréncia de codons, de forma que a montagem

represente o genoma de um organismo (YANG et al., 2021).
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Figura 1. Principais procedimentos desenvolvidos em estudos com metagenoma. A abordagem funcional e
estrutural sdo as principais estratégias usadas para explorar aspectos ecoldgicos e biotecnologicos de amostras
do ambiente.

O estudo do metagenoma de um determinado ambiente tem inicio com a extragdo e
enriquecimento do material genético presente na amostra. Em seguida, ¢ feita a construgdo da
biblioteca metagenomica ao clivar o material genético em partes, clonar as sequéncias em um
vetor, e inserir este vetor em uma célula, transformando-a em um hospedeiro viavel. Depois, na
abordagem funcional, ¢ feita a triagem para identificar genes de interesse, e posterior
sequenciamento, que pode ser realizado tanto diretamente na amostra como especifico para
genes-alvo. Na abordagem estrutural, ¢ realizado o sequenciamento de todos os genomas da
amostra. Procede-se, entdo, ao processamento dos dados gerados durante o sequenciamento,
incluindo a montagem das sequéncias, predicao e anotacdo de genes, classificagcdo taxondmica,
e reconstrugdo metabolica (DIAS et al., 2014; ESCOBAR-ZEPEDA; LEON; SANCHEZ-
FLORES, 2015; PEREZ-COBAS; GOMEZ-VALERO; BUCHRIESER, 2020; ZHANG et al.,
2021).

A metagendmica pode ser aplicada em diversas areas do conhecimento, entre elas a

agricultura, energia, ecologia, medicina, meio ambiente e industria (ZHANG et al., 2021). A
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partir do metagenoma, ¢ possivel encontrar genes inéditos que codificam enzimas de interesse
industrial como lipases, proteases, celulases e pectinase, além de permitir a descoberta de novos
compostos bioativos e antibidticos, tal como visto na obten¢do de uma enzima lipolitica a partir
de solos do cerrado (BASHIR; SINGH; KONWAR, 2014; ISTVAN et al., 2018). Também pode
ser utilizada visando a biorremediagdo, incluindo usos no tratamento de esgoto e na prevencao
e controle da poluicdo, através da degradagdo de poluentes e produgdo de biossurfactantes
(BASHIR; SINGH; KONWAR, 2014; ZHANG et al.,2021). Um exemplo dessa aplica¢do pode
ser visto no isolamento de uma cepa de Stenotrophomonas maltophilia capaz de degradar
polietileno a partir do metagenoma de um solo (FREDERICO et al., 2021). A metagendmica
ainda pode ser utilizada na inferéncia do papel ecoldgico de microrganismos, por exemplo, a
relacdo de simbiose com outros organismos e a participagdo em ciclos biogeoquimicos, como
na contribuicdo de microrganismos no processo de fixagao do nitrogénio no cerrado (SILVEIRA
et al., 2021; ZHANG et al., 2021). Outras aplicagdes possiveis consistem na detec¢do de
patogenos e de genes de resisténcia € na comparagdo do microbioma de uma determinada
amostra em condi¢des distintas, como poder ser visualizado em trabalhos sobre a comunidade
de arqueias e bactérias provenientes da savana brasileira (SANTOS et al., 2016; BELMOK et
al.,2019; SILVA et al., 2019; ZHANG et al., 2021).

Estudos de metagenoma podem ser realizados em diferentes tipos de amostras, por
exemplo, solo, agua e tecidos. Os locais de coleta também sdo bastante variados, abrangendo
desde o oceano, lagos e recifes até minas e fezes de animais. Essas localizagdes podem
apresentar ainda caracteristicas peculiares como temperaturas e acidez elevadas (VIEITES et
al., 2008). Uma amostra de grande interesse ¢ o tecido de esponjas, devido ao potencial
biotecnoldgico da sua microbiota (STOREY ef al., 2020). Existem varios trabalhos envolvendo
a analise do metagenoma de esponjas, tanto sob um ponto de vista ecologico, com o intuito de
evidenciar possiveis papéis bioldgicos dos microrganismos (SLABY ef al., 2017; MORENO-
PINO et al., 2020), como numa perspectiva biotecnologica, para identificar novos produtos
naturais que possam ter alguma aplicabilidade (NAKASHIMA et al., 2016; STOREY et al.,
2020).

1.2. ASSOCIACAO ENTRE ESPONJAS E BACTERIAS

As esponjas sao animais invertebrados pertencentes ao filo Porifera que habitam aguas

salgadas e doces em regides temperadas, tropicais e polares. Elas sdo organismos sésseis
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capazes de filtrar a 4gua em busca de alimento, consumindo microbios e particulas dissolvidas
de carbono, presentes na dgua (TAYLOR et al., 2007; HENTSCHEL; USHER; TAYLOR,
2016). Atualmente, sabe-se da existéncia de mais de 8.000 espécies de esponjas que podem
apresentar diferentes formas, cores e tamanhos (RENARD et al., 2013; HENTSCHEL; USHER;
TAYLOR et al., 2016). Os membros desse filo sdo separados, conforme as caracteristicas
teciduais, esqueléticas e de desenvolvimento, em quatro classes: Calcarea, Demospongiae,
Hexactinellida e Homoscleromorpha (RENARD et al., 2013). Esponjas tém sido alvo de grande
interesse devido a sua associacdo com microrganismos e a producao de metabdlitos secundérios
(TAYLOR et al., 2007).

As esponjas sdao formadas por diversas estruturas, entre elas a pinacoderma, superficie
externa formada por células epiteliais (pinacdcitos); dstio, orificios na superficie que se
estendem em canais interiores; coanoderma, composta por células flageladas (coandcitos) que
bombeiam e filtram a d4gua que passa através do Ostio; e meso-hilo, camada de tecido conjuntivo
onde ocorre a digestao das particulas de alimento via fagocitose dos arqueocitos (Figura 2). O

meso-hilo ainda alberga uma comunidade diversa de microrganismos (TAYLOR et al., 2007).

Microrganismos
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Figura 2. Anatomia geral das esponjas. Comunidades de microrganismos diversos podem ser encontradas no
meso-hilo. Retirado e adaptado de Hentschel ef al. (2012).

As esponjas podem ser consideradas um holobionte, formado pelo hospedeiro (esponja)
junto aos organismos associados a ele, que podem ser encontrados dentro ou fora das células

(BIBl et al., 2017; PITA et al., 2018). Essa associagao nao influéncia apenas os simbiontes e 0s
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hospedeiros, impactando também os recursos biogeoquimicos e ecoldgicos (KIRAN et al.,
2018). Com relagdo a comunidade de organismos simbiontes, esses seres podem ser
classificados em esponjas de alta abundancia microbiana e de baixa abundancia microbiana.
Enquanto as primeiras apresentam uma quantidade de bactérias na ordem de 10% a 10'* por
grama da esponja, as outras t&ém uma concentra¢io de bactérias similar a da agua (entre 10° e
10° de bactérias por grama) (THACKER e FREEMAN, 2012; HENTSCHEL; USHER;
TAYLOR, 2016). Essa distingdo ¢ reflexo de diferencas morfolégicas encontradas nesses
grupos (e.g. densidade dos tecidos), que culminam em maior ou menor bombeamento de agua
(THACKER e FREEMAN, 2012; PAUL; FREEMAN; AGARWAL, 2019).

A microbiota associada das esponjas engloba virus, bactérias, arqueias e eucariotos
unicelulares, podendo corresponder a até¢ 40% do seu volume total (TAYLOR et al., 2007;
WEBSTER e TAYLOR, 2012; KIRAN et al., 2018). Atualmente, acredita-se que as esponjas
obtenham simbiontes por: transmissdo vertical, em que organismos presentes no pai sao
passados a prole durante o processo reprodutivo; transmissdo horizontal, na qual os
microrganismos do ambiente aquatico passam a compor a microbiota da esponja; ou a
combina¢do dos mecanismos de transmissao vertical e horizontal (TAYLOR et al., 2007).

As comunidades de microrganismos associados as esponjas apresentam alta diversidade
com uma gama de bactérias distintas ligada a uma espécie (TAYLOR et al., 2007). Tal
diversidade abrange desde bactérias isoladas e cultivadas, como espécies dos filos
Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes, Proteobacteria e Verrumicrobia, até
bactérias ainda nao cultivadas, como membros dos filos Acidobacteria, Chloroflexi,
Gemmatimonadetes e Nitrospira, incluindo representantes de filos candidatos, por exemplo, os
filos Poribacteria e Tectomicrobia (TAYLOR et al., 2007; KIRAN et al., 2018). Essa
comunidade de bactérias ¢ composta tanto por microrganismos generalistas, encontrados na
maioria das esponjas de uma espécie ainda que vindas de regides distintas, quanto por
microrganismos especialistas, que estao enriquecidos em determinada espécie, mas ausentes ou
reduzidos em outras. H4 também grupos de bactérias especificos de esponjas, ou seja,
microrganismos achados apenas em esponjas, mesmo tendo relagdes filogenéticas distantes ou
sendo de diferentes localidades (TAYLOR et al., 2007, BRINKMANN; MARKER;
KURTBOKE, 2017; PITA et al., 2018).

As comunidades geralmente sdo bastante estaveis no tempo e espaco, sendo resistentes
as alteracdes no ambiente como mudangas de profundidade e de estagdes do ano, distancia

geografica, habitat, inani¢do, e exposicao a antibidticos (KIRAN et al., 2018; PITA et al., 2018).
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Mesmo assim, condi¢cdes ambientais e fatores do hospedeiro ainda podem provocar alteragdes
na microbiota, especialmente na comunidade variavel (KIRAN et al., 2018; PITA et al., 2018).
Hé também diferencas significativas nas comunidades de espécies distintas (TAYLOR et al.,
2007).

As interagdes entre microrganismos € esponjas podem ser tanto benéficas como
prejudiciais ao hospedeiro (Figura 3). Os microrganismos podem ajudar a esponja na aquisi¢ao
de nutrientes, servindo como alimento ou produzindo compostos utilizados pelo hospedeiro.
Além disso, eles contribuem na eliminagdo de substancias toxicas e prote¢ao contra predadores
e patdgenos por meio de metabolitos secundarios (OSINGA ef al.,2001; TAYLOR et al., 2007).
Por outro lado, os simbiontes ganham uma fonte de nutrientes, obtidos pelas atividades de
filtracdo, e um abrigo contra predadores e luz (TAYLOR et al., 2007; SELVIN et al., 2010).
Quanto aos efeitos deletérios, microrganismos podem afetar o hospedeiro tanto diretamente,
atuando como parasita ou patéogeno e causando danos a sua estrutura esquelética, como
indiretamente, através da formacao de biofilme que promove a incrustagdo da superficie,
podendo resultar no bloqueio de canais e no deslocamento da esponja (TAYLOR et al., 2007;
THACKER e FREEMAN, 2012). A maior parte das doencas causadas as esponjas foi
genericamente atribuida a bactérias e fungos, havendo poucos casos em que o agente causador
fora identificado (TAYLOR et al., 2007). Ja as esponjas produzem substancias inibidoras e
seletivas que moldam a microbiota, além de poderem consumir os simbiontes para adquirir
nutrientes (TAYLOR et al., 2007; THACKER e FREEMAN, 2012) H4 ainda interagdes entre
os microrganismos da comunidade, com prevaléncia de interagdes unidirecionais, como
amensalismo e comensalismo, em detrimento de interagdes bidirecionais, entre elas cooperagao
e competi¢do, o que favorece a estabilizacao da comunidade (PITA et al., 2018).

Outro fator importante para o estabelecimento da simbiose esta relacionado a imunidade.
As esponjas sdo capazes de controlar seu microbioma por meio da imunidade inata, escolhendo
quais microrganismos persistirdo e diferenciando os organismos estranhos dos simbiontes
(PITA et al., 2018). Acredita-se que os simbiontes conseguem escapar da atividade imune pelo
reconhecimento especifico deles ou uso de céapsulas extracelulares que evitam o seu
reconhecimento (TAYLOR et al., 2007). Um mecanismo especialmente importante refere-se a
expressdo de proteinas similares as eucarioticas (ELP), que contém dominios eucarioticos
envolvidos na interagdo proteina-proteina em sua estrutura. Essas proteinas também modulam
a interagdo entre o hospedeiro e sua microbiota, estando possivelmente envolvidos na simbiose

ou patogenicidade de alguns microrganismos (WEBSTER e THOMAS, 2016; DIEZ-VIVES et
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al., 2017, MONDINO, SCHMIDT e BUCHRIESER, 2020). Outros mecanismos, como
atividades de antibiose e quorum sensing, podem contribuir na selecdo dos simbiontes e
coloniza¢do de microrganismos (TAYLOR et al., 2007; SELVIN et al., 2010). As esponjas
também dispdem de maneiras para controlar a quantidade de organismos associados, entre elas
a inani¢dao, em que a esponja restringe o acesso do simbionte a nutrientes essenciais, € 0
sequestro de substancias ligadas a fotossintese. Outros mecanismos propostos, mas nao
evidenciados, s3o o consumo dos simbiontes excedentes e a expulsdo deles em situacdo de

estresse (TAYLOR et al., 2007).
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Simbiontes podem auxiliar no desenvolvimento da esponja ou causar danos a ela. Por outro lado, o hospedeiro
pode contribuir ou atrapalhar o crescimento de microrganismos associados.

Microrganismos associados as esponjas participam de diversos processos ecoldgicos,
apresentando diferentes papéis. Como simbionte das esponjas, os microrganismos podem:
contribuir com o metabolismo de carbono, degradando carboidratos complexos ou gerando
produtos da fotossintese; auxiliar na nutricao através da degradacao e biossintese de compostos
ou servindo como alimento ao hospedeiro; reduzir a concentracdo ou eliminar substincias
prejudiciais; e atuar na defesa do hospedeiro (TAYLOR et al., 2007; SELVIN et al., 2010; PITA
et al., 2018). Em nivel de ecossistema, os organismos associados participam de ciclos
biogeoquimicos, incluindo os ciclos do carbono, nitrogénio, enxofre e fosforo, além de
conseguirem influenciar as relacdes ecologicas, afetando principalmente a predagdo e a

competitividade (KIRAN et al., 2018; PITA et al., 2018)
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As esponjas, especialmente os representantes da classe Demospongiae, e seus
microrganismos associados, principalmente os membros dos filos Actinobacteria e
Proteobacteria, sdo uma fonte rica de compostos biologicamente ativos (BIBI et al., 2017). Eles
produzem metabolitos secundarios de varias classes, como peptideos, policetideos, terpenos,
alcaloides, pigmentos, esterois e acidos graxos, que apresentam propriedades relevantes, como
antimicrobiana, antiparasitaria, antitumoral, anticancer, anti-inflamatéria, antioxidante e
citotoxica (BRAMHACHARI et al., 2016; BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017;
BIBI et al., 2017). Varios desses compostos derivados de simbiontes de esponjas possuem o
potencial de resultar em um futuro farmaco. Por exemplo, uma espécie de Pseudomonas,
associada a uma esponja do género Homophymia, produz quinolonas que apresentam atividade
contra o Plasmodium, agente etioldgico da malaria, e algumas bactérias e uma cianobactéria,
proveniente de uma Leucetta microraphis, esta envolvida na produgdo de leucamida A, um
composto que inibe o crescimento de células tumorais (BRAMHACHARI et al., 2016).

Além disso, por estar em contato constante com a agua e matéria organica, o holobionte
de esponja ¢ uma fonte rica de enzimas hidroliticas, que possibilitam a conversao desse material
em nutrientes. Muitos desses biocatalizadores, incluindo amilases, proteases, celulases, lipases
e esterases, sdo aplicadas na induGstria téxtil, farmacéutica e alimenticia (SANTOS-
GANDELMAN et al., 2014). Por exemplo, um Micrococcus sp., simbionte de uma esponja do
género Spirastella, consegue produzir uma uretanase que pode ser empregada na remog¢ao do
carcinodgeno uretano, gerado no processo de fabricagdo de bebidas alcodlicas (MOHAPATRA
e BAPUIJI, 1997). Cabe ressaltar que algumas enzimas derivadas de esponjas e seus simbiontes
apresentam propriedades Unicas como tolerancia térmica, &acida, alcalina e a grandes
concentragdes de sais. A bactéria Arthrobacter ilicis, isolada da esponja Spirastrella sp., por
exemplo, apresenta uma acetilcolinesterase resistente as altas temperaturas (WANG, 2006;
SANTOS-GANDELMAN et al., 2014).

Outra aplicacao desses tipos de microrganismos esta relacionada a biorremediagao, ou
seja, na capacidade que alguns organismos t€ém de transformar substancias toxicas em formas
menos destrutivas (ABATENH et al., 2017). Algumas bactérias provenientes do microbioma
de esponjas sdo capazes de produzir biossurfactantes, compostos anfifilicos que podem ser
usados na descontaminagio de 6leos e metais pesados (ARAUJO et al., 2017). Devido as
alteragdes na microbiota provocada pela presenga de contaminantes, os organismos associados
também podem ser usados como bioindicadores de polui¢cdo. Por exemplo, a identificacdo de

genes de resisténcia a um metal pesado poderia denunciar a presenca deste poluente no
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ambiente (SELVIN et al., 2009; SANTOS-GANDELMAN et al., 2014). Ha ainda a geracao de
biofilme, capaz de adsorver contaminantes, podendo ser aplicado no tratamento de aguas
contaminadas (SANTOS-GANDELMAN et al., 2014).

Uma forma de explorar biotecnologicamente os simbiontes de esponjas consiste no seu
isolamento e cultivo. No momento atual, ainda ha bastante dificuldade no isolamento de
microrganismos associado as esponjas. A maioria deles ¢ resistente as técnicas tradicionais de
cultivo e ndo cresce bem in vitro, apresentando baixa viabilidade (PALLELA e KIM, 2011).
Ademais, nem todos os filos descobertos por métodos moleculares prosperaram em laboratorio
e o perfil de bactérias cultivaveis nem sempre reflete a abundancia de microrganismos presentes
(SCHIPPERS et al., 2012). Ja foram testados varios métodos para melhorar o cultivo de
organismos associados, mas eles normalmente favoreceram o isolamento de seres oportunistas
ao invés dos especificos de esponjas (SCHIPPERS ef al., 2012). Além disso, a produgdo de
metabolitos secundarios pode ser realizada através da construcdo de biorreatores contendo
células de esponjas junto aos organismos associados. Porém, ¢ uma técnica que trouxe pouco
sucesso, sendo dificil manter e cultivar células capazes de sintetizar o produto desejado
(PALLELA e KIM, 2011). Outra abordagem refere-se a transferéncia de reacdes e vias
envolvidas na sintese de um produto de interesse para um organismo hospedeiro, tornando
capaz de gerar um determinado composto em quantidades suficientes. Essa abordagem permitiu
o isolamento de substancias derivadas de microrganismos ndo cultivaveis e na obten¢ao eficaz
de moléculas de interesse, como policetideos e peptideos nao ribossomais PALLELA e KIM,
2011).

Embora haja um potencial enorme no holobionte da esponja, poucos compostos
derivados desses animais seguiram para a fase clinica ou foram aprovados para uso, devido as
dificuldades de producdo em larga escala (BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017;
TAYLOR et al., 2007). Tais problemas podem ser decorrentes da incapacidade produtiva dos
1solados ou da redugdo na produgao com o passar do tempo, provocada pela auséncia de pressao

seletiva (SELVIN et al., 2010).
1.3. RECIFE AMAZONAS
O Recife Amazonas ¢ um extenso recife biogénico situado proximo a foz do Rio

Amazonas, entre a fronteira do Brasil com a Guiana Francesa e o estado do Maranhao (latitude:

5° N a 1° S; longitude: 44° O a 51° O), como mostrado na Figura 4 (MOURA et al., 2016).
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Embora sua ocorréncia tenha sido inicialmente hipotetizada por Collette e Ruetzler em 1977, a
existéncia do recife s6 foi confirmada quatro décadas depois na publicagio de Moura e
colaboradores (2016). O local possui uma area estimada superior a 9.500 km? (cobrindo uma
area potencial de 56.000 km?), chegando a até 220 m de profundidade (FRANCINI-FILHO et
al., 2018).
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Figura 4. Mapa do Recife Amazonas mostrando sua area, as mudangas sazonais na extensdo da pluma e pontos
de interesse como locais de pesca e recifes. Retirado e adaptado de Moura ef al. (2016).

O Recife Amazonas apresenta multiplos habitats que abrigam uma diversidade de seres
vivos, incluindo algas, esponjas, corais, crustaceos e peixes (MOURA et al.,2016; FRANCINI-
FILHO et al., 2018). A regido sofre grande influéncia do Rio Amazonas, havendo uma enorme
vazao de agua e sedimentos suspensos do rio para o recife, o que afeta as propriedades fisico-
quimicas do local, como pH, salinidade, nutrientes dissolvidos e iluminagdo (MAHIQUES et
al., 2019). Outra caracteristica marcante ¢ a presenca de uma pluma de sedimentos que varia

sazonalmente e impacta muitos aspectos do local. Por exemplo, a pluma, junto a Corrente Norte
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do Brasil, influéncia na atenuagdo da luz e na sua disponibilidade no fundo. Porém, mesmo com
a alta turbidez, organismos fotossintéticos ainda conseguem prosperar no local, em quantidade
reduzida (MOURA et al., 2016; FRANCINI-FILHO ef al., 2018; PINTO et al., 2022). Ha
também diferengas em parametros como nitrogénio organico dissolvido e matéria organica
dissolvida e particulada em regides com e sem a lama (MOURA et al., 2016). Cabe ressaltar
que, nas camadas com luz reduzida, ha um predominio de genes transcritos relacionados ao
metabolismo quimiossintético e heterotréfico (MOURA et al., 2016). Ademais, em analises
feitas em microrganismos associados a esponjas do Recife Amazonas, foi constatada a presenca
de vias relacionadas a ciclagem de elementos como carbono, enxofre e nitrogénio, mostrando
a possivel participacdo desses seres em processos ecologicos (PINTO et al., 2022).

O Recife Amazonas também possui grande importancia ecologica e economica. O local
alberga espécies ameacadas de extingdo e comercialmente relevantes. Ele ainda abriga uma
fonte de petroleo e gas natural. Por causa disso, partes da regido foram vendidas a empresas, ja
havendo projetos em andamento para sua exploragdo. Tais projetos sdo uma ameaca ao recife e
podem gerar sérios impactos ambientais na localidade (MOURA et al., 2016; MAHIQUES et
al., 2019).
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2. JUSTIFICATIVA

Mesmo com a escassez de produtos derivados de esponjas no mercado e as dificuldades
de produgao, as esponjas € seus microrganismos associados ainda sao uma fonte relevante de
enzimas e outros metabolitos secundarios (BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017;
BIBI et al., 2017). Contudo, ndo ¢ incomum encontrar produtos naturais derivados de esponjas
ou dos simbiontes sendo comercializados. Como exemplo de tais produtos, existem as
moléculas geodiamolida H, polidiscamida A e manzamina A que apresentam propriedades
anticancer, antimicrobiana e antiprotozoario, respectivamente (BRINKMANN; MARKER;
KURTBOKE, 2017; BIBI et al., 2017; AKBARIAN et al., 2022). A metagendmica é uma
importante ferramenta utilizada para descobrir enzimas e compostos, principalmente para
microrganismos associados as esponjas que normalmente sdo dificeis de serem isolados e
raramente crescem in vitro (SCHIPPERS et al., 2012; BERINI et al., 2017). Alguns projetos
anteriores ja mostram o uso do metagenoma do tecido de esponjas para esse fim, como visto na
descoberta de novos policetideos (NAKASHIMA et al., 2016; STOREY et al., 2020). Dessa
maneira, € possivel descobrir novos microrganismos e compostos que possam ser uteis do ponto
de vista biotecnologico.

Cabe ressaltar que estudar os microrganismos associados pode ajudar a inferir como a
esponja consegue prosperar no seu habitat e como esses organismos influenciam o ecossistema.
O Recife Amazonas ¢ um sistema com caracteristicas peculiares, sendo muito afetado pela
presenca da pluma de sedimentos, um fator limitante da luz, e pela vazado do Rio Amazonas.
Tais caracteristicas ndo afetam apenas parametros fisico-quimicos (e.g. disponibilidade de
nutrientes e luminosidade), mas também geram impactos nos organismos do local (MOURA et
al., 2016; MAHIQUES et al., 2019). Além disso, outras publicagdes ja trataram do possivel
papel ecoldgico dos simbiontes no sucesso do hospedeiro, seja ele uma esponja ou outro animal,
e das suas contribui¢cdes ao ecossistema (HANDELSMAN, 2004; STOREY et al., 2020;
NAKASHIMA et al., 2016). Assim, a analise desses microrganismos pode gerar evidéncias

acerca da contribuicdo deles tanto para o hospedeiro, como para o Recife Amazonas.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVOS GERAIS

Descrever e evidenciar o potencial e a importancia, do ponto de vista metabolico,
ecologico e biotecnoldgico, de 10 bactérias ndo cultivadas associadas a esponjas provenientes
do Recife Amazonas, pertencentes ao filo candidato Latescibacterota, cujas caracteristicas nao

sao completamente conhecidas, por meio da analise de MAGs com métodos de bioinformatica.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Descrever os principais aspectos do metabolismo das 10 bactérias nao cultivadas
associadas a esponjas do Recife Amazonas, pertencentes ao filo candidato
Latescibacterota;

e Inferir a funcdo ecoldgica desses microrganismos no microbioma da esponja e no Recife
Amazonas;

e Verificar uma possivel aplicabilidade biotecnoldgica desses microrganismos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. OBTENCAO DO DNA METAGENOMICO

4.1.1. Coleta de amostras

As amostras de esponjas foram obtidas proximas a foz do Rio Amazonas (lat. 1.299817;
long. -46.778867) no dia 27 de setembro de 2014 (Figura 5). Foram coletadas amostras de
esponjas dos géneros Agelas e Geodia, entre elas as espécies: Agelas dispar, Agelas clathrodes,
Agelas clathrodes, Geodia sp., Geodia cf. corticostylifera e Geodia neptuni. O material
coletado foi transportado em recipientes contendo 20 L de 4gua do mar sob 24 °C de

temperatura, aproximadamente.

LinhaldolEquador;

Figura 5. Regido onde as amostras foram coletadas. O quadrado vermelho indica o ponto aproximado da coleta.
Retirado e adaptado do Google Earth.

4.1.2. Extracao do DNA

Ao chegar no laboratorio da UFRJ, as amostras foram transferidas para recipientes com
dgua do mar esterilizada, permanecendo em descanso por 5 a 10 minutos, com o intuito de
remover microrganismos provenientes da dgua. O tecido de cada esponja foi secado e dissecado

com bisturi, removendo organismos macroscopicos associados. Cerca de 1 g do tecido foi
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congelado com nitrogénio liquido e posteriormente pulverizado. O DNA foi extraido e
purificado com solucdo de 4 M de hidrocloreto de guanidina, 50 mM de Tris-HCI (pH 8,0),
0,05 M de EDTA, 0,5% de lauroil sarcosinato de sddio, e 1% de b-mercaptoetanol. Depois, foi
feita uma etapa de extragdo com fenol/cloroférmio, seguida por precipitacio com etanol e

ressuspensao em 50 uL de 4gua ultrapura, como descrito por Trindade-Silva et al. (2012).

4.2. RECUPERACAO DE MAGS

4.2.1. Sequenciamento e montagem

Abiblioteca de DNA foi construida com o kit de preparo TruSeq Nano DNA da Illumina.
O sequenciamento foi realizado com o sistema Novaseq da [llumina, gerando paired-end reads

de 150 bp e cobertura de 20 GB para cada amostra. O processamento de reads foi feito com os

programas Sickle v1.33 (disponivel em https://github.com/najoshi/sickle), que retira a por¢ao

final 3 e 57 das sequéncias, e BBtools v35  (disponivel em

https://sourceforge.net/projects/bbmap/), que remove sequéncias phiX e os adaptadores

[llumina. As reads do metagenoma de cada esponja foram montadas com metaSPAdes v3.1.3

(NURK et al., 2017), com eliminagdo de scaffolds menores de 1 Kb.

4.2.2. Recuperag¢io dos MAGs

Os MAGs foram recuperados usando o programa MaxBin2 v2.2.14, com 40 ¢ 107
marcadores (WU; SIMMONS; SINGER, 2016). Os MAGs foram agregados por meio da
ferramenta DASTool v1.1.2 (SIEBER et al., 2018) e posteriormente selecionados, com base na
quantidade de GC, cobertura e taxonomia, pelo programa uBin v.0.9.14 (BORNEMANN et al.,
2020). Em seguida, foi feita a desreplicacdo, ou seja, a remocao de genomas muito similares,
com dRep v3.2.2 (OLM et al., 2017). No final, foram recuperados 1.054 MAGs do microbioma
das esponjas. Para ajudar a definir a qualidade deles, foram calculadas a contamina¢do com
CheckM v1.0.13 (PARKS et al., 2015) e a cobertura com o CoverM v0.6.1 (disponivel em

https://github.com/wwood/CoverM). Os genomas montados com completude menor que 70%

e contaminac¢do maior que 10% foram descartados, sobrando 205 MAGs.
Os MAGs nao eliminados foram anotados com o Prokka v1.14.5 (SEEMANN, 2014) e

classificados taxonomicamente com referéncia a base de dados SILVA de rRNA 16S, que


https://github.com/najoshi/sickle
https://sourceforge.net/projects/bbmap/
https://github.com/wwood/CoverM
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contém sequéncias da subunidade menor (SSU) do rRNA (QUAST et al., 2013). MAGs com
resultado inconclusivo na classificagdo por rRNA 16S foram posteriormente classificados
através de arvores filogenéticas de genes marcadores, como de rRNA e subunidades da RNA
polimerase.

Dentre os MAGs recuperados, foram selecionados 10, com base na classificacao
taxondmica, para serem analisados mais detalhadamente. Foram escolhidos esses MAGs
devido a classificagdo taxondmica com o gene 16S rRNA ter sido inconclusiva e eles
pertencerem a um mesmo grupo em classificagdes preliminares, um grupo pouco descrito na
literatura cientifica. Os identificadores utilizados para distinguir cada MAG estao listados na

Tabela 1.

Tabela 1. Lista com os identificadores utilizados para distinguir os
MAG:s.

MAGs
FT14 Bacteria2_151 60
FT14 metaspades3.13_max40.044
FT16 curated Bacteria_39 61
FT39 curated_Bacteria_12_62
FT39 curated Bacteria_21 61
FT39 curated Bacteria_27 60
FT41 curated Bacteria 80 57
FT41 curated Bacteria2 97 61
FT48 curated Bacteria_57 60
FT48 curated Bacteria_77 51
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4.3. DESCRICAO DOS MAGS

4.3.1. Métricas dos genomas e qualidade dos MAGs

As métricas do genoma, parametros que ajudam a caracterizar o genoma e definir a
qualidade de uma montagem, foram obtidas por meio dos programas GenomeQC, Prokka,
CoverM e CheckM. O GenomeQC fornece dados sobre: nimero de scaffolds e o tamanho do
maior e menor scaffold; quantidade total de pares de base; N50, L50, NG50 e LG50; e
porcentagem de GC (MANCHANDA et al., 2020). Foi utilizada a fun¢do “Analyze your

genome assembly” do servidor do programa (disponivel em https://genomeqc.maizegdb.org) na

configuracdo padrao. O Prokka, além de realizar a anotagdo, fornece informacdes acerca da


https://genomeqc.maizegdb.org/
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quantidade de genes, tRNA, rRNA, tmRNA e regides de repeticio (SEEMAN, 2014). Por fim,
foram usados os dados sobre contaminagdo e completude obtidos anteriormente com o CheckM
e CoverM. Algumas dessas métricas, entre elas a completude, contaminagao, presenga de certas
moléculas de rRNA (58S, 16S e 23S) e a quantidade de tRNAs, foram usadas para determinar a

qualidade dos genomas montados com base em parametros definidos por Bowers ef al. (2017).

4.3.2. Classificacao taxonémica

A classificagdo foi realizada com base em genes conservados, por meio da ferramenta

GTDB-Tk v1.6.0 (CHAUMEIL et al., 2020), presente no servidor KBase (disponivel em
https://www.kbase.us) (ARKIN ef al., 2018). Esse programa identifica e extrai genes

marcadores especificos de determinado dominio taxondmico, realiza o alinhamento e insere os
dados em arvores de referéncia. A classificagdo teve como referéncia a base de dados GTDB
v202 (PARKS et al., 2020).

A partir dos resultados do GTDB-Tk, foi produzida uma arvore filogenética baseada em
codons com os MAGs em estudo, outros representantes do filo no qual eles foram classificados
(Latescibacterota) e representantes de um filo préximo (Gemmatimonadetes), além de um
outgroup, formado por membros do filo Firmicutes. A arvore foi gerada com recursos do
servidor Patric v3.6.12 (DAVIS et al., 2020), utilizando as fungdes: “Similar Genome Finder”,
que, por meio do programa Mash (ONDOV ef al., 2016), mostra genomas similares a um
genoma de referéncia ao estimar a distancia entre eles com MinHash; e “Phylogenetic Tree”,
que identifica grupos homologos de genes de copia unica (sequéncias de DNA e aminoacidos)
e realiza o alinhamento das sequéncias, seguido pela concatenagao dos alinhamentos. A arvore
foi construida por estimativa de maxima verossimilhanga com o programa RAxML
(STAMATAKIS et al.,, 2014) e foi visualizada com o FigTree v1.4.4 (disponivel em

https://github.com/rambaut/figtree), sendo feitas alteracdes estéticas para melhor visualizagao.

Além disso, foram utilizadas as ferramentas ANI (average nucleotide index) e dDDH
(digital DNA-DNA hybridization) para comparar os 10 MAGs, determinando a distancia entre
eles. O ANI foi realizado no servidor do JSpeciesWS v3.9.1 (disponivel em
http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/) (RICHTER et al., 2016), enquanto o dDDH foi feito
com o programa GGDC v3.0 (disponivel em https://ggdc.dsmz.de) (MEIER-KOLTHOFF et al.,

2013). Nos dois programas, foi usada a configuracao padrao e a ferramenta de alinhamento

escolhida foi o BLAST. No caso do GGDC, o calculo ¢ realizado em trés féormulas distintas,


https://www.kbase.us/
https://github.com/rambaut/figtree
http://jspecies.ribohost.com/jspeciesws/
https://ggdc.dsmz.de/
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optando-se pela formula recomendada, que calcula a distancia com base na identidade e

tamanho do par de maior valor.

4.3.3. Proteinas similares as eucarioticas

A procura por proteinas similares as eucaridticas, componente importante para o
estabelecimento da simbiose, foi conduzida usando dois programas na configuragdo padrio:
Pannzer2 e CD-Search. (0] Pannzer2 (disponivel em
http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/) faz a busca na base de dados Uniprot
(TORONEN; MEDLAR; HOLM, 2018). Por outro lado, o CD-Search (disponivel em

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi) procura na base de dados propria

de dominios conservados (MARCHLER-BAUER e BRYANT, 2004). Nos arquivos com 0s

resultados, foi feita a busca manual das proteinas pelo nome do dominio, no caso do CD-Search,

ou pela descri¢ao, no caso do Pannzer2.

4.4. RECONSTRUCAO METABOLICA

A reconstrucdo metabolica foi feita através da verificacdo da presenca de enzimas
envolvidas em reacdes presentes em determinadas vias metabodlicas. As principais fontes de
informacdes foram as bases de dados de vias metabodlicas KEGG v97.0 (KANEHISA et al.,
2017) e MetaCyc v26.0 (CASPI et al., 2020).

No caso do KEGG, foi primeiramente feita a reanotacdo dos MAGs no BlastKOALA
v2.2 (disponivel em https://www.genome.jp/kegg/) (KANEHISA; SATO; MORISHIMA,

2016). O parametro referente a taxonomia foi alterado para “Bacteria” e a base de dados
escolhida para a busca foi a “family_eukaryotes + genus_prokaryotes”. Ao finalizar, o servidor
gerou um arquivo de texto contendo a correlagao dos genes anotados com o codigo identificador
de KO (KEGG Orthology). Esse arquivo foi posteriormente inserido na ferramenta
“Reconstruct Pathway” do KEGG Mapper (KANEHISA e SATO, 2019). O resultado final foi
a demonstra¢do grafica, produzida pelo programa, das reagdes realizadas em cada via
metabolica presente na base de dados analisada. Os dados sobre as vias presentes, além das
principais reagdes e enzimas, foram registrados e separados em arquivos distintos com base na

fun¢do metabolica. Em adi¢do as informacdes acerca das vias, foram registrados os dados sobre


http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/
http://ekhidna2.biocenter.helsinki.fi/sanspanz/
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https://www.genome.jp/kegg/

34

familias de proteinas, incluindo enzimas, transportadores, toxinas, sistemas de defesa, sistema
de excregao e resisténcia a antimicrobianos.

Para a verificagdo no MetaCyc, foi utilizado o software Pathway Tools v23.0 (KARP et
al.,2021). Ao inserir 0 arquivo com 0 genoma no programa, ele ¢ processado gerando listas e
tabelas referentes as vias, enzimas, polipeptideos, transportadores, compostos ¢ tRNAs
presentes no genoma, separadas de acordo com a fun¢do metabdlica. Apenas os dados de
interesse sobre as vias, enzimas e transportadores foram registrados. Graficos foram gerados no
programa Writer ¢ Calc do LibreOffice ¢ mapas de calor foram produzidos com o pacote

“pheatmap” do R.

4.5. BUSCA POR COMPOSTOS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO

4.5.1. Enzimas de interesse biotecnoldogico

A procura por enzimas de interesse biotecnoldgico foi realizada pela busca do nome da
enzima, e de alguns sindnimos, no genoma previamente anotado. Essa busca também foi feita
no genoma reanotado pelo BlastKOALA. As enzimas procuradas compdem a Tabela 2,
construida tendo como referencial a literatura cientifica, com auxilio do banco de dados de
enzimas BRENDA (JESKE et al., 2019). Foram selecionadas enzimas que tenham alguma
importancia biotecnologica descrita em artigos.

Ainda foi feita a identificagdo de CAZymes, enzimas que catalisam reagdes de
degradacao, biossintese ou modificagao de carboidratos. Para isso, fo1 utilizada a base de dados
especializada CAZy (DRULA et al., 2022), além do servidor dbCAN2 (disponivel em
https://bcb.unl.edu/dbCAN2/) (ZHANG et al., 2018a). Esse servidor permite procurar por essas

enzimas, usando trés ferramentas distintas: Hmmer, DIAMOND e eCAMI. No final, foi gerado
um arquivo de texto indicando a presenca de enzimas similares e suas classes, além de outras
informacdes como identidade, cobertura, e-value e regido do gene. Foram considerados apenas

os genes identificados pelos trés métodos.


https://bcb.unl.edu/dbCAN2/

Tabela 2. Lista com o nome ¢ o nimero EC de todas as enzimas procuradas nos genomas analisados.
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4.5.2. Metabdélitos secundarios

A busca por clusters de genes ligados a produgdo de metabolitos secundarios foi feita
antiSMASH v6.0
https://antiSMASH.secondarymetabolites.org) (BLIN et al., 2021). O programa foi executado

atraveés do

do

na configuragdo padrdo, com a rigidez de detecgdo relaxada. Apds a execucao, foram gerados

(disponivel

Nome Nimero EC Nome Nimero EC
Alcool desidrogenase EC1.1.11 Beta-glicosidase EC3.2.121
Glicerol desidrogenase EC1.1.16 Alfa-galactosidase EC3.2.122
Glicose oxidase EC1.134 Beta-galactosidase EC3.2.1.23
Bilirrubina oxidase EC1.135 Beta-fructofuranosidase EC3.2.1.26
(Colesterol oxidase EC1.136 [Hialuronidase EC3.2.135
D-aminodcido oxidase EC1433 Beta-xilosidase EC3.2.1.37
Lacase EC1.103.2 Alfa-ramnosidase EC3.2.140
eroxidase EC1.11.1- llulanase EC32141
atalase EC1.11.16 Ifa-L-arabinofuranosidase EC3.2.1.55
idrogenase EC1.12.-- icheninase EC3.21.73
1poxigenase EC1.13.11- eta-manosidase EC3.2.1.78
10X1genase EC1.14.11.- actase EC3.2.1.108
onoxigenase EC1.14.13-- uitosanase EC3.2.1.132
irosinase EC1.14.181 poxido hidrolase EC3.3.29
Superoxido dismutase EC1.15.1. minopeptidase EC3.4.11-
itrogenase EC1.186.1 Serina peptidase EC3421.-
extransucrase EC24.15 isteina protease EC3.422-
evansucrase EC24.1.10 enina EC3.423.15
nzima ramificadora de glicogénio EC24.1.18 olagenase EC3.4247
iclomaltodextrina glucanotransferase EC2.4.1.19 ermolisina EC3.42427
odanase EC238.1.1 Serralisina EC3.4.2440
RISPR-Cas9 EC3.1.-- midase EC35.1-
sterase EC3.1.1- sparaginase EC35.11
1pase EC3.1.13 lutaminase EC3.5.12
anase EC3.1.1.20 rease EC35.15
osfolipase EC3.1.1.32 eta-lactamase EC3.526
utinase EC3.1.1.74 itrilase EC35.5.1
osfatase alcalina EC3.131 ealogenase EC38.1.-
itase EC3.138 ubisco EC4.1.139
milase EC3.2.1- Vitrila hidratase EC4.2.1.84
ndoglucanase EC3.2.1.- lginato-liase EC422.-
altoidrolase EC3.2.1.- elobiose epimerase EC5.13.11
ectinase EC3.2.1.- -arabinose isomerase EC53.14
ilanase EC32.138 tlose isomerase EC53.15
uitinase EC3.2.1.14 -ramnose isomerase EC53.1.14
1s0zima EC3.2.1.17 somaltulose sintase EC5.4.99.11
Ifa-glicosidase EC3.2.1.20

cm

diversos arquivos que mostram os clusters identificados e as regides onde foram encontrados.


https://antismash.secondarymetabolites.org/
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4.5.3. Peptideos biologicamente ativos

A procura por peptideos biologicamente ativos (BAP) comecou com a extracao dos
peptideos presentes nos MAGs. O tamanho de cada sequéncia presente foi determinado usando
0 programa FASTA Length v1.0 (disponivel em
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Spouge/html_ncbi/html/fasta/length.html).  Por

conta da limitacdo de programas que serao utilizados posteriormente, foram considerados como
peptideos apenas as sequéncias com menos de 100 aminoacidos. As sequéncias de peptideos
foram extraidas com o programa FASTA sequence extractor, umas das ferramentas do FaBox

v1.61 (disponivel em https://birc.au.dk/~palle/php/fabox/fasta_extractor.php) (VILLESEN,

2007). Aunica alterag@o na configuragdo padrao do programa foi a ativagao da correspondéncia
parcial dos identificadores. No final, foi gerado um arquivo s6 com as sequéncias de
aminodacidos dos peptideos de cada MAG.

Em seguida, as sequéncias foram inseridas no servidor PeptideRanker (disponivel em

http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/) (MOONEY et al., 2012), programa que indica a

probabilidade do peptideo ser biologicamente ativo. Os peptideos com chance acima de 0,5

foram selecionados para tentar predizer a sua fung¢ao biologica.

Tabela 3. Programas utilizado para predizer a fungo de peptideos biologicamente ativos.

Programa Funcio predita Disponivel em Referéncia

AntiCP Atividade AnticAncer https://webs.1iitd.edu.in/raghav a/anticp2/predict.php (AGRAWAL et al, 2021)

Antifp Atividade Antifingica https://webs.1iitd .edu.in/raghav a/antifp/ (AGRAWAL et al, 2018)
AntiAngioPred Atiwvidade Anti-inflamatoria  hitps://webs.iutd.edu.in/raghava/antiangiopred/ (RAMAPRASAD etal, 2015)
AntiBP2 Atividade Antimicrobiana  https://webs 1itd edu.in/raghava/antibp2/submit html (LATA: MISHRA:; RAGHAVA_2010)
CAMPr3 Atwidade Antimicrobiana  http-//www.camp bicnirrh res.in/predict/ (WAGHU et al., 2016)

Toxinpred Toxina https://webs.1iitd.edu.in/raghava/toxinpred/index html  (GUPTA et al, 2013)

Para a predicdo funcional, foram utilizados diversos programas que identificam
diferentes fun¢des. Dados sobre os programas utilizados e a fungao a ser predita estdo presentes
na Tabela 3. No geral, foi utilizada a configuracdo padrdo com o cut-off de 0,5 para todos os
programas. Nos programas que possuem mais de uma base de dados de referéncia, método ou
algoritmo de andlise, a predicao foi realizada em todos as bases e modelos disponiveis. Por fim,
as informagdes obtidas a partir desses programas foram reunidas em uma planilha contendo o

identificador do peptideo e a probabilidade calculada pelos programas.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CBBresearch/Spouge/html_ncbi/html/fasta/length.html
https://birc.au.dk/~palle/php/fabox/fasta_extractor.php
http://distilldeep.ucd.ie/PeptideRanker/
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A Tabela 4 mostra nove parametros (quantidade de scaffolds, tamanho do genoma

montando, tamanho do maior e menor scaffold, N50, NG50, L50, LG50 e quantidade de GC)

obtidos com o programa GenomeQC. Na Tabela 5, aparecem os demais parametros:

completude, obtida com CoverM; contaminagao, obtida com o CheckM; além da quantidade de

genes, CDS, rRNA, tRNA, tmRNA e regides com repeticao, adquiridos através do Prokka.

Tabela 4. Métricas dos MAGs obtidas através do programa GenomeQC.

MAG Scaffolds Tamanho [bp] >Scaffold [bp] <Scaffold [bp] N50[bp] L50 NG50[bp] LGS0 GC[%]
FT14_Bacteria2_151_60 76 5462990 356540 1118 137738 13 148784 12 60,05
FT14_metaspades3.13_max40.044 214 4933867 125691 1024 5157 31 49703 32 5586
FT16_curated_Bacteria_39_61 122 5488755 235622 1006 126379 17 129535 15 6061
FT39_curated_Bacteria_12_62 254 2593951 81533 1025 15999 43 14152 51 6197
FT39_curated_Bacteria_21_61 497 3225546 39626 1006 10863 83 11963 36095
FT39_curated_Bacteria_27_60 507 3336574 105468 1001 241 N 14273 58 60,11
FT41_curated_Bacteria_80_57 1027 341637 31160 1001 399 262 4488 M2 5723
FT41_curated_Bacteria2_97_61 430 4488021 91467 1005 1827 77 20025 64 6113
FT48_curated_Bacteria_37_60 69 4490256 524568 1023 1125 8 213122 7 59.94
FT48_curated_Bacteria_77_51 20 3391615 566399 1011 308406 5 315559 4 5095
Tabela 5. Métricas dos MAGs obtidas com os programas CheckM, CoverM e Prokka.

MAG Completude [%] Contaminacio [%] Genes CDS rRNA tRNA tmRNA Repeticies
FT14_Bacteria2_151_60 97,74 33 4619 4545 17 56 4
FT14_metaspades3.13_max40.044 96.7 0,36 4095 4042 3 49 2
FT16_curated Bacteria 39 _61 96,64 13 4649 4566 19 63 3
FT39_curated_Bacteria_12_62 862 0 210 217 2 33 0
FT39_curated Bacteria 21_61 84,85 14 2622 2589 0 32 1
FT39_curated Bacteria 27_60 73,86 44 2801 2756 0 45 0
FT41_curated_Bacteria_80_57 89,56 14 2870 2826 0 4 0
FT41_curated_Bacteria2 97 _61 87,74 6.59 3724 3648 17 58 0
FT48_curated Bacteria_57_60 84,45 44 3689 3639 3 16 2
FT48_curated_Bacteria_77_51 71.43 03 3036 3002 3 30 1
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De acordo com padrdes definidos por Bowers et al. (2017), um draft de alta de qualidade
possui os rRNAs 5S, 16S e 23S, ao menos 18 tRNAs, além de completude maior que 90% e
contaminagdo menor que 5%. Drafts de qualidade média precisam ter apenas completude maior
ou igual a 50% e contaminacdo menor que 10%. Por fim, drafis de baixa qualidade apresentam
completude menor que 50% e contaminacdo menor que 10%. Assim, apenas trés dos MAGs
analisados possuem qualidade alta (Tabela 6). Os outros apresentam qualidade média seja por
causa da contaminagdo acima de 5%, seja pela completude ser menor que 90% ou devido a

auséncia de determinados rRNAs.

Tabela 6. Qualidade dos MAGs determinadas com base em Bowers et al. (2017).

MAG rRNA 5S [rRNA 16S [rRNA 23S| tRNA |Completude [%]|Contaminacao [%]]| Qualidade
FT14_Bacteria2_151_60 Presente | Presente | Presente 56 97,74 33 Alta
FT14_metaspades3.13_max40.044 | Presente | Presente | Presente 49 96,7 0,36 Alta
FT16_curated Bacteria 39 61 Presente | Presente | Presente 63 96,64 1.3 Alta
FT39_curated_Bacteria_ 12 62 Presente | Presente | Ausente 35 86,2 0 Media
FT39_curated_Bacteria 21 61 Ausente | Ausente | Ausente 32 84.85 14 Meédia
FT39_curated_Bacteria_27_60 Ausente | Ausente | Ausente 45 73.86 44 Meédia
FT41 curated Bacteria_80 57 Ausente | Ausente | Ausente 44 89.56 1.4 Média
FT41_curated_Bacteria2 97 61 Presente | Presente | Presente 58 97,74 6,59 Meédia
FT48_curated_Bacteria_57_60 Presente | Presente | Presente 46 84.45 44 Meédia
FT48_curated_Bacteria_77_51 Presente | Presente | Presente 30 71,43 0,3 Média

Parametros em fundo verde apresentaram alta qualidade. As demais cores mostram parametros que estiveram
abaixo no nivel de qualidade alta, levando a reducdo da qualidade do MAG.

5.1.2. Classificacdo taxondmica

De acordo com a classificagdo feita no GTDB-tk, todos os MAGs compartilham a
mesma classificagao taxondmica até a classe (dominio Bacteria; filo candidato Latescibacterota;
classe UBA2968), como mostrado na Tabela 7. A arvore filogenética construida mostra a
relacdo dos MAGs com outros individuos do filo Latescibacterota e de filos proximos (Figura

6).

Tabela 7. Classificagdo taxondmica realizada pelo programa GTDB-tk.

MAG Classificacido

FT14_Bacteria?_151_60 d__ Bacteria;p_ Latescibacterota;c_ UBA2968;0_ UBAS231:f UBAS8231;z_ GCA-2724215;s_

FT14 metaspades3.13_max40.044 d_ Bacteria;p Latescibacterota;c UBA2968;0 UBA2968.f UBA2968;g VXRDO1:s

FT16_curated_Bacteria_39_61 d__Bacteria;p_ Latescibacterota;c_ UBA2968;0_ UBAS231:f UBAS8231;g_ GCA-2724215;s_

FT39 curated Bacteria 12 62 d_ Bacteria;p Latescibacterota;c UBA2968;0 UBA2968.f GCA-2709665g 5

FT39_curated_Bacteria 21 61 d__Bacteria;p_ Latescibacterota;e_ UBA2968;0_ UBA2968:f GCA-2709665;5_ JAAXHWO1;s_ JAAXHWO1 sp012270675
FT39 curated Bacteria 27 60 d_ Bacteria;p Latescibacterota;c UBA2968;0 UBA2968f GCA-2709665;c JAAXHEOl;s JAAXHEOI sp012271065
FT41_curated_Bacteria_80_57 d__Bacteria;p_ Latescibacterota;e_ UBA2968;0_ UBA2968.f UBA2968;g  VXRDOl:s

FT41 curated Bacteria? 97 61 d_ Bacteria;p Latescibacterota;c  UBA2968;0 UBAS8231;f UBA8231;g GCA-2724215;s
FT48_curated_Bacteria_57_60 d__ Bactera;p__Latescibacterota;c UBA2968;0_ UBA2968;f GCA-2709665;g_ JAAXHEOLl;s

FT48 curated Bacteria 77 51 d_ Bacteria;p Latescibacterota;c  UBA2968;0 UBA2968:f UBA2968;g VXRDO1:s
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Figura 6. Arvore filogenética mostrando a relagio entre os MAGs, destacados de vermelho, com outros organismos
proximos dos filos Latescibacterota ¢ Gemmatimonadetes, identificados com o nome dado no NCBI. Foram
utilizados 59 genes de copia tnica. A raiz da arvore esta no outgroup, formado por genomas do filo Firmicutes. As
expressdes apos os parénteses indicam o filo atribuido enquanto a cor de fundo indica a classe.

Além disso, a similaridade dos genomas foi avaliada através do ANI e do dDDH. Valores
de ANI maior ou igual a 95% - 96%, ou de dDDH maior ou igual a 70% indicam que os pares

de genomas analisados pertencem a mesma espécie (CHUN et al, 2018). Entdo, por
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apresentarem um ANI de 96,89 e 96,01, os genomas FTI14 Bacteria2 151 60 e
FT41 curated Bacteria2 97 61 podem ser considerados da mesma espécie. O par
FT41 curated Bacteria 80 57 e FT14 metaspades3.13_max40.044 também apresentou
valores de ANI acima do ponto de corte (Tabela 8). Nesses dois casos, os dados do ANI foram
corroborados pelo dDDH, cujo valor para o primeiro par foi 73,6 e de 72,3 para o segundo par

(Tabela 9).

Tabela 8. Resultado da verificagdo de similaridade entre genomas por meio do ANI, calculado no

servidor JSpeciesWS.
ANIb
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] = 2 & _l = = o 2l <
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= . ] 5] 8] /A A Jas] A o
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= E & ) “ ) “ o < ~
= I o @ @ @ = — % )
T — I i & T b ¥ T
= H B ) B B B = )
E = 3 [ [ = = [ [
FT14 Bacteria2 151 60 = 67.4 9071 6472 6532 064584 66,32
FT14 metaspades3.13 max40.044 67.56 * 68,23 05.69 67.62 66.33 77.32
FT16_curated Bacteria 39 61 90.84 68,04 | * 6471 6541 6495 66,64
FT39 curated Bacteria 12 62 64.89 6554 6471 * 6965 67.64 64.8
FT39 curated Bacteria 21 61 65.47 67,43 657 69.66 * 70,04 66,98
FI39 curated Bacteria 27 60 67.53 70.12 B 66.1
FT41 curated Bacteria 80 57 65.78 6743 66.57 77.88
FT41 _curated Bacteria2 97 61 647 6546 6488 6623 | * 6599 66,15
FT48 curated Bacteria 57 60 65.86 66.75 6594 67.57 7036 8058 66.64 6579 = 66.65
FT48 curated Bacteria 77 51 66.07 7785 66,51 6523 6731 6594 77.74 66.01 066.63 =

Valores acima de 95%, destacados de preto, indicam que os genomas pertencem a mesma espécie.
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Tabela 96. Resultado da verificag@o de similaridade entre genomas por meio do dDDH, calculado

pelo programa GGDC.
dDDH
-
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= g o o o o _ | o' o
= -+ — o o o -+ I -+ -+
& = = = = = & B B
E =3 [ [ [ [ = k= [
FT14 Bacteria2 151 60 = 255 432 21.7 232 16.9 246 22,7 21
FT14 metaspades3.13 max40.044 25.5 = 248 172 216 153 279 18.2 222
FT16 curated Bacteria 39 61 432 248 * 224 248 214 28 457 19.2 247
FI39 curated Bacteria 12 62 217 172 224 * 189 166 289 299 181 23.7
FT39 curated Bacteria 21 61 232 216 2438 18.9 = 19.2 194 224 18,4 283
FI39 curated Bacteria 27 60 16.9 153 214 16.6 19.2 = 15.7 15,7 248 16.4
FT41 curated Bacteria 80 57 24,6 28 28,9 194 157 | * 236 154 222
FT41 curated Bacteria2 97 61 27.9 457 299 224 157 236 | * 197 279
FT48 curated Bacteria 57 60 227 18.2 19.2 18.1 184 248 15.4 19.7 = 219
FT48 curated Bacteria 77 51 21 222 247 237 283 16,4 222 279 219 =

Valores acima de 70%, destacados de preto, indicam que os genomas pertencem a mesma espécie.

5.1.3. Proteinas similares as eucarioticas

Tanto o Panzzer2 como o CD-Search conseguiram encontrar varias ELPs nos MAGs.
No CD-Search foram identificados os seguintes dominios: repeti¢do de anquirina (ANK);
repeticao rica em leucina (LRR); repeticdo de NCL-1, HT2A e Lin-41 (NHL); repeti¢do similar
a SEL1 (SEL1); repeticao de tetratricopeptideo (TPR); e repeticao de WD40 (WD40) (Figura
8). Por outro lado, o Panzzer2 identificou os mesmos dominios identificados no CD-Search,
com a adicdo dos dominios de Fibronectina tipo-III (FN3), repeticdo de pirroloquinolina
quinona (PQQ), e a familia NipSnap (Figura 7). Quanto as diferencas nos resultados obtidos
pelos dois programas, o Panzzer2 identificou uma variedade maior de dominios, enquanto CD-
Search achou uma quantidade maior de dominios nos MAGs. Apesar disso, o0 dominio mais

prevalente, nos dois programas, foi o TPR.
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Figura 7. Dominios relacionados as proteinas similares as eucarioticos encontrados nos MAGs através do
programa Panzzer2. ANK = repeti¢ao de anquirina; FN3 = fibronectina tipo-III; LRR = repeti¢do rica em leucina;
NHL = repeticdo de NCL-1, HT2A e Lin-41; SEL1 = repeti¢do similar a SEL1; PQQ = repeticdo de
pirroloquinolina quinona; TPR = repeti¢do de tetratricopeptideo; WD40 = repeticdo de WD40.
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Figura 8. Dominios relacionados as proteinas similares as eucaridticos encontrados nos MAGs através do
programa CD-Search. ANK = repeti¢ao de anquirina; LRR = repeti¢ao rica em leucina; NHL = repetigdo de NCL-
1, HT2A e Lin-41; SEL1 = repeti¢ao similar a SEL1; TPR = repeti¢ao de tetratricopeptideo; WD40 = repeti¢ao de
WDA40.
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5.2. RECONSTRUCAO METABOLICA
5.2.1. Metabolismos energético e fixacao do carbono

Foram identificados processos aerdbicos e anaerdbicos para obtengdo de energia,
comumente encontrados em organismos heterotréficos, nos MAGs (Figura 9). Entre os
processos aerdbicos encontra-se: o ciclo de Krebs; a cadeia transportadora de elétrons, presentes
os complexos proteicos I (NADH: quinona oxidoredutase), II (succinato desidrogenase), 111

(citocromo C) e V (F-ATPase); e a formacao do ATP.
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Figura 9. Mapa de calor mostrando as vias possivelmente realizados por cada MAG, além da porcentagem de
reacdes possivelmente realizadas por ele com relagdo ao total de reagdes das vias, tendo como referéncia a base
de dados KEGG ou MetaCyc. Nesses graficos, sdo apresentados dados da reconstru¢do metabolica sobre a
biossintese de varios tipos de compostos, mecanismos de defesa, fatores de patogenia, vias de biorremediagdo
e de fixacéio de carbono. e metabolismo energético.
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Com relagdo aos processos anaerobicos, foram encontrados genes ligados a respiragao
anaerdbica com o sulfato como aceptor final de elétrons, catalisado pela enzima sulfato
adenililtransferase (Sat); e a fermentacao do piruvato, podendo resultar em acetoina, sintetizada
pela agdo das enzimas acetolactato sintase (AlsS) e diacetil redutase (BudC), etanol, mediado
pela alcool desidrogenase (Adh), ou lactato, formado devido a enzima lactato desidrogenase
(Ldh). Também foram identificados genes relacionados a reducdo dissimilatoria de nitrato a
amonia (DNRA), porém apenas uma das subunidades das enzimas nitrato redutase (Narl) e
nitrito redutase (NirD) estiveram presentes.

Foram encontradas também vias catabdlicas de carboidratos, incluindo a glicolise e a
via das pentoses, além de reagdes de catabolismo de lipidios e proteinas, como a beta-oxidacao
e vias de degradagdo de aminoacidos (Figura 10). Ha ainda genomas que contém as enzimas
hidrogenase e monoxido de carbono desidrogenase, ligadas a producdo de energia a partir do
hidrogénio e mondxido de carbono, respectivamente.

Finalmente, foram encontradas enzimas que fazem parte de vias de fixagao de carbono
(Figura 9). Contudo, todas as vias estavam incompletas e ndo foram identificadas enzimas-

chave.
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Figura 10. Mapa de calor mostrando as vias possivelmente realizados por cada MAG, além da porcentagem
de reagdes possivelmente realizadas por ele com relagdo ao total de reacdes das vias, tendo como referéncia
a base de dados KEGG ou MetaCyc. Nesses graficos, sdo apresentados dados da reconstru¢do metabodlica
sobre a degradacdo de varios tipos de compostos.

5.2.2. Nutricao e biossintese

Os mapas de calor mostram os possiveis compostos que podem ser degradados e
utilizados como fonte de carbono, nitrogénio, enxofre e/ou foésforo. Os compostos
possivelmente degradados abrangem desde carboidratos, lipideos e aminoacidos até

tiocompostos e outros compostos nitrogenados e fosforados. Eles mostram também compostos
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possivelmente sintetizados, incluindo carboidratos, lipideos, fosfolipideos, aminoacidos
essenciais e outros compostos nitrogenados, vitaminas, € metabdlitos secundarios (Figura 9).
Nesses graficos, ¢ mostrada a porcentagem de reagdes possivelmente realizadas por cada MAG
com relacdo ao total de reagdes que compdem as vias. A possivel realizacao ¢ constatada pela

presenca de genes que codificam enzimas envolvidas nas reagdes.

5.2.3. Ciclos biogeoquimicos

Os MAGs sao capazes de produzir enzimas envolvidas em determinadas etapas dos
ciclos do nitrogénio, enxofre e fosforo. No caso do ciclo de nitrogénio, foram identificados
genes relacionados as reagdes de oxidagao da hidroxilamina em nitrito, redug¢do do nitrato em
nitrito e conversdo de nitrito em amonia (Figura 11). Assim, h4 possivel participacdo nos
processos de nitrificagdo, interconversao entre nitrato e nitrito, ¢ amonificagdo por meio da
DNRA. Vale destacar que foi identificada apenas uma subunidade das enzimas nitrato redutase
(Narl) e nitrito redutase (NirD). Também foi constatada a incorporagdo de amoénia em

aminodacidos durante a formagdo da glutamina a partir do glutamato.
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Figura 11. Processos do ciclo nitrogénio possivelmente realizados pelas bactérias em estudo. Os
simbolos indicam a presenca, em determinado MAG indicado, de certo gene envolvido em alguma
etapa do ciclo. Nota-se o possivel envolvimento nos processos de nitrificacdo, reducdo do nitrato e
assimila¢@o da amonia.
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Quanto ao ciclo do fésforo, foram identificadas vias de degradagcdo de compostos
organicos fosforados, como os fosfonatos, havendo, assim, uma possivel contribuicdo no
processo de remineralizagdo do fosforo. Além disso, esta presente o ciclo do polifosfato, via
envolvida no armazenamento desse elemento.

Com relagdo ao ciclo do enxofre, foi identificada a participacdo nos processos de
reducdo assimilatoria de sulfato, reducdo dissimilatoria de sulfato, desproporcionamento do

tiossulfato e incorporagdo do sulfeto para geracao da cisteina (Figura 12).
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Figura 12. Processos do ciclo enxofre possivelmente realizados pelas bactérias em estudo. Os
simbolos indicam a presenga, em determinado MAG indicado, de certo gene envolvido em alguma
etapa do ciclo. Nota-se o possivel envolvimento nos processos de assimila¢do e dissimilagdo do
sulfato, desproporcionamento do tiossulfato e incorporagéo do sulfeto.

5.2.4. Biorremediacao

Os MAGs podem estar envolvidos tanto no metabolismo de alguns metais pesados como
na degradag@o de compostos aromaticos ou de cloro capazes de causar danos ao meio ambiente
(Figura 9). Foram identificadas as enzimas arsenato redutase (ArsC) e gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (Gap), relacionadas as transformagdes de compostos com arsénio em formas
menos danosas. Ainda foi constatada a presenca da enzima mercurio redutase (MerA) e da

proteina transportadora de mercurio (MerP), ligadas a resisténcia ao mercurio.
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Com relagao a degradacao de compostos organicos prejudiciais, as enzimas naftaleno
1,2-dioxigenase (NagAB), 2-amino-5-cloromuconato desaminase (CnbZ), haloalcano
dealogenase (DhmA), haloacetato dealogenase (DehH2) e difenil 2,3-dioxigenase (BphA),
cujos genes foram encontrados em alguns MAGs, fazem parte das vias de degradacao do
naftaleno, 4-cloronitrobenzeno, 1,2-dicloroetano, fluoracetato e éter difenilico polibromado
(PBDE), respectivamente. Os MAGs também tém o potencial de transformar produtos
intermedidrios das vias de degradacdo de compostos danosos, entre eles o 4-sulfocatechol,
intermediario da quebra de sulfonatos, e 4-hidroxiacetofenona, intermediario do metabolismo
de inseticidas e retardantes de chamas. A possivel execucao dessas reacdes foi registrada devido
a presenca da 4-sulfomuconolactona hidrolase (SLMH), protocatechuato 3,4-dioxigenase
(PcaHG) e da 4-hidroxiacetofenona monoxigenase (HapE). Por fim, hé genes que codificam as
enzimas 2,4-diclorofenol 6-monoxigenase (TdfA), envolvida na degradacao dos herbicidas 2,4-
diclorofenoxiacetato (2,4-D) e 4-cloro-2-metilfenoxiacetato (MCPA), e glicina oxidase (ThiO),

que atua na biorremediacdo do agrotoxico glifosato.

5.2.5. Mecanismos bacterianos de defesa e outras caracteristicas

Os MAGs apresentam os seguintes mecanismos de defesa: CRISPR-Cas (Tipo [, Il e
IIT), sendo identificado o sistema CRISPR-Cas9 no MAG FT16 curated Bacteria 39 61;
sistema R-M (Tipo I, II, IIT e IV); sistema toxina-antitoxina (Tipo II); e sistema de fosfotiolacao
do DNA. Além disso, estdo presentes os genes KatG e SodA que codificam, respectivamente,
as enzimas catalase e superoxido dismutase, envolvidas na degradacdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) (Figura 9).

Ainda foram registrados possiveis fatores de patogenia, entre eles as enzimas hemolisina
e hialuronidase. A enzima 5’-fluoro-5’-deoxi-adenosina sintase (FIA), que compde a via de
sintese do fluoracetato, foi encontrada em um dos MAGs (Figura 9).

No geral, estdo ausentes genes relacionados as estruturas bacterianas de locomogao, com
exce¢do do MAG FT41 curated Bacteria 80 57 que possui um dos genes da proteina de
montagem do pili (CpaF) do cluster génico CpaABCDEF.

A reconstru¢do metabdlica também indicou a possivel presenca de diversos
transportadores. O rol de transportadores encontrados nos MAGs, com referéncia a base de

dados KEGG, esta registrado na Tabela 10. Foram considerados apenas transportadores
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completos, ou seja, quando foram identificados todos os genes relacionados a um determinado

transportador.

Tabela 10. Genes que codificam transportadores encontrados no MAGs.

Transportador Genes MAG Transportador Genes MAG
Aldouronato LplABC e Ferro (II) FeoAB meAP <[00
Aminodcido de cadeia ramificada LivFGHKM o Magnésio/ Cobalto CorC v
Divisdo celular FtsEX eAP> 4O Nicotinamida PnuC 40
Quitobiose ChiEFG ull Efluxo de drogas MexAB-OprM A
Efluxo de drogas MdIAB MO ¢APVAOO Efluxo de drogas MexJK-OprM me ¢[00
Frutose FrcABC < Metais pesados CzcABC me¢AVaOOD
Glicina Betaina/ Prolina ProwXv . Aménia AmT HetAP Vw00
Ferro (II1) AfuABC v Clorido YK me¢AD VOO0
L-Aminodcido AapIMPQ o Fluoreto CrcB me¢ O
Lipopolissacarideo LptBFG me¢rVO Magnésio MgtE AP Vo
Lipoproteina LolCDE me 4>V 400 Vitamina B12 BtuB-TonB meA» OO
Microcina C YejABEF me ¢[00 Aquaporina NIP; TIP A»OO
Protetor osmético OpuABC 0 Fosfato OprOP M
Fosfato PstABC me ¢A OO Acido teicurénico TuaAB Yo
Fosfonato PhnCDE > Biopolimero ExbBD-TonB me ¢AM VIO
Ribose/ Autoindutor-2/ D-Xilose ~ RsbABC me ¢[00 Cromato ChrA eAdo
Sédio NatAB X Efluxo de drogas EmrE A>
Taurina TauABC ull Niquel/ Cobalto RcnA eV
Ureia UrtABCDE me00 Potdssio KtrAB me ¢l
Zinco/ Manganés/ Ferro TroABCD me ¢« [ Vitamina B1 ThiT A

Zinco/ Cddmio ZipB e¢Ad o)

m |FT14_Bacteria2_151_60

® |FT14_metaspades3.13_max40.044 |« |FT41_curated_Bacteria_80_57 OJABC [ Potencial Eletroquimico
4 |FT16_curated_Bacteria_39_61 O |FT41_curated_Bacteria2_97_61 O Porina [ Canal I6nico
A |FT39_curated_Bacteria_12_62 o | FT48_curated_Bacteria_57_60 O] RND 1 Outros

P | FT39 curated Bacteria 21 61

V | FT39_curated_Bacteria_27_60

{ |FT48 curated Bacteria 77 51

Cada simbolo esta relacionado a um MAG enquanto as cores de fundo indicam o tipo de transportador.

5.2.7. Resisténcia e produciio de antibioticos

Por meio da reconstru¢do metabdlica, foi possivel constatar a presenca de enzimas
ligadas a producdo de antibioticos e a resisténcia a antimicrobianos. Informagdes sobre a base
de dados onde o gene foi localizado, a classe do antimicrobiano possivelmente produzido, o
gene identificado, a enzima codificada e em quais genomas foram encontrados, estao presentes
na Tabela 11. Por outro lado, a Tabela 12 apresenta dados acerca dos genes de resisténcia,
contendo informagdes sobre a base de dados na qual foi identificado, o gene encontrado, de

qual classe de antibidtico hé resisténcia e em quais MAGs o gene esteve presente.
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Base de dados Antibiotico Enzima Gene MAGs
Aurachina PKS cetosintase AuaC He¢APV«O(
Beta-lictiniics Isopenicilina-N epimerase CefD med00
KEGG Isopenicilina-N N-aciltransferase PENDE Mo AP VOO
Fosfomicina Proteina bifuncional de biossintese da fosfomicina Fom1 40
Piocianina Trans-2,3-diidro-3-hidroxiantranilato isomerase PhzF v
Aurachina Aurachina B desidrogenase AuaH Yo
Antraciclina Aclavicetona redutase DauE 0
Bacilisina Redutase dependente de NADPH BacG o
Diidroanticapsina 7-desidrogenase BacC o
Canamicina Canamicina B dioxigenase KanJ me ¢+ 0
Cofalosporing Acido glutaril-7-aminocefalosporanico acilase G7AC eAPo
Cefalosporina-C deacetilase AxeA > Vo
Lividomicina 6’-hidroxiparamomicina C oxidase LivQ me ¢ <« 000
MetaCyc Macrolideo Narbonolida/10-deoximethinolida sintase PikAII mén
Novobiocina Decarbamoilnovobiocina carbamoiltransferase NovN me ¢
Penicilina Isopenicilina-N epimerase CefD ne¢P VAol
Penicilina acilase 2 Acyll ne4p A0
Pentalenolactona Pentalenolactona F sintase PtID 0
Pirrolnitrina Aminopirrolnitrina oxigenase PrmD M
Prodigiosina Enzima condensadora de prodigiosina PieC Yo
Tetraciclina N.N-dimetiltransferase OxyT A
Clorotetraciclina Tetraciclina 7-halogenase CtcP me ¢]O
m FT14_Bacteria2_151_60 V FT39_curated_Bacteria_27_60
® FT14_metaspades3.13_max40.044 |« FT41_curated_Bacteria_80_57
¢ FT16_curated_Bacteria_39_61 O FT41_curated_Bactena2_97_61
A FT39_curated_Bacteria_12_62 o FT48_curated_Bacteria_57_60
P FT39 curated Bacteria 21 61 (O FT48 curated Bacteria 77 51
Tabela 12. Genes relacionados a resisténcia contra antibidticos encontrados nos MAGs.
Base de dados Antibiético Proteina Gene MAGs
Aminoglicosideo 2-fosforansferase AphD o
Aminoglicosideo 3-N-acetiltransferase AacC A» VOO
Aminoglicosideo Aminoglicosideo 6-adenililtransferase AadK o
16S RNA (guanina(1405)-N(7))-metiltransferase Rmt »
Streptomicina 6-quinase StrB +
Macrolideo Virginiamicina B liase Vgb e >V <0
Transportador MFS Mef ¢
KEGG Vancomicina Zinco D-Ala-D-Ala dipeptidase VanX e ¢»
Proteina de fusdo AcrA AC
Multplos (MexAB-OprM) Bomba de efluxo AcrB AO
Proteina de membrana externa OprM Ee¢APVwOD
Proteina de fusdo MexJ e+
Multiplos (MexJK-OprM) Bomba de efluxo MexK me ¢l
Proteina de membrana externa OprM He¢AP Va0
Multiplos (BpeEF-OprC) Proteina de fusdo BpeE A
MetaCyc Penicilina Metalo-beta-lactamase CcrA »
Triclosan Enoil-[proteina carreadora de acil] redutase FabV H4AD> VO

m FT14 Bacteria2_151_60

® FT14_metaspades3.13_max40.044
FT16_curated_Bacteria_39_61

A FT39_curated_Bacteria_12_62

P FT39 curated_Bacteria_21_61

V FT39_curated_Bacteria_27_60
< FT41_curated_Bacteria_80_57
O FT41_curated_Bacteria2_97_61
© FT48_curated_Bacteria_57_60
0 FT48 curated_Bacteria_77_51
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5.3. COMPOSTOS DE INTERESSE BIOTECNOLOGICO
5.3.3. Compostos bioativos

Foram encontrados clusters de genes relacionados a producdo de metabdlitos
secundarios em todos os MAGs, com excecdo do FT41 curated Bacteria 80 57. Os clusters
sdo relacionados a producao de terpeno, proteina similar a sintase de peptideos nao ribossomais
(NRPS-like), peptideo linear contendo azol ou azolina (LAP), policetideo sintase tipo I
(T1PKS), rantipeptideo, peptideo contendo elemento de reconhecimento de RiPP (RRE), e
outros tipos de peptideo sintetizado no ribossomo ¢ modificado apods a traducio (RiPP-like)

(Figura 13).
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Figura 13. Resultado do antiSMASH mostrando a quantidade de clusters génicos relacionados a producédo de
determinado tipo de metabdlito secundario, encontrados em cada MAG. Cada cor indica um tipo de cluster. Em
um dos MAGs, nenhum cluster foi identificado. NRPS-like = proteina similar a sintase de peptideos ndo
ribossomais; LAP = peptideo linear contendo azol ou azolina; TIPKS = policetideo sintase tipo I; RRE =
peptideo contendo elemento de reconhecimento de RiPP; RiPP-like = outros tipos de peptideo sintetizado no
ribossomo e modificado apos a tradugéo.

5.3.2. Enzimas de interesse biotecnologico

Das enzimas citadas na Tabela 2, foram encontradas, nos MAGs, aquelas presentes na

Tabela 13. Nessa tabela consta ainda o nimero EC e em quais MAGs elas foram encontradas,
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além de possiveis areas de aplicagdo e a sua fungdo em tal area, informagdes estas extraidas da
base de dados BRENDA. Especificamente sobre as enzimas de degradagdo de peptideos e

proteinas, foram encontradas peptidases da familia das quimotripsinas e subtilisinas, além de

Tabela 13. Genes para enzimas de interesse biotecnologico encontrados nos MAGs.

Enzima Niumero EC MAG Aplicacdo
Alcool desidrogenase EC1.1.1.1 HO¢A>V «OOO iiithends mt(—irmedlanos qurais
Producio de etanol
Clioes] oo EC1116 S Geragdo de biocourlbustivel a partir da fe@e_nta(;io do glicerol
Sintese de compostos quirais
Catalase EC1.11.16 me sV« OO P
Remocdo de residuos indesejados
Hidrogenase EC1.12.-- oV Geracdo de energia em células de biocombustivel
Dioxigenase EC1.1312- me+AP» V<000 Transformacido de compostos aromdticos e outros hidrocarbonetos
Monoxigenase EC11413- me+A» VY «00 Transformacdo de compostos aromaticos e outros hidrocarbonetos
Enzima ramificadora de glicogénio EC24.1.18 me ¢« [ Producdo de polisscarideos
Producio de emulsificantes
Esterase EC3.1.1- HO¢APV«OOO Sintese de fairmacos
Degradacdo de piretroides
Melhoramento de alimentos e sintese de ingredientes
Tratamento de doengas no sistema digestorio
Lipase EC3.1.13 + Sintese de biodiesel
Remogdo de residuos indesejados do papel
Remocdo de 6leos e gorduras de dguas residuais.
Fosfolipase EC3.1.1.32 oo Lhons prod\{g:ao dois
Degomagem de 6leos de plantas
Fosfatase alcalina EC3.13.1 *eV 4O Uso em ensaios imunoenzimaticos e clonagem genética
Hialuronidase EC3.2.1.35 A> Melhorar a distribuicdo de firmacos em animais
Alfa-Glicosidase EC3.2.1.20 me ¢+« 10 Sintese de oligossacarideos
Produgio de bioetanol
Eadosticanase BCa 21 wed Melhoramento e limpeza de tecidos e papel
Alfa-Galactosidase EC32.1.22 e ¢A <0 Processamento do leite de soja
Beta-Galactosidase EC32123 o0 et
Aliviar sintomas de intolerancia a lactose
Beta-Frutofuranosidase EC3.2.1.26 me ¢[00 Producdo de acucares e prebioticos
Alfa-Ramnosidase EC3.2.1.40 HeADV (O Melhorar o sabor de vinhos
Uso na produgdo de vinho
L-Arabinofuranosidase EC3.2.1.55 A DO Tratamento da polpa de celulose
Melhorar a digestdo da ragdo para animais
Epoéxido hidrolase EC3329 0 Sintese de compostos quirais
Processamento de carnes e sintese do aspartame
Drofeise EC34-- e tAb Yy o0 Debridamento de feridas'e tratamento fle doengas gastroentestinais
Sintese de peptideos
Remocdo de manchas em tecidos
Aminopeptidase EC34.11.- HetAP Vw00 Remocio do amargor de alimentos
- Tratamento de tumores
Ehiianiitidee Bt o Fermentacdo do molho de soja e melhoramento do sabor
Wemidase EC3514 At Sintese de ?eptideos e acrilamida_ _
Tratamento de dguas contendo acetonitrila
Utorsa EC3515 s oo Uso em equipaglentos dz-? hemodiél?se
Remocdo da ureia em bebidas alcodlicas
Dealogenase EC3.8.1.- me A«? Degradacio de haletos orginicos
Nitrila hidratase EC42.184 A> Vo . Suiteielo amidas, o
Remocdo compostos nitrilados em dguas residuais
Coadministrado com antibi6ticos para melhorar sua eficdcia
Alginato-liase EC422.- PVl Possivel producdo de biocombustivel a partir do alginato
Sintese de oligossacarideos de alginato
L-Ramnose isomerase EC5.3.1.14 et Ao Producdo de agucares raros
Xilose isomerase EC5.3.1.5 me ¢+« 0 Drodug\o dezareps

Geracio de biocombustivel a partir de material lignocelulésico

m |FT14_Bacteria2_151_60

® |FT14_metaspades3.13_max40.044

4 | FT16_curated_Bacteria_39_61
A |FT39_curated_Bacteria_12_62
P | FT39 curated Bacteria 21 61

V | FT39_curated_Bacteria_27_60
<« | FT41_curated_Bacteria_80_57
O | FT41_curated_Bacteria2_97_61
© | FT48_curated_Bacteria_57_60 [ Liase
{ | FT48 curated Bacteria 77 51

[ Oxidoredutase
[ Transferase
[ Hidrolase

[ Isomerase

Cada simbolo corresponde a um MAG diferente enquanto as cores de fundo indicam o tipo de enzima. As serina
peptidase e cisteina proteases foram agrupados como "Protease".
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outras serina peptidases ndo especificas. Também estao presentes cisteino proteases, entre elas
a papaina, e a termolisina. Na Tabela 13, todas essas enzimas foram agrupadas como proteases.

Ja o programa dbCAN?2 encontrou varios genes presentes na base de dados CAZy. Foi
constatada a presenga dos seguintes modulos: hidrolase glicosidica (GH); glicosiltransferase
(GT); polissacarideo liase (PL); carboidrato esterase (CE); e modulo de ligagao ao carboidrato
(CBM). O moédulo de atividade auxiliar (AA) esteve ausente. Cabe ressaltar que algumas
sequéncias apresentaram peptideo sinal. Informagdes sobre esses achados podem ser

encontrados na Figura 14.

Cazyme
25
= CBM
20
= =
15 . . . | — PL
10 s GT
— GH
5 3 =
B = et DS
E -0 T . T
I ———
0 o wyws e 4 —— *
O N T A T - R
& S 9 T AT S §T el 4
v’ J &7 SO S . (\’\, &7 P
o ) 0\ L\ » \,Q’ c,\ S~
& VP & > RS S xS RS P
P 2 D2 D 82 Ar A7 3 >
™/ ¥ N & & & & S/ & &
N Qb & & \Qé \@ & b\@ \& \&
& X ® & > > < O
A7 /7 ~ §o A b%’ /

Figura 14. Resultado da busca por enzimas relacionadas ao metabolismo de carboidratos na base de dados CAZy,
feita no dbCAN2. As barras mostram a quantidade genes encontrados para cada classes de enzimas, com cada cor
distinta representando uma classe. A linha azul mostra a quantidade de genes que possuem peptideo-sinal. GH =
hidrolase glicosidica; GT = glicosiltransferase; PL = polissacarideo liase; CE = carboidrato esterase; CBM =
modulo de ligacao ao carboidrato.

5.3.3. Peptideos biologicamente ativos

Em cada um dos MAGs, foram identificadas dezenas de peptideos, ou seja, sequéncias
com 100 residuos de aminoacido ou menos. Desses, menos da metade foram classificados como
peptideos biologicamente ativos pelo PeptideRanker (Figura 15). Na maior parte dos BAPs
ndo houve predi¢do de funcdo biologica, mas foi possivel encontrar peptideos com provavel

atividade antimicrobiana, antifingica, anti-inflamatoria e anticancer. Em alguns deles, mais de
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um tipo de atividade foi predita (Figura 16). Por outro lado, o programa Toxinpred nao

identificou atividade de toxina em nenhum peptideo.
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Figura 15. Quantidade de sequéncias com menos de 100 residuos encontradas em cada MAG, indicada pela barra
verde, ¢ a quantidade de peptideos que foram designados como biologicamente ativos pelo programa
PeptideRanker, indicado pela linha amarela. BAP = peptideo biologicamente ativo.
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Figura 16. Atividades biologicas preditas nos peptideos encontrados. Peptideos com mais de um tipo de atividade
predita foram designados como "Varios". Peptideos com resultado negativo em todos programas foram designados
como “Desconhecida”. BAP = peptideo biologicamente ativo.
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6. DISCUSSAO

6.1. ANALISE FILOGENOMICA

6.1.1. Qualidade dos MAGs

Os MAGs apresentaram uma qualidade entre média e alta, com completude variando
em 71,43% a 97,74% e contaminagao com valores entre 0% e 6,59%. Esses parametros podem
ajudar a explicar o predominio de vias metabdlicas incompletas durante a reconstru¢ao do
metabolismo dos genomas montados. A qualidade da montagem ¢ essencial para o processo de
anotacdo, podendo afetar a quantidade e a qualidade dos genes identificados (FLOREA et al.,
2011). Outra hipotese que pode explicar a incompletude dos genomas refere-se a presenga de
genes alternativos codificadores de enzimas ainda desconhecidas, que talvez atuem nas reagdes
faltantes (LANNES et al., 2019). Cabe ressaltar que, em algumas vias, pode haver uma
cooperagdo com outros organismos da comunidade para completar o processo metabdlico. Por
meio da divisdo metabolica do trabalho, diferentes populagdes executam reagdes
complementares de uma via, como pode ser visto na nitrificacdo. Dessa forma, as vias sdo
divididas em multiplas etapas e as populacdes agem em algumas delas (EMBREE et al., 2015;
TSOI et al., 2018). Os microrganismos também podem interagir com o hospedeiro em um
mecanismo de cossintese ou cometabolismo. No caso das esponjas, poderia haver uma
integracdo entre genes do simbionte e do hospedeiro completando a via, ou o produto das
reacoes de um organismo poderia atuar como percursor na via do outro (SELVIN et al., 2010).

E importante destacar que todas as inferéncias foram feitas em sequéncias de DNA, nio
havendo informagdes acerca da expressdo dos genes. Assim, a presen¢a de um certo gene no
MAG nao implica na execugdo de um processo determinado, existindo apenas um potencial de

sua realizacao.
6.1.2. Classificacdo taxonémica
Todos os genomas montados apresentaram a mesma classificacdo taxondmica em nivel

de classe. Tendo como referéncia o GTDB, eles fazem parte do filo candidato Latescibacterota

e da classe UBA2968, cujos membros sao mencionados na Tabela 14.
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Tabela 14. Membros da classe UBA2968 do filo Latescibacterota.

NCBI ID Isolado NCBI — Classificacio GTDB — Classificacio

GCA 0027144651  SATIS d_ Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c_;o0_3f ;g 55 d_ Bacteria; p_ Latescibacterots; c_ UBA2868; 0 UBA2968;f UBA206S; g UBA2968;s UBA296S p02714465

GCA 0093388451  SBO664_bin 24 d_ Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c_;0_;f ;g ;5 d_ Bacteria;p_ Latescibacterots; c_ UBA2968; 0 UBA2968;f UBA2968; g VXRDO1;s_ VXRDOI sp009838545

GCA 9038937851 LaPlata_bin0729 d_ Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c_;0_;f ;g ;5 d_ Bacteria;p_ Latescibacterots; c_ UBA2868; 0 UBAS231;f UBAS231; g CAITNQO1;s CAITNQL sp903893785

GCA 0026933251 EAC6S4 d_ Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c__;o0_;f ;g 55 d_ Bacteria;p_ Latescibacterots; c_ UBA2868;0_ UBAS231;f UBAS231; g GCA2693325;s GCA2693325 sp002683325
GCA 0027242151 RS§22 d_ Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c_;o0_;f ;g ;5 d_ Bacteria;p_ Latescibacterots; c_ UBA2868;0_ UBAS231;f UBAS231; g GCA2724215;s_ GCA2724215 sp002724215
GCA 0027259151 NP952 d_ Bacteria;p_ Gemmatimonadetes;c_;0_;f ;g ;5 d_ Bacteria;p_ Latescibacterots; c_ UBA2868; 0 UBAS231;f UBAS231; g GCA2725915;s GCA2725915 sp002725815
GCA 0027123051 SAT162 d_Bacteria;p G sc o if g :s d_Bacterizp [ c UBA2963;0 UBAS231:f UBAS231;g UBAI2ST4;c UBALZST4 sp002712305

GCA 0096948051  Baikal-deep-G205 d_ Bacteria; p_ Candidatus Latescibacteria;c_jo_;f ;g ;s d_ Bacteria; p_ Latescibacterots; c_ UBA2868;0_ SICMO1;£_SICMO1; g_ SICMO1; = SICMO1 £p008694805

GCA 0023465051 UBA2998 d_ Bacteria; p_ Candidatus Latescibacteria;c_ ;o £ ;g ;s d_ Bacteriz; p_ Latescibacterota; ¢ UBA2968; o UBA2968; f GCA2709665; g GCA2708665; s GCA 2709665 spd02709665
GCA 0122706751  Plut 88899 d_ Bacteria; p_ Candidatus Latescibacteria;c_ ;o £ ;g ;s d_ Bacteriz; p_ Latescibacterota; ¢ UBA2968; 0 UBA2968; £ GCA2709665; g JAAXHWOL; 5 JAAXETWO1 sp012270675
GCA 0023487851 UBA2968 d_ Bacteria; p_ CandidatusLatescibacteria;c_ ;o :f ;g ;s d_ Bacteriz; p_ Latescibacterota; c_ UBA2968; o UBA296S;f UBA2968; g UBA2068; s UBA2968 sph02727195

GCA 0034444551 UBA®260 d_ Bacteria; p_ Candidatus Latescibacteria;c_ ;o £ ;g ;s d_ Bacteriz; p_ Latescibacterota; c_ UBA2968; 0 UBA2968;f UBA2968; g UBA206S; s UBA2968 spl02727193

GCA 0071200251  CSSed162emB_104R1 d_ Bacteria;p_ Candidatus Latescibacteria;c_ ;o £ ;g ;5 d_ Bacteriz; p_ Latescibacterota; ¢ UBA2968; 0 UBAS231;f UBAS231;g  SLHA01;s SLHAD sp007136405

GCA 007136405.1 CSSedl6jem 126R1 d_ Bacteria;p  CandidatusL c_:o :f :g ;s d_ Bacteria:p L c UBA2968;0 UBAS231:f UBAS231:g SLHAOL:s SLEHAOI sp007136403

GCA 0017810551 RIFCSPLOWO2_12_FULL_64_10 d_ Bacteria;p_ CandidatusHandelsmanbacteria;e_;o_;f ;g ;s d_ Bactesiap Latescibacterotac_ UBA2068;0_ SICMOL;f SICMO1;g  SICMO1;s

GCA 0168673951 K _DeepCast_65m_m1_133 d_ Bacteria; p_ Candidatus Handelsmanbacteria;e_;o_:f ;g ;s d_ Bactesiap_ Latescibacterota;e UBA2968;0 UBAS231:f UBAS231;z SICGO1;s

GCA 0120603751  UWMA0300 d_ Bacteria;p_ Candidatus Handelsmanbacteria;e_;o_:f ;g ;s d_ Bacteriap Latescibacterotac_ UBA2068;0 UBAS231:f UBAS231;g UBAS23l;s

GCA 0120606451 UWMA0236 d_ Bacteria;p_ Candidatus Handelsmanbacteria;e_;o_ ;f ;g ;s d_ Bactesiap_ Latescibacterota:c UBA2068;0_ UBAS231:f UBAS23lig GCA2724215:

GCA_003367193.1  T3Sedl0_195R1 d_ Bactesia; p_ Candidatus Handelsmanbacteria; c__; o__:f_;g_;s_ d_ Bacteria;p_Latescibacterotaic_ UBA2068;0_UBAS231:f_UBAS231;g_ SLHA0L:s SLEAN sp007136403
GCA_003362965.1 CSSedll_174 d_ Bactesia; p_ Candidatus Handelsmanbacteria; c__; o__:f_;g_;s_ d_ Bacteria;p_ Latescibacterota;c_ UBA2068;0_UBAS231:f_UBAS231;g_ SLHA0L:s SLEAM sp007136403

GCA 0033396531 C8Sed10 203R1 d_ Bacteria;p Candidan c ;o of ;g ;s d Bacteriap [ i UBA2068:0 UBASI31f UBASI31:c SLHAO1s SLHAGL sp007136403

Além da classificagdo taxdnomica com base no GTDB, estdo descritos os identificadores do NCBI ¢ a classificagéo
registrada no NCBI.

Os MAGs compartilham algumas caracteristicas vistas anteriormente em algumas
bactérias pertencentes a essa classe. Por exemplo, alguns estudos demonstraram a participagao
delas nos ciclos do nitrogénio, nos processos de reducdo do nitrato e de oxidacdo e redugdo do
nitrito, e enxofre, na etapa de reducdo do sulfato (ROBBINS et al., 2019; TRAN et al., 2019;
CABELLO-YEVES et al., 2020; ENGELBERTS et al., 2020). Também foi registrada a
presenca de genes relacionados a glicolise, respiragdo aerdbica, e uso do hidrogénio e monoxido
de carbono como fonte de energia (ANANTHARAMAN et al., 2016; VAVOURAKIS et al.,
2018; TRAN et al., 2019). Vias de biossintese e biorremediagao, como a produgdo de vitaminas,
metabolizacdo do arsénio, e degradacdo de compostos halogenados, j4 foram constatadas
(ROBBINS et al., 2019; TRAN et al., 2019; ENGELBERTS et al., 2020). Em contrapartida,
foram descritas vias de fixa¢ao de carbono nessa classe, incluindo o 3HP/4HB, o ciclo de Calvin
e a via de Wood-Ljungdahl, porém elas estdo ausentes ou parcialmente presentes, sem as

enzimas-chave, nos MAGs sob analise (VAVOURAKIS et al., 2018; TRAN et al., 2019).

6.2. METABOLISMO

6.2.1. Metabolismo energético e fixa¢io do carbono

Os MAGs apresentam metabolismo tipico de bactérias heterotroficas, coexistindo

processos aerdbicos e anaerdbicos para obtencdo de energia. A heterotrofia € uma caracteristica
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frequentemente encontrada em bactérias associadas as esponjas, além de ser bastante comum
nas camadas do Recife Amazonas com menor incidéncia de luz (TAYLOR et al., 2007;
MOURA et al., 2016). Além disso, microrganismos simbiontes de esponjas geralmente sio
aerobicos, em razao da oxigenacao continua perpetuada pelo bombeamento de agua realizado
pela esponja. Contudo, ja foi registrada a presenca de anaerdbicos facultativos e de bactérias
redutoras de sulfato, possivelmente devido as variagdes no bombeamento que podem gerar
momentos de anaerobiose (OSINGA et al., 2001). E ainda, vias anaerobicas, como DNRA,
dissimilacdo do sulfato, annamox e desnitrificacdo, sdo frequentemente encontradas em
esponjas de zonas abissais (THOMAS et al., 2010; LI et al., 2014).

Outro processo presente em areas turvas do Recife Amazonas, ainda que
minoritariamente, ¢ a fixagdo carbono (MOURA et al., 2016; PINTO et al., 2022). Diferentes
vias de fixagdo de carbono ja foram relatadas em simbiontes de esponjas, especialmente em
cianobactérias (FENG e LI, 2019). Entretanto, nos MAGs, todas as vias de fixagdo estavam
incompletas ou ausentes, nao apresentando genes para enzimas-chave.

Um mecanismo possivelmente utilizado por algumas MAGs para aquisi¢ao de energia
¢ a redu¢do do gas hidrogénio e outros substratos hidrogenados pela a¢do da hidrogenase,
processo largamente utilizado por microrganismos, vindos de diversos ambientes para seu
crescimento e sobrevivéncia (VIGNAIS e COLBEAU, 2004; GREENING et al., 2016).
Também foi registrada a presenca da enzima monoxido de carbono desidrogenase, comumente
evidenciada em simbiontes litoheterotroficos de esponjas, que possibilita 0 uso do monoxido
de carbono, composto intermedidrio do metabolismo anaerdbico do carbono, para conservagao
de energia ou como fonte principal de carbono (TRINDADE-SILVA et al., 2012; ROBB e
TECHTMANN, 2018; FENG e LI, 2019; BURGSDOREF et al., 2022).

6.2.2. Biossintese

Os MAGs contém varios genes relacionados a biossintese de compostos, entre eles a
ectoina, mio-inositol e fosfatidiletanolamina, que podem ajudar tanto o simbionte como a
esponja a prosperar no ambiente onde habitam. A ectoina ¢ um pequeno composto organico que
confere resisténcia ao estresse osmodtico e a variagdes na temperatura, podendo ajudar na
sobrevivéncia em ambientes de alta salinidade como o mar. Ela esta geralmente associado as
bactérias halotroficas e halotolerantes, mas pode ser encontrado em diversos tipos de

microrganismos de filos distintos, incluindo bactérias marinhas e associadas a outros seres
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(HERMANN et al., 2020; LIU et al., 2021). O mio-inositol ¢ um composto organico sintetizado
tanto por procariotos como por eucariotos. Em eucariotos, ele ¢ precursor do fosfatidilinositol,
um componente estrutural da membrana, e de moléculas ligadas a transdu¢do de sinais, além
de servir como osmolito em células animais. J4 nos procariotos, produtos contendo inositol
fazem parte da membrana ou parede celular de algumas espécies, podendo ser usados na
protecdo do microrganismo contra o estresse osmotico e tiocompostos reativos, atuando
também no reconhecimento de células-alvo em patdégenos (ROBERTS, 2006; REYNOLDS,
2009). As bactérias estudadas ainda poderiam contribuir na geragao de fosfatidiletanolamina,
fosfolipideo que compde a membrana de células de esponjas e a membrana interna de certas

bactérias (MURZYN; ROG; PASENKIEWICZ-GIERULA, 2005; GENIN et al., 2008).

6.2.3. Outras Caracteristicas

Outra caracteristica presente nos MAGs refere-se a resisténcia aos antimicrobianos da
Tabela 12. Genes de resisténcia podem ser encontrados em uma gama de ambientes, incluindo
mares, rios € animais, podendo contribuir na disseminagdo de tais genes. As esponjas sdo uma
reserva conhecida desse tipo de genes, sendo possivel encontrar genes nunca descritos
(VERSLUIS et al., 2016). Ainda ndo se sabe o papel ecologico desses genes, porém a presenca
de antibioticos contaminantes pode exercer uma pressao seletiva por resisténcia na flora nativa
(LAPORT et al., 2016).

Na maioria dos MAGs, estdo ausentes mecanismos de locomocao, com excecao de um
que apresentou um sistema de pilus incompleto. Grande parte dos microrganismos associados
as esponjas nao apresentam mecanismos de motilidade, indicando um modo imédvel de vida

dentro do meso-hilo (PITA ef al., 2018).

6.3. ASSOCIACAO COM ESPONJAS

6.3.1. Simbiose

As esponjas dispdem de certos mecanismos que ajudam a estabelecer a relagdo de
simbiose com sua microbiota associada. Por exemplo, elas conseguem reconhecer e diferenciar

microbios para alimentacao dos simbiontes por meio de sinalizagdo imune. A presenca de ELPs

e de modificagdes no lipopolissacarideo pode estar ligada a evasdo da fagocitose (THOMAS et
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al., 2010; WEBSTER e TAYLOR, 2012; PITA et al., 2018). Em eucariotos, esses dominios
estdo envolvidos na interagdo entre proteinas e participam de diversos processos como iniciagao
da transcri¢ao, regulagdo do ciclo celular e transdugdo de sinal (KIRAN et al., 2018).

Nos MAGs, foram evidenciadas as seguintes classes de ELPs: repeticdo de anquirina,
fibronectina tipo III, repeticao rica em leucina, repeticdo de NHL, NipSnap, PQQ, repeticao
similar a SEL-1, repeticdo de tetratricopeptideo, e WD40. As ELPs sdo frequentemente achadas
em simbiontes, incluindo os de esponjas, e todos os dominios encontrados ja foram descritos
nessa categoria de microrganismo (REYNOLDS e THOMAS, 2016; DIEZ-VIVES et al., 2017;
FRANK, 2019).

6.3.2. Nutricao

Microrganismos associados as esponjas participam de diversos processos apresentando
diferentes papéis ecologicos, incluindo na nutricao da esponja. No caso das bactérias em estudo,
ha varias contribuigdes possiveis que elas podem oferecer ao hospedeiro. Por exemplo, os
MAGs possuem genes codificadores de enzimas ligadas a degradagdo de substratos complexos,
entre elas proteases e lipases, podendo deixa-los mais facilmente acessiveis a esponja (SELVIN
etal.,2010; PITA et al., 2018). Esponjas também podem consumir microrganismos simbiontes
ou vindos da agua para suprir as necessidades de fosforo e carbono (TAYLOR et al., 2007).

Além disso, organismos simbiontes podem sintetizar substancias que sdo utilizadas pelo
hospedeiro para diversos fins. Um exemplo sdo os acidos carboxilicos transferidos para a
esponja que os usa na producdao de outros compostos. Estes acidos sdo gerados durante o
processo de reducdo do sulfato, reagdo possivelmente realizada por quase todos os MAGs
(TAYLOR et al., 2007). E ainda, a conversao de ureia em amonia realizada por bactérias através
da urease, enzima constatada em alguns MAGs, contribui para a sintese de proteinas da esponja
(SELVIN et al., 2010). Vale ressaltar que foram identificados nos MAGs genes ligados a
producao de compostos essenciais, dos quais o hospedeiro ndo sintetiza naturalmente, como as
vitaminas B1 e B12, além dos aminoacidos fenilalanina, histidina, isoleucina, leucina, lisina,
metionina, treonina, triptofano e valina. Simbiontes de esponjas geralmente estdo enriquecidos
com esses genes, podendo suprir a demanda do hospedeiro (HENTSCHEL et al., 2012; PITA
et al.,2018; ROBBINS et al., 2021).
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6.3.3. Defesa

Outra funcdo relevante possivelmente realizada consiste na defesa do hospedeiro. Os
MAGs descritos t€ém o potencial de produzir antibioticos, peptideos biologicamente ativos e
outros metabolitos secundarios com propriedades de antibiose. A producdo de substincias
toxicas a outros microrganismos aliada a outros mecanismos como competicdo com patdégenos
por espago e nutrientes, a predagdo de invasores, a alteragdo da fisiologia da esponja e
treinamento do sistema imune ajudam a impedir que patdgenos colonizem o hospedeiro
(SELVIN et al., 2010)

Além disso, genes relacionados as proteinas do estresse, enzimas defensivas (e.g.
fosfolipases) e sistemas de defesa ajudam a proteger a esponja contra compostos danosos e
organismos estranhos dos quais ela é exposta gragas ao bombeamento de d4gua (SELVIN et al.,
2010; PITA et al., 2018). Dentre os mecanismos de defesa, foram encontrados nos MAGs os
sistemas de: (1) R-M, mecanismo em que ha reconhecimento do material genético proprio por
meio da metilacdo e destruicdo de DNA n3o modificado, ajudando também a manter a
integridade da interagdo entre o simbionte e o hospedeiro (ROCHA e BIKARD, 2022); (2)
tiofosforilagdo do DNA, sistema similar ao R-M, com tiofosforilagdo no lugar da metilacao
(MAKAROVA; WOLF; KOONIN, 2013); (3) CRISPR-Cas, que confere imunidade adaptativa
com base na destrui¢do de material genético estranho por nucleases guiadas por sequéncias
(ROCHA e BIKARD, 2022); e (4) toxina e antitoxina do tipo II, no qual uma pequena proteina
neutraliza a toxina por meio de interacdo proteina-proteina (UNTERHOLZER;
POPPENBERGER; ROZHON, 2013). Genes de defesa, especialmente do sistema CRISPR e
de tiofosforilagdo do DNA, podem estar enriquecidos no microbioma de esponja (HORN et al.,
2016; THOMAS et al., 2010).

Os MAGs ainda contém enzimas antioxidantes, entre elas a superoxido dismutase e
catalase, podendo contribuir no controle do estresse oxidativo. A presenca de simbiontes em
esponjas melhora a defesa contra espécies oxidativas de oxigénio, através da atividade
aumentada das enzimas antioxidantes e da maior capacidade de neutralizagdo (REGOLI et al.,
2000). Embora a fotossintese ndo seja um processo predominante na microbiota de esponjas
provenientes do Recife Amazonas (PINTO et al., 2022), ¢ valido ressaltar que alguns desses
invertebrados albergam fotossintetizantes, possuindo assim uma demanda maior por esse tipo
de protecao, devido ao aumento na concentracdo de oxigénio molecular, gerado durante a

fotossintese. (TAYLOR et al., 2007).
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6.3.4. Desintoxicacio

Mais uma funcao possivelmente realizada refere-se a eliminacdo de substincias que
podem ser toxicas a esponja, como a amoénia e o sulfeto de hidrogénio. Os MAGs tém o
potencial de executar a oxidagdo e assimilagao da amonia, uma das principais excretas geradas
por esponjas, que pode ser toxica para eucariotos, dependo da sua concentragdo. A amonia esta
associada a morte tecidual, podendo se acumular nos tecidos das esponjas em periodos de pouco
bombeamento da 4gua (WEBSTER e TAYLOR, 2012; PITA et al., 2018). Quanto ao sulfeto de
hidrogénio, em grandes concentracdes, ele pode ser toxico em ambientes aquaticos, afetando
animais e plantas (BAGARINAO, 1992). Sua oxidagdo ajuda a evitar seu acumulo e efeitos
toxicos a esponja, possibilitando também a vivéncia em ambientes ricos em sulfetos (TAYLOR
et al., 2007). Embora a reacdo de oxidacdo esteja ausente nos MAGs, o processo de
incorporacdo do sulfeto na cisteina, presente em todos os MAGs, pode contribuir no controle
da concentragdo dessa substancia, como acontece em algumas plantas (BIRKE et al., 2012).

Os microrganismos apresentados ainda possuem genes de resisténcia ao mercurio e
arsénio, podendo ajudar a proteger a esponja contra seus efeitos adversos, ao transformar essas
substancias em formas menos toxicas. A exposi¢do aos metais pesados pode causar alteragdes
na fisiologia e comportamento de organismos, chegando a ser letal (SELVIN ef al., 2010). A
polui¢do por metais pesados também pode provocar modificagdes na comunidade microbiana

que comprometem a saude da esponja (WEBSTER e TAYLOR, 2012).

6.3.5. Patogenia

Nem todas as relagdes entre esponjas e seus simbiontes sdo benéficas ao hospedeiro. A
maioria das doengas causadas as esponjas foi genericamente atribuida a bactérias e fungos ou
nao ha certeza com relagdo ao patogeno. Por exemplo, a abundancia maior de bactérias dos
filos Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria e Bacteroidetes esta associada a esponjas
doentes (WEBSTER e TAYLOR, 2012; YANG; ZHANG; FRANCO, 2019). Entretanto, ha
alguns casos em que o agente causador e 0 mecanismo de a¢do foram identificados, como da
cepa bacteriana NW4327 de Pseudoalteromonas agarivorans que afeta a estrutura da esponja
Rhopaloeides odorabile por meio de uma colagenase (MUKHERJEE; WEBSTER;
LLEWELLYN, 2009).
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Nos MAGs, foi verificado o potencial produtivo de possiveis fatores de patogenia,
incluindo toxinas, enzimas e outros compostos danosos. Entre eles, inclui-se: (1) o fluoracetato,
composto fluorado, produzido por plantas e bactérias com o intuito se defender contra animais,
principalmente os herbivoros (LEONG et al., 2017); (2) a hialuronidase, um grupo de enzimas,
produzido por bacteriéfagos, microrganismos e animais, que degrada o acido hialurénico, um
constituinte do tecido conjuntivo de animais (HYNES e WALTON, 2000); e (3) a hemolisina,
uma exotoxina, produzida por bactérias, capaz de romper a membrana levando a lise celular,
especialmente em eritrocitos, além de conseguir modular vias apoptdticas (GOEBEL,;
CHAKRABORTY; KREFT, 1988; CHEN ef al., 2018). Contudo, ndo ha registros na literatura
cientifica desses compostos sendo prejudiciais as esponjas. O fluoracetato afeta diversos
animais, como aves ¢ mamiferos, mas organismos aquaticos, incluindo plantas, invertebrados
e peixes, sdo altamente resistentes (EASON et al., 2011). Os dois outros compostos estdo
envolvidos em doencas humanas, mas ndo ha relatos de impactos aos invertebrados (CHEN et
al., 2018; HYNES e WALTON, 2000). Por outro lado, a hialuronidase pode estar envolvida na
nutri¢do do simbionte, permitindo-o que se alimente da matriz extracelular da esponja (PITA et

al., 2018).

6.4. IMPORTANCIA ECOLOGICA

6.4.1. Ciclos biogeoquimicos

As esponjas sdo importantes agentes biogeoquimicos devido ao consumo de organismos
e matéria organica dissolvida na 4gua, e a degradacao e liberagdo de nutrientes consumidos por
outros seres (COLMAN, 2015). Em ambientes marinhos oligotroficos, por exemplo, elas
liberam compostos nitrogenados em quantidades significativas, o que facilita o crescimento de
produtores primarios (PITA et al., 2018). Elas também hospedam microrganismos que
participam de etapas da ciclagem de nutrientes como nitrogénio e fosforo (PITA et al., 2018).

No oceano, o nitrogénio, um dos elementos essenciais para ecossistemas € organismos,
tem um papel importante na limitagdo da atividade de organismos marinhos e na entrada de
didéxidos no oceano (PAJARES e RAMOS, 2019). Nos MAGs, foram encontrados genes
relacionados aos processos de: (1) amonificacdo, etapa de conversdo de substancias
nitrogenadas em amonia, feita por meio da DNRA; (2) nitrificagdo, processo de oxidagao de

amonia em nitrito ou hidroxilamina, realizado por bactérias conversoras de amdnia (AOB); (3)
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interconversao entre nitrato € nitrito, que consiste na transformag¢ao do nitrato em nitrito, e vice-
versa; e (4) incorporacdo da amodnia em aminoacidos como a glutamina (STEIN e KLOTZ,
2016). A execucdo de reagdes do ciclo do nitrogénio, realizadas inteiramente por
microrganismos de diferentes grupos taxonomicos, foi relatada anteriormente em bactérias
associadas as esponjas (TAYLOR et al, 2007; PAJARES e RAMOS, 2019). Bactérias
nitrificantes ¢ AOBs, além de microrganismos envolvidos em outros processos, entre eles a
fixagdo do nitrogénio, desnitrificagdo, annamox e DNRA, ja foram encontradas em diversas
espécies de esponjas e em diferentes ambientes, incluindo zonas oceanicas superficiais e
abissais (PAJARES e RAMOS, 2019; MOHAMED et al., 2010; LI et al., 2014; TAYLOR et
al., 2007).

O ciclo do enxofre tem grande influéncia na quimica do oceano, atuando na
mineralizacdo de matéria organica e interage com os ciclos de outros elementos, como o ferro
e manganés (JORGENSEN; FINDLAY; PELLERIN, 2019). Dentre os processos desse ciclo,
foi possivel verificar a provavel execugdo pelos MAGs de: (1) assimila¢ao do sulfato, em que
o sulfato é reduzido até sulfeto de hidrogénio, podendo ser incorporado em compostos
organicos; (2) dissimilagdo de sulfato, permitindo obter energia através da respiracao
anaerobica com o sulfato como aceptor final de elétrons; e (3) desproporcionamento do
tiossulfato, convertendo-o em outros tiocompostos (KUSHKEVYCH et al., 2020). Contudo,
essa a ultima reagdo pode ter um fim distinto, pois ela ¢ mediada pela enzima rodanase. A
rodanase atua na protecdo contra o cianeto de hidrogénio, substancia toxica que inibe enzimas,
ao converter o tiossulfato e cianeto de hidrogénio em sulfito e tiocianato, uma forma menos
toxica do cianeto (CIPOLLONE et al., 2007). Apesar disso, nos genomas analisados, ha
provaveis bactérias redutoras de sulfato (SRB), tipo de microrganismo comumente encontrado
em associagdo com animais, sendo visto em vdrias espécies de esponjas (JENSEN et al., 2017;
LAVY et al., 2018).

Com relacdao ao fosforo, elemento que compde o material genético, fosfolipideos e
outros compostos, tanto as esponjas como sua microbiota atuam diretamente na sua ciclagem.
Enquanto as esponjas liberam fosforo inorganico na forma de fosfato, os microrganismos
associados sdo capazes de sequestrar e armazenar o fosforo, influenciando a disponibilidade
desse elemento em ambientes de elevada biomassa de esponjas (PITA et al, 2018). Os
simbiontes armazenam o fosforo na forma de granulos de polifosfato, sintetizados pela acao da
enzima polifosfato quinase, proteina que compde o ciclo do polifosfato e esta presente em certos

MAGs (ZHANG et al., 2015). No oceano, a disponibilidade de foésforo ¢ importante para o
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metabolismo dos microrganismos marinhos € para a composi¢cao da comunidade microbiana
marinha (DYHRMAN; AMMERMAN; MOOQOY, 2015). Além disso, alguns dos genomas
montados possuem enzimas envolvidas na degradacdo de fosfonatos, compostos organicos
fosforados utilizados na industria quimica e agricola e que servem como fonte de fosforo e
carbono (MCGRATH; TERNAN; QUINN, 1997). Dessa forma, eles possivelmente atuam na
remineralizacdo do fosforo, processo de transformagdo do composto organico fosforado em
inorganico. O metabolismo de fosfonatos pode ser encontrado tanto em microrganismos
marinhos de vida livre como no microbioma de animais invertebrados, incluindo esponjas e
corais (VILLARREAL-CHIU; QUINN; MCGRATH, 2012; PODELL et al., 2020). No meio
ambiente, os fosfonatos sdo bastante recalcitrantes, resistindo a degradacdo quimica e fisica e
provavelmente contribuem para a biodisponibilidade de fésforo no mar em condigdes anoxicas

(PAYTAN e MCLAUGHLIN, 2007).

6.4.2. Relacgoes ecologicas

Além das participagdes na ciclagem de nutrientes, a associagdo entre esponjas € seu
microbioma gera outras repercussdes na comunidade e no ecossistema onde habitam. Os
holobiontes de esponjas participam da ciclagem de matéria organica dissolvida através, tanto
do seu consumo pelo hospedeiro e os simbiontes, como pela sua conversao em particulas
organicas, tornando o alimento mais facilmente acessivel para a fauna do recife. Por serem
heterotroficos e conseguirem degradar compostos organicos complexos, os MAGs
potencialmente realizam esses dois processos, sendo que o ultimo pode ajudar ainda na retencao
e reciclagem de nutrientes dentro do recife e facilitar a transferéncia de energia (KIRAN et al.,
2018; PITA et al., 2018).

Os MAGs também possivelmente produzem metabodlitos biologicamente ativos
envolvidos no bloqueio de predadores, como compostos antivirais, antimicrobianos e
citotoxicos, influenciando na susceptibilidade do hospedeiro a predagdo e na interagao da
esponja com outros organismos da comunidade (PITA et al., 2018). Vale ressaltar que foi vista
a presenga de genes ligados a via de biossintese do dimetilsulfureto e dimetilsulfoniopropionato,
compostos que contribuem para a regulagdo do clima, além de agir na protecdo contra o dano

oxidativo e predadores (TAYLOR et al., 2007).
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6.4.3. Biorremediacao

Na biorremediagdo microbiana, tira-se proveito do metabolismo inerente de
microrganismos aerdbicos € anaerobicos para quebrar, modificar ou acumular contaminantes
organicos e inorganicos, podendo até utilizd-los como percursor de metabolitos secundarios e
fonte de energia e nutrientes (ABATENH et al., 2017; OLINGER et al., 2021). Biorreatores
microbianos sdo aplicados para remediagdo em diversas situagdes, incluindo tratamento do
esgoto, tratamento de solos e no controle da poluicao do ar (TEKERE, 2019).

As esponjas funcionam ndo apenas como bioindicadores de polui¢do, mas também
como agentes de biorremediagdo. Esponjas acumulam contaminantes, entre eles metais,
compostos organicos sintéticos e microplasticos, em seus tecidos (GIRARD et al., 2021). Além
disso, a presenca de poluentes acarreta uma alteracdo no microbioma de esponjas, afetando a
abundancia e diversidade da comunidade microbiana (TURON et al., 2019). Por outro lado,
esponjas hospedam microrganismos capazes de degradar compostos organicos halogenados que
podem persistir na natureza e serem danosos ao meio ambiente (OLINGER et al., 2021).

Nos MAGs, foram encontradas enzimas relacionadas a degradagdo dos compostos
organicos da Tabela 15. Dos contaminantes possivelmente degradados, nenhum deles afeta
especificamente as esponjas, sendo que o éter difenilico polibromado pode ser produzido por
algumas espécies de esponjas e seus simbiontes (AGARWAL et al., 2017). Contudo, alguns
desses poluentes, como certos tipos de éter difenilico polibromado, naftaleno e glifosato, sao
sabidamente poluentes organicos que persistem no oceano, podendo afetar outros organismos
aquaticos, como algas, corais e moluscos (IPEN, 2018; VAGI; PETSAS; KOSTOPOULOU,
2021).

Tabela 15. Genes para enzimas ligadas a degradacdo de contaminantes encontrados nos MAGs, além de

informagdes sobre a polui¢do causada e alguns de seus efeitos.
Contaminante Enzima de degradacfio Localde contaminacio Aplicacio de origem Efeitos danosos Referéncias
Naftaleno Naftaleno 1.2-dioxigenase Ar_dguas e seres vivos Sintese de compostos Carcinogénico (TA e BATTERMAN, 2010)
4-Cloronitrobenzeno ___2-Amino-5-cloromuconato desaminase Aguas e solos Sintese de compostos clorados e nitrogenados_Lesées a tecidos e rgfos de mamiferos (ARORA e BAE_2014)
1.2-Dicloroctano Haloalcano dealogenase Ar e dguas Ellcscdecompestos Carcinogénico am etal 2000)
Solvente industrial (NAGANO et at,, 2006)
Haletos organicos 2-Haloacrilato redutase Ar, dguas, solos e seres vivos aesclodice Carcinogénico (e =azz0zL)
Sintese de compostos (KURATA et al. 2005}
Fluoroacetat Fluoroacetate deal Aguas doces e salgadas Eshada Téxice aos mamiferos GLEXANDRIOEziunl )
Sintese de compostos fluorados (GONCHAROV; JENKINS; RADILOV, 2005
Eter difenilico bromade  Difenil 2,3-dioxigenase Ar, sguas, solos ¢ seres vivos Retardante de chamas Carcinogénico QIO L)
Téxico aos mamiferos (ZHAO et al, 2017)
24D 2.4-diclorofenol 6-monoxigenase Aguas Herbicida Téxico a plantas e animais (MARCATO e SOUZA, 2017)

MBCA 2 4-diclerofenol 6-monoxigenase Aguas e solos Herbicida Téxico a plantas e animais (MORTON eral., 2019)
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Os MAGs possuem também a capacidade de degradar produtos intermediarios de vias
biorremediadoras. Um deles ¢ o 4-sulfocatechol, composto intermediario da quebra de
sulfonatos, tipo de composto que apresenta varias fungdes, sendo usados como corante,
detergente e dispersante (HALAK et al., 2007). Outro € o 4-hidroxiacetofenona, intermediario
da degradacao de substancias como inseticidas e retardantes de chamas (MOONEN ez al., 2008).

Além de matéria organica, ha a possivel biorremediagdo de metais pesados. Os metais
pesados, advindos de fontes naturais ou de atividades humanas, sdo uma causa relevante de
poluicao em aguas e solos. Diversos grupos de bactérias atuam na biorremediacao desses
elementos, conseguindo transformar alguns deles (TAREKEGN; SALILIH; ISHETU, 2020).

O mercurio ¢ um metal altamente toxico presente naturalmente na forma elemental ou
como mineral, podendo ser encontrado em aguas e solos poluidos por fontes humanas distintas,
como ligas metdlicas, agrotoxicos, baterias e lampadas (ESSA et al., 2002). Esse elemento
induz a perda de funcao de proteinas afetando principalmente o aminoacido cisteina (BARKAY;
MILLER; SUMMERS, 2003). Varios MAGs apresentam o gene para a enzima mercurio
redutase que confere resisténcia de espectro estreito, ou seja, executa a degradagdo apenas de
sais de mercurio e alguns compostos organicos de mercurio (ESSA et al., 2002). O uso de
microrganismos resistentes ao mercurio na biorremediacdo tem sido o foco de varios estudos,
incluindo na criagdo de um biorreator para tratamento de aguas residuais vindas do processo de
cloro-alcali e na remediacdo in situ de solos e sedimentos contaminados com mercurio
(BARKAY; MILLER; SUMMERS, 2003).

J& o arsénio, presente nas formas de arsenito e arsenato, ¢ um elemento toxico bastante
abundante que pode ser encontrado em solos, d4guas e alimentos gracas as atividades antropicas
de mineragdo e metalurgia e ao uso de agrotoxicos (ROSEN, 2002; BROWN et al., 2018). Os
microrganismos estudados apresentam dois mecanismos para lidar com as altas concentragdes
de arsénio: (1) a reducdo do arsenato em arsenito pela agdo da arsenato redutase, permitindo a
expulsdo do arsénio da cé€lula; e (2) a transformacao, realizada pela enzima gliceraldeido-3-
fosfato desidrogenase, do arsénio inorganico em um composto organico que ¢ posteriormente
retirado com um transportador (CHEN et al., 2016; BROWN et al., 2018). Microrganismos que
atuam no metabolismo do arsénio podem ser usados no tratamento de 4guas contaminadas. O
tratamento pode ser feito através da remocdo do arsénio por meio de sua adsor¢do ou da
oxidagdo do arsenito, reagdo ausente nos MAGs, que facilita a eliminacdo do arsénio por

tecnologias tradicionais (CAVALCA et al., 2013)
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Por fim, ha varias outras enzimas, nos genomas analisados, que podem ser aplicadas na
biorremediacdo de ambientes. Monoxigenases ¢ dioxigenases, além de serem empregadas nas
industrias quimica e farmacéutica, catalisam a incorporagdo de atomos de oxigénio em um
substrato, podendo ser aplicadas na degradacdo ou transformacdo de compostos aromaticos e
outros hidrocarbonetos (KARIGAR e RAO, 2011). Outras proteinas que podem ser usadas na
biorremediacado sdo a nitrila hidratase, liase capaz de converter nitrila em amido, empregada no
tratamento de esgoto com o objetivo de remover compostos nitrilados das dguas residuais; e a
dealogenase, que participa da transformacdo de compostos organicos halogenados (CHENG;
XIA; ZHOU, 2020; OYEWUSI; WAHAB; HUYOP, 2020). Além do mais, lipases podem ser
usadas na remog¢ao de 6leos e lipideos de dguas residuais e esterases atuam na degradacao de
piretroides, compostos toxicos utilizados no controle de insetos (JOSEPH; RAMETEKE;
THOMAS, 2008; WEI, 2013).

A Figura 17 resume os principais processos ecologicos dos quais as bactérias analisadas

potencialmente participam.
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6.5. INTERESSE BIOTECNOLOGICO

6.5.1. Metabolitos secundarios

As esponjas e seus microrganismos associados sdo uma fonte rica de compostos
biologicamente ativos, sendo capazes de produzir metabolitos secundarios de diferentes classes
que apresentam propriedades relevantes do ponto de vista ecoldgico e biotecnologico
(BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017; BIBI et al., 2017). Tais metabdlitos podem
ser gerados por uma ag¢do isolada do hospedeiro ou do simbionte, por um processo de sintese
compartilhada, em que o produto da via de um deles serve como substrato na via do outro, ou
por uma atuagao integrada dos dois com a combinagao de vias biossintéticas, culminando num
composto inédito (SELVIN et al., 2010). As principais utilidades desses compostos estdo
relacionadas a defesa quimica das esponjas, evasdo de predadores e melhoria do desempenho
fisiologico (PITA et al., 2018).

Os MAGs podem estar envolvidos na producdo de determinados metabdlitos
secundarios que possuem aplicacdo biotecnologica. Um deles ¢ a tetraidrocurcumina, uma
molécula com grande potencial terapéutico, apresentando propriedades anti-inflamatoria e
antioxidante que podem ser exploradas no tratamento de doengas como cancer (ZHANG et al.,
2018b; LAI; HO; PAN, 2020). Embora ndo haja relatos de degradacdo da curcumina no
microbioma de esponjas, tal reagdo ja foi descrita em simbiontes do sistema digestorio de
humanos (HASSANINASAB et al., 2011). Foram identificados ainda genes ligados a sintese
da goma xantana, polissacarideo usado na industria alimenticia como espessante, emulsionante
e estabilizante (HONORATO et al., 2013).

Além disso, dois compostos ja citados possuem, além da fungdo bioldgica, utilidade
biotecnoldgica. O osmolito ectoina tem inGimeras aplicagdes cosméticas, médicas e
biotecnoldgicas. Dois exemplos sdo a aplicacdo como produto de cuidado da pele e potencial
medicamento contra Alzheimer (BECKER ef al., 2020; LIU ef al., 2021). J& o mio-inositol &
utilizado nas industrias alimenticia, farmacéutica e cosmética. Entre as possiveis aplicagdes,
inclui-se o uso como aditivo em bebidas, no tratamento da diabetes e esteatose hepatica, e na
geracdo do &cido urdnico e outros derivados do inositol (YOU et al., 2020).

Hé ainda, em alguns MAGs, a possivel producao de acidos biliares. Os &cidos biliares
sao o produto final do metabolismo do colesterol, cuja funcdo principal ¢ solubilizar e

transportar lipideos (LI ef al., 2009). Em seres humanos, os 4cidos biliares auxiliam na
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eliminagdo de colesterdis do organismo, emulsificagao de vitaminas lipossoluveis facilitando
sua absor¢do, e contribuem na motilidade e reducao da flora intestinal (PIL; WON; SHIN, 2016).
Entretanto, esponjas ndo produzem liquidos que auxiliam na digestdo e os acidos biliares nao
sao encontrados com muita frequéncia nesses organismos (CANO et al, 2013). Essas
substancias podem apresentar propriedades biologicas ativas como atividade anti-inflamatoria
e citotoxica (LI et al., 2009). O isolamento de 4cidos biliares a partir de culturas ndo ¢ comum,
mas algumas bactérias halotolerantes sao capazes de produzi-los, sendo constatada essa sintese
também em um fungo do género Penicillum (LI et al., 2009; PIL; WON; SHIN, 2016).

Cabe ressaltar que, com programa antiSMASH, foi possivel identificar diversos clusters
de genes envolvidos na geracdo de diferentes metabdlitos secundarios, incluindo terpenos,
rantipeptideos, LAPs, TIPKS e proteinas similares a NRPS, além de encontrar proteinas com
o elemento de reconhecimento de RiPPs (RRE), dominio conservado capaz de interagir com o
peptideo, possibilitando a identificagdo de novos compostos (BURKHART et al., 2015). Com
excegdo dos rantipeptideos cuja fungdo permanece desconhecida, os metabolitos encontrados
podem apresentar varios tipos de atividades que podem ser exploradas biotecnologicamente.
Os terpenos, por exemplo, podem ser usados como repelente, pigmento, flavorizante e
aromatizante, além de compor medicamentos para infec¢des e doencas cardiovasculares
(SCHEMPP et al., 2017; COX-GEORGIAN et al., 2018). Farmacos, como o imunossupressor
ciclosporina, o antimicrobiano penicilina, e o antitumoral bleomicina, sdo peptideos ndo
ribossomais (IACOVELLI; BOVENBERG; DRIESSEN, 2021). Alguns LAPs deram origem a
antibidticos, entre eles a microcina B, plantazolicina e goadsporina (METELEV e GHILAROYV,
2014). Ja os policetideos compdem diversos medicamentos, desde antibidticos e
antiparasitarios, até antitumorais, imunossupressores € agentes anticolesterolémicos (NIVINA
et al.,2019). Foram encontrados também clusters para outros RiPPs inespecificos.

O ambiente marinho ¢ uma fonte relevante de alguns dos metabolitos secundérios
detectados com o antiSMASH, havendo relatos de sua possivel produ¢do em microrganismos
marinhos. Por exemplo, j4 foi relatada a producdo de bacteriocinas por microrganismos
advindos do ambiente marinho, em diferentes espécies e locais, inclusive em bactérias
associadas a animais (DESRIAC et al., 2010). A bacteriocina, um tipo de RiPP, apresenta
aplica¢do na industria de alimentos como conservante e probiotico, além de poder ser usado no
tratamento de infec¢des e cancer (YANG ef al., 2014). Os simbiontes de esponjas sdo ainda
uma fonte relevante de NRPS e PKS (PIMENTEL-ELARDO et al., 2012; TRINDADE-SILVA
etal.,2013).
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Finalmente, foram registrados genes ligados a produgdo de antibidticos. A microbiota
das esponjas ¢ uma fonte rica para antibidticos, com bactérias de diferentes filos, especialmente
Actinobacteria, Proteobacteria e Firmicutes, capazes de produzir uma série de compostos
antimicrobianos contra protozoarios, fungos, bactérias e virus, alguns deles inéditos
(INDRANINGRAT; SMIDT; SIPKEMA, 2016). Embora nao tenha sido encontrada nenhuma
via completa de biossintese de antibidticos, os MAGs podem participar da produgdo dos

antimicrobianos da Tabela 11.

6.5.2. Enzimas de relevancia biotecnolégica

Além da possivel producdo de metabolitos secundarios, foi verificada a presenca de
genes que codificam enzimas de interesse biotecnoldgico. Enzimas microbianas fazem parte de
diversos processos biotecnoldgicos, industriais e farmacéuticos, e possuem inimeras aplicagdes
comerciais e industriais em varias areas, havendo uma demanda crescente por esses
biocatalizadores (ADRIO e DEMAIN, 2014; BERINI et al., 2017). Métodos independentes de
cultivo, especialmente a metagendmica, possibilitaram a identificacdo de novas enzimas
derivadas de microrganismos ndo cultivaveis (BERINI et al., 2017). Entre os vérios locais onde
pode ser feita a prospec¢do de enzimas, o microbioma de esponjas ¢ um local de interesse,
existindo até exemplos de enzimas comerciais, como quitinases, lacases e lipases, obtidas a
partir de microrganismos associados (OLIVEIRA et al., 2020). Dentre as varias enzimas
aplicadas industrial e comercialmente, foram identificadas as enzimas que constam na Tabela
13. Nessa tabela ha também informacdes sobre a area de aplicagdo e as fungdes desempenhadas
em cada area.

Além das enzimas citadas acima, outras enzimas detectadas durante a reconstrucao
metabodlica possuem aplicagdo biotecnoldgica. Por exemplo, a enzima superdxido dismutase,
que faz parte da via de degradagdo de ROS, apresenta atividade anti-inflamatoria, sendo usada
no tratamento de cancer de mama, esclerose multipla e outras doengas (VACHHER et al., 2021).
J& a 2-haloacrilato redutase, enzima que participa da biorremediacao de certos agrotoxicos, esta
envolvida na produg¢do de substancias percursoras de herbicidas (KURATA et al., 2008). Ainda
foi encontrado em um dos MAGs o sistema CRISPR-Cas9, um instrumento utilizado na
biologia molecular para edi¢ao genomica (SONG et al., 2016).

Também foi verificada, nos MAGs, a presenca de cinco classes de CAZymes: glicosil

hidrolases (GH), polissacarideo liase (PL), glicosiltransferase (GT), carboidrato esterase (CE)
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e modulo de ligagdo a carboidrato (CBM). As enzimas ativas em carboidratos (CAZyme) sao
um grupo de enzimas que realiza a constru¢do ou quebra de carboidratos complexos e outros
glicoconjugados. Essas enzimas, além da agdo em carboidratos, podem ter outros dominios,
incluindo dominio de interagdo proteica, ¢ unidades formadas por outras enzimas como
proteases e fosfatases (CANTAREL et al., 2009). As CAZymes sdao empregadas em diversos
setores, entre eles a bioenergia e as industrias alimenticia e quimica, usadas principalmente na
producdo de compostos bioativos derivados de oligossacarideos. (CONTESINI.; FRANDSEN;
DAMASIO, 2021). Varias enzimas desse grupo, especialmente GHs e CEs, que foram
identificadas, isoladas e caracterizadas, derivam de microrganismos associados a organismos

marinhos e apresentam propriedades unicas (BAYER et al., 2018; OLIVEIRA ef al., 2020).

6.5.3. Peptideos biologicamente ativos

Organismos marinhos, como as esponjas € seus microrganismos associados, também
sdo uma fonte promissora de BAPs, grupo de peptideos, na maioria das vezes com menos de
50 residuos de aminoacidos, que possui alguma funcdo biolégica (MACEDO et al., 2021;
AKBARIAN et al., 2022). Os peptideos bioativos apresentam diversos tipos de atividades
diferentes, incluindo antimicrobiana, anti-inflamatéria, antitumoral, anticoagulante e
analgésica (MACEDO et al., 2021). Eles ainda tém um grande potencial farmacéutico e
nutracéutico, ja havendo a comercializagdo de alguns produtos peptidicos de origem marinha
(MACEDO et al., 2021). Trés exemplos de BAPs obtidos a partir de esponjas sdo a
discobahamina A-B, polidiscamida A e faquelistatina, que possuem, respectivamente, acao
antifingica, antibacteriana e anticincer (BRINKMANN; MARKER; KURTBOKE, 2017;
AKBARIAN et al., 2022). Os MAGs apresentaram grande potencial para geragao de peptideos,
sendo predita a presenga de BAPs em todos eles com possiveis fungdes antimicrobiana,

antifingica, anticancer e anti-inflamatoria.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

As bactérias do filo candidato Latescibacterota, recuperados do microbioma de esponjas
do Recife Amazonas, contém diversos genes dos quais o hospedeiro pode tirar proveito e dos
quais € possivel explorar biotecnologicamente.

Do ponto de vista ecoldgico, ha varios beneficios possiveis que as bactérias estudadas
podem trazer a esponja. Elas podem auxiliar na nutricdo do hospedeiro pelo fornecimento de
substancias essenciais ou pela sintese de compostos que a esponja pode utilizar. Os MAGs
também possuem genes envolvidos na protecao do hospedeiro. Tais beneficios podem ajudar a
elucidar como a esponja ¢ capaz de prosperar no seu habitat e mostram um pouco da
importancia dos simbiontes para o sucesso desses organismos.

Em nivel de ecossistema, ha potencial participacdo nos ciclos do carbono, do nitrogénio,
do enxofre e do fosforo, além da biorremediacdo de metais pesados e compostos organicos.
Dessa forma, os microrganismos em estudo possivelmente contribuem na disponibilidade de
nutrientes e na protecao contra poluentes no Recife Amazonas.

Do ponto de vista biotecnoldgico, os MAGs possuem sequéncias que codificam enzimas
de interesse a diferentes industrias, além de possuirem genes envolvidos na producdo de
metabolitos secundarios que podem ser aplicados em varios setores. Ainda foram preditos
varios peptideos biologicamente ativos com uma variedade de atividades que podem ser
aproveitadas. Assim, os MAGs analisados sdo uma fonte rica de genes envolvidos na geracao
de bioprodutos, podendo ser futuramente explorados comercial e industrialmente.

A partir dos resultados obtidos, sera possivel futuramente descobrir, sintetizar, testar e
aplicar novos compostos que possam ter alguma utilidade biotecnoldgica. E possivel selecionar
sequéncias e moléculas potencialmente produzidas para serem analisadas com maior
profundidade com o intuito de determinar a existéncia de alguma utilidade biotecnoldgica. Uma
triagem dos compostos mais promissores poderia ser feita pela andlise da sua estrutura
molecular. Apds a triagem, pode-se proceder a expressao heterdloga de sequéncias de maior
potencial, em busca de sintetizar, isolar e purificar o bioproduto para posterior confirmagao da

atividade predita e aplicagdo da mesma.
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Symbiont relationships between corals and photosynthetic microorganisms sustain coral
reef existence. However, the Great Amazon Reef System (GARS) stays under a plume
layer that attenuates the entry of light, and instead of corals, sponges are the major reef
epifauna, for which little is known about the functicn of the associated microbiome. Here,
we used genome-resolved metagenomics to investigate how the sponge microbiome
supports its host and overcomes the reduced light avaidlability, recovering 205 MAGs
from Ageias and Geodla sponges with completeness >70% and contamination <10%.
Beta diversity estimates based on the 165 RNA genes indicated the microbiomes of
Amazon and Caribbean sponges to be distinct (P<0.01), with heterotrophic lifestyles
being prevalent in Amazon sponge microbiomes (P<0.05). Nevertheless, genes indicating
the carbon fixation pathways 3-Hydroxypropionate/4-Hydroxybutyrate cycle, 3-
Hydroxypropionate bicycle, Reductive Tricarboxylic Acid Cycle, and Calvin-Benson-
Bassham cycle could be recovered in low abundance. The presence of Cyancbacteria,
represented by both 16S rRNA analyses and low-quality MAGs indicated light incidence
on the reef. The metabolic profie shows that the GARS spenge micrebiome had genes for
sulfate reduction, sulfur oxidation, nitnc oxide reduction, ammonia oxidation, nitrate
reduction, nitrite ammonification, nitrite oxidation, and nitrite reduction, indicating that
the microblome might play a role in detoxification of the holcbiont. We conclude, that
neither the plume-limited photosynthesis of the sponge microbiome nor the primary
producers sustain the organic carbon input for the sponges, which likely live off plume-
associated organic carbon and their heterctrophic microbiota.
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