UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude
Departamento de Genética e Evolucao
Laboratorio de Biologia Molecular

CELIO DIAS SANTOS JUNIOR

DEGRADACAO DE MATERIA ORGANICA TERRESTRE
POR MICRORGANISMOS DO RIO AMAZONAS —
METAGENOMICA E GENOMICA POPULACIONAL

SAO CARLOS - SP
2018



UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS
Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude
Departamento de Genética e Evolucao
Laboratorio de Biologia Molecular

CELIO DIAS SANTOS JUNIOR

DEGRADACAO DE MATERIA ORGANICA TERRESTRE
POR MICRORGANISMOS DO RIO AMAZONAS —
METAGENOMICA E GENOMICA POPULACIONAL

Tese de doutorado apresentada ao
Programa de Pos-Graduacdo em
Genética  Evolutiva e  Biologia
Molecular do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude da Universidade
Federal de Séo Carlos para obtencdo do
titulo de Doutor em Genética Evolutiva
e Biologia Molecular.

Orientador: Prof. Dr. Flavio Henrique Silva
Co-Orientador: Ramiro Logares

SAO CARLOS - SP
2018



| UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAO CARLOS

qﬁ:{% Centro de Ciéncias Biologicas e da Saude ;
Programa de P6s-Graduagéo em Genética Evolutiva e Biologia Molecular

Folha de Aprovaqéo

Assinaturas dos membros da comissao examinadora que avaliou e aprovou a Defesa de Tese de Doutorado do candidato
Célio Dias Santos Junior, realizada em 14/12/2018:

~ L3 L\
Prof. D/ Flavio Henrique da Silva

UFSCar

Q(,,\ kil

Prof. Dr. Frangis de Morais’Franco Nunes

/| UFSCar

Prof. Dr. Hugo Miguel Preto de Morais Sarmento
UFSCar

///) y A -\

Prof’ Dr. Marcos Antonio de Oliveira
UNESP

- )

Prof,Dr. Fernando Pellon de Miranda
vk Petrobras




DEDICATORIA

Dedico este trabalho aos meus avos,
parte fundamental de quem eu sou e
almejo ser. Também dedico aos meus
pais, Célio e Sandra, cujo amor
incondicional, incentivo e apoio me
trouxeram até aqui.



EPIGRAFE

“O periodo de maior ganho em
conhecimento e experiéncia é o periodo
mais dificil da vida de alguém. ” - Dalai
Lama



SUMULA CURRICULAR

FORMACAO ACADEMICA

— Doutorado em Genética Evolutiva e Biologia Molecular (em andamento). Tese:
“Degradacdo de matéria organica terrestre por microrganismos do rio Amazonas —
metagendmica e gendmica populacional”. Orientador: Flavio Henrique da Silva.
Coorientador: Ramiro Logares. Programa de P6s-Graduacdo em Genética Evolutiva e
Biologia Molecular, Universidade Federal de Sdo Carlos, UFSCar, Brasil. Periodo
sanduiche no Institut de Ciencias del Mar, Barcelona, Espanha (Orientador: Ramiro
Logares). Bolsista do: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnologico, CNPq, Brasil e Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior, CAPES, Brasil.

— Mestrado em Genética Evolutiva e Biologia Molecular (2016). Dissertacéo:
“Conversao de uma histidina amonia liase em fenilalanina amoénia liase por meio de
biologia sintética”. Orientador: Flavio Henrique da Silva. Programa de Pds-Graduacao
em Genética Evolutiva e Biologia Molecular, Universidade Federal de Sdo Carlos,
UFSCar, Brasil. Bolsista do: Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e

Tecnologico, CNPq, Brasil.

— Graduacao em Biotecnologia (2013). Titulo: Diversidade e Potencial Biotecnoldgico
das Bactérias Endofiticas da Mamona (R. communis). Orientador: Ana Maria Bonetti.
Iniciagdo Cientifica no Laboratorio de Genética. Graduacdo em Bacharelado,
Universidade Federal de Uberlandia, UFU, Brasil. Periodo sanduiche na Universidade
de Coimbra, Coimbra, Portugal (Orientador: Joana Cardoso Costa). Bolsista do:

Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico, CNPq, Brasil.

Vi



PREMIOS E TITULOS

- Mengdo Honrosa pelo trabalho “IMPLEMENTACAO DE UM MODULO DE
IDENTIFICAC}AO TAXONOMICA DE MICRORGANISMOS BASEADO NO GENE
DO 16S rRNA NO PROGRAMA BEAF E SUA APLICACAO EM DADOS DE
SEQUENCIAMENTO DE NOVA GERACAO”, de autoria de Guilherme Bonotti
COPPINI, G.B. ; SANTOS JUNIOR, C. D. ; HENRIQUE-SILVA, F.. Instituicdo:
Coordenadoria de Programas de Iniciacdo Cientifica (CoPICT), Pro-Reitoria de
Pesquisa (ProPq), Universidade Federal de S&o Carlos (UFSCar) —2018.

- Medalha de Ouro na International Genetically Engineered Machine competition
(iGEM) pelo grupo team:UFSCar-Brasil. Instituicdo: International Genetically
Engineered Machine Foundation (iGEM Foundation) - 2015.

- Mocéo de congratulagdo com relagdo ao projeto BugShoo apresentado no iGEM 2015.

Instituicdo: Camara de Vereadores de Sdo Carlos-SP — 2015.

- Medalha de Bronze e Prémio Giant Jamboree na International Genetically Engineered
Machine competition (iGEM) pelo grupo team:Brasil-SP. Instituicdo: International
Genetically Engineered Machine Foundation (iGEM) - 2014.

- Mencdo Honrosa pelo trabalho "THE FOLATE/PTERIDINE TRANSPORTER OF
LEISHMANIA SP.. A POTENTIAL MOLECULAR TARGET WITH AN
EVENTFUL EVOLVING HISTORY", de autoria SANTOS JUNIOR, C. D.; ISABEL,
T. F.; TELES, N. ; GUIDO, R. V. C. ; HENRIQUE-SILVA, F.. Instituicdo: Sociedade
Brasileira de Genética - 2014.

vii



- Men¢ao Honrosa pelo poster “Metagenomic Analysis of Endophytic Bacterial
Biodiversity from Seeds of Ricinus communis”, de autoria SANTOS JUNIOR, C. D.;
DIAS, A. C. C. ; BONETTI, AM. ; Kerr, W.E. ; CAMPOS, T. A.. Institui¢do:

Sociedade Brasileira de Genética - 2011.

CO-ORIENTACOES

1. Guilherme Bonotti Coppini. Desenvolvimento de um modulo de analises
taxondmicas do gene 16S rRNA de metagenomas para o programa BEAF
(Referenced Binning Engine for Autonomous Finding): BEAF-16S. 2018.
Trabalho de Conclusdo de Curso. (Graduacdo em Biotecnologia) - Universidade
Federal de Sdo Carlos, Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e
Tecnoldgico. Orientador: Flavio Henrique Silva. Co-Orientador: Célio Dias

Santos Junior.

2. Natélia Silva da Trindade. Conservation and Recombinational Contexts in
Apoptosis Pathway in Aspergillus fumigatus. 2015. Trabalho de Conclusdo de
Curso. (Graduagdo em Biotecnologia) - Universidade Federal de Uberlandia.
Orientadora: Enyara Rezende Morais. Co-Orientador: Célio Dias Santos Janior.

PUBLICACOES

As publicacdes em cinza se destacam por possuir relacdo com os temas abordados na
resente tese, assim como, aquelas assinaladas com “***” ao inicio foram produzidas
q p

durante o periodo de doutorado. O nome do autor desta tese foi mostrado em negrito.

viii



***TRINDADE, N. S. ; SANTOS JUNIOR, C. D. ; MACEDO, P. ; VIANA, J.
; ALVES, T. ; FURSTENAU, C. ; GOMES, M. S. ; MORAIS, E. R. .
Conservation and Recombinational Contexts in Apoptosis Pathway in
Aspergillus fumigatus. Journal of Computer Science & Systems Biology, v. 11,
p. 136-153, 2018.

***SANTOS-JUNIOR, C. D. ; KISHI, L. T. ; TOYAMA, D. ; SOARES-
COSTA, A. ; OLIVEIRA, T. C. S. ; DE MIRANDA, F. P. ; HENRIQUE-
SILVA, F. . Metagenome Sequencing of Prokaryotic Microbiota Collected from
Rivers in the Upper Amazon Basin. Genome Announcements, v. 5, p. e01450-
16, 2017.

***CARDOSO-JUNIOR, C. A. M. ; FUJIMURA, P. T. ; SANTOS-JUNIOR,
C. D. ; BORGES, N. A. ; UEIRA-VIEIRA, C. ; HARTFELDER, K. ;
GOULART, L. R. ; BONETTI, A. M. . Epigenetic modifications and their
relation to caste and sex determination and adult division of labor in the stingless
bee Melipona scutellaris. Genetics and Molecular Biology (online version), v.
02, p. 1-8, 2017.

***NAKAYAMA, D. G. ; SANTOS JUNIOR, C. D. ; KISHI, L. T. ;
PEDEZZI, R. ; SANTIAGO, A. C. ; SOARES-COSTA, A. ; HENRIQUE-
SILVA, F. . A transcriptomic survey of Migdolus fryanus (sugarcane rhizome
borer) larvae. Plos One, v. 12, p. 0173059, 2017.

***TOYAMA, D. ; SANTOS-JUNIOR, C.D. ; Kishi, L.T. ; OLIVEIRA,
T.C.S. ; GARCIA, JW. ; SARMENTO, H. ; MIRANDA, F.P. ; HENRIQUE-
SILVA, F. . A snapshot on prokaryotic diversity of the Solimbes River basin
(Amazon, Brazil). GENETICS AND MOLECULAR RESEARCH, v. 16, p. 1-
17, 2017.



***|SABEL, T. F.; COSTA, G. N. M. ; PACHECHO, I. B. ; JUNIOR, C. D. S.
; FONSECA, F.P. ; FRANCA, J. B. ; HENRIQUE-SILVA, F. ; YONEYAMA,
K. A. ; RODRIGUES, R. S. ; RODRIGUES, V. M. . Expression and Partial
Biochemical Characterization of a Recombinant Serine Protease from Bothrops
pauloensis Snake Venom. Toxicon (Oxford), v. 115, p. 49-54, 2016.

***SANTOS-JUNIOR, CELIO D.; VERISSIMO, A. ; COSTA, J. . The
recombination dynamics of Staphylococcus aureus inferred from spA gene.
BMC Microbiology (Online), v. 16, p. 143, 2016.

***TOYAMA, D. ; KISHI, L. T. ; SANTOS-JUNIOR, C. D. ; SOARES-
COSTA, A. ; DE OLIVEIRA, T. C. S. ; DE MIRANDA, F. P. ; HENRIQUE-
SILVA, F. . Metagenomics Analysis of Microorganisms in Freshwater Lakes of

the Amazon Basin. Genome Announcements, v. 4, p. €01440-16, 2016.

MENDES, M.G. ; SANTOS JUNIOR, C.D. ; DIAS, A.C.C. ; BONETTI, A.M.
. Castor bean (Ricinus communis L.) as a potential environmental bioindicator.
Genetics and Molecular Research, v. 14, p. 12880-12887, 2015.

SOUSA, L. B. ; HAMAWAKI, O. T. ; SANTOS JUNIOR, C.D. ; OLIVEIRA,
V. M. ; NOGUEIRA, A. P. O. ; MUNDIM, F. M. ; HAMAWAKI, R. L. ;
HAMAWAKI, C. D. L. . Correlation between yield components in F6 soybean
progenies derived from seven biparental crosses. Bioscience Journal (Online), v.
31, p. 1692-1699, 2015.



LUIZ, D. P. ; SANTOS JUNIOR, C. D. ; BONETTI, AM. ;
BRANDEBURGO, M. M. . Tollip or Not Tollip: What Are the Evolving
Questions behind It?. Plos One, v. 9, p. 97219, 2014.

COSTA, J.; TEIXEIRA, P. G. ; D'AVO, A. F. ; JUNIOR, C. S. ; VERISSIMO,
A. . Intragenic Recombination Has a Critical Role on the Evolution of
Legionella pneumophila Virulence-Related Effector sidJ. Plos One, v. 9, p.
109840, 2014.

PEDEZZI, R. ; FONSECA, F.P. ; SANTOS JUNIOR, C. D. ; KISHI, L.T. ;
TERRA, W.R. ; HENRIQUE-SILVA, F. . A novel B-fructofuranosidase in
Coleoptera: Characterization of a B-fructofuranosidase from the sugarcane
weevil, Sphenophorus levis. Insect Biochemistry and Molecular Biology, v. 55,
p. 31-38, 2014.

SANTOS JR., C.D.; DIAS, A.C.C. ; AMARAL, LLM.R. ; BONETTI, A M. ;
CAMPOS, T.A. . New efficient DNA extraction method to access the
microbiome of Ricinus communis seeds. Genetics and Molecular Research, v.
12, p. 1-8, 2013.

VIEIRA, FCF ; SANTOS JUNIOR, C. D. ; NOGUEIRA, A. P. O. ; DIAS, A.
C. C.; HAMAWAKI, O. T. ; BONETTI, A.M. . ASPECTOS FISIOLOGICOS
E BIOQUIMICOS DE CULTIVARES D E SOJA SUBMETIDOS A DEFICIT
HIDRICO INDUZIDO POR PEG 6000. Bioscience Journal (Online), v. 29, p.
543-552, 2013.

HAMAWAKI, O. T. ; SOUSA, L. B. ; ROMANATO, F. N. ; NOGUEIRA, A.
P. O.; SANTOS JUNIOR, C. D. ; POLIZEL, A. C. . Genetic parameters and

Xi



variability in soybean genotypes. Comunicata Scientiae (Online), v. 3, p. 76-83,
2012.

SANTOS JUNIOR, C. D.; LUIZ, D. P. ; BONETTI, A.M. . The Effect of 3,5-
Dinitrosalicylic Acid on Genomic DNA from Saccharomyces cerevisiae. BAG.

Journal of basic and applied genetics, v. 23, p. 219, 2012.

CAPITULOS DE LIVROS PUBLICADOS

JUNIOR, C. D. S;; TELES, N. M. M. ; LUIZ, D. P. ; ISABEL, T. F. . DNA
Extraction from Seeds. In: Miodrag Micic. (Org.). Springer Protocols
Handbooks. 01led.New York: Springer New York, 2016, v. 01, p. 265-276.

SANTOS JUNIOR, C. D.. Aditivos antimicrobiais aplicados & biotecnologia de
alimentos. In: BOSCOLLI BARBOSA PEREIRA. (Org.). Aditivos alimentares
[livro eletronico]: conceitos, aplicages e toxicidade. 0led. Monte Carmelo,
MG: FUCAMP, 2013, v. 1, p. 41-76.

PUBLICACOES PENDENTES

SANTOS-JUNIOR, C. D.; TOYAMA, D. ; OLIVEIRA, T. C. S.; MIRANDA,
F. P.; HENRIQUE-SILVA, F. . Flood season microbiota collected from lakes of
Amazon basin revealed through metagenome sequencing. (A ser submetido a

revista “Microbiology Resource Announcements’)

xii



SANTOS-JUNIOR, C. D. ; SARMENTO, H. ; MIRANDA, F. P;
HENRIQUE-SILVA, F. ; LOGARES, R. . Connecting the Amazon river
microbial genes and terrestrial organic matter degradation. (A ser submetido a

revista “Nature Communications”)

SANTOS-JUNIOR, C. D. ; TOYAMA, D. ; LOGARES, R. ; MIRANDA, F. P,
; HENRIQUE-SILVA, F. . Population genomes reveal the microbial drivers of
the terrestrial organic matter degradation in Amazon river basin. (A ser

submetido a revista “Microbiome™)

SANTOS-JUNIOR, C. D. ; COPPINI, G. B. ; HENRIQUE-SILVA, F. .
Referenced Binning Engine for Autonomous Finding - BEAF. (A ser submetido

a revista “Bioinformatics™)

Xiii



AGRADECIMENTOS

A minha familia, especialmente meus av6s, pais e irm, pelo apoio, paciéncia, confianca

e incentivo.

Ao Prof. Dr. Flavio Henrique Silva pela orientacdo e pelos ensinamentos ao longo

desses anos.

Ao Prof. Dr. Ramiro Logares e seus alunos do Institut de Ciencies del Mar (Barcelona,
Espanha), em especial Lidia Montiel, pela cortesia de me receber em seu laboratorio e

pelos ensinamentos 0s quais me auxiliaram a concluir o presente trabalho.

Ao Prof. Dr. Pablo Sanchez do Institut de Ciencies del Mar (Barcelona, Espanha) pela

cortesia e ensinamentos essenciais para a conclusdo do presente trabalho.

Ao pessoal técnico do servidor MareNostrum sediado em Barcelona/Espanha, pelo

auxilio.

Ao Prof. Dr. Hugo Sarmento do Departamento de Hidrobiologia da UFSCar pela sua
colaboracéo na disponibilizagcdo de seu tempo e seu servidor para realizagdo do presente
trabalho.

Aos Poés-doutorandos Danyelle Toyama e Chakravarthi Mohan, a Doutoranda Priscila
Shibao, a mestranda Heloisa Peccin e ao graduando Guilherme Coppini pela valiosa

amizade, pelos ensinamentos e pela ajuda prestados.

Aos amigos Pattrick Nguyen, Fatim Belkrane, Anja Cosic, Rejane Monte, Lorena Cruz,
Michaella Melo, Thais Godoy e a todos os outros amigos os quais nao foi possivel citar,
pela animada companhia durante esses anos. Pelo incentivo, ajuda e por tornar meu dia-

a-dia mais alegre.

Ao Programa de Pds-Graduacdo em Genética Evolutiva e Biologia Molecular pelo

auxilio e suporte, em especial, a lvanildes que sempre me auxiliou de forma exemplar.

Ao CNPq, CAPES, Petrobras e CSIC (Consejo Superior de Investigacion Cientifica)

pelo suporte financeiro durante a realizagdo do presente trabalho.

Xiv



RESUMO

Os microbios da bacia do rio Amazonas representam uma biodiversidade inexplorada,
com grande potencial metabolico. Este ecossistema recebe grandes quantidades de
matéria organica (organic matter, OM) terrestre, 0 que promove 0 crescimento
microbiano heterotrofico. PopulagBes microbianas foram expostas durante milénios a
uma OM complexa derivada de plantas, e essas comunidades devem ter desenvolvido
vias metabdlicas para degrada-la. No presente trabalho, foram analisados 106
metagenomas provenientes de 30 estacGes de amostragem de rios e lagos da bacia
Amazonica, cobrindo as zonas de agua doce e costeira. Utilizando-se as técnicas padréo
ouro para montagem e predicdo génica, foi gerado o primeiro catdlogo de genes de
microrganismos de 4gua doce, contendo mais de 3,7 milhdes de genes ndo redundantes,
com predominancia daqueles de origem bacteriana (35,73%). Este estudo compreendeu
até entdo a maior biodiversidade de microrganismos aquaticos amostrados no rio
Amazonas. Como um sistema auxiliar, foi criado o programa AGSSY que auxilia na
mineracdo de dados deste catdlogo, mostrando-se rapido e eficiente neste processo. A
analise de diversidade dos k-mers sugere que esses genes tem origem a partir de
processos evolutivos locais. Além disso, ha uma estratificacdo do processamento da OM
na coluna de &gua, possivelmente regulada por um sistema sofisticado de uso alternativo
de fontes de carbono, principalmente baseado em tricarboxilatos. A estrutura espacial
dos genes de processamento de OM sugere uma substituicdo dos metabolismos de
lignina e hemi-celulose, pelo metabolismo de celulose no oceano. Utilizando-se 0s
métodos de binning hibridos, levando em conta composic¢éo e abundéncia dos contigs
foi possivel a reconstrucdo de 51 genomas populacionais nao-redundantes. Por meio da
analise destes, foi possivel verificar espécies endémicas abundantes pertencentes a
Bactérias e Arquéias, com um predominio do filo Proteobactéria (39%). Analises dos
genomas populacionais, em conjunto com os dados do catalogo de genes, sugerem um
sofisticado modelo de priming para a degradacdo de OM terrestre no rio Amazonas. Tal
modelo seria baseado na retroinibigéo sofrida pelos organismos que oxidam a lignina, e
numa comunidade de microrganismos utilizadores de fontes alternativas de carbono,

que blogueiam este efeito.
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ABSTRACT

Microbes from Amazon river basin represent an unexplored biodiversity, with a huge
metabolic potential. This ecosystem receives large amounts of terrestrial organic matter
(OM), which promotes heterotrophic microbial growth. Microbial populations have
been exposed for millennia to a complex OM derived from plants, and these
communities must have developed metabolic pathways to degrade it. In the present
work, 106 metagenomes from 30 sampling stations of rivers and lakes of the Amazon
river basin were analyzed, covering the freshwater and coastal ocean areas. Using the
gold standard techniques for assembly and gene prediction, the first gene catalog of
freshwater microorganisms was generated, containing more than 3.7 million non-
redundant genes, predominantly those of bacterial origin (35.73%). The present work
comprises the hugest biodiversity ever sampled in Amazon river until now. As an
auxiliary system, the AGSSY program was created to assist in the data mining of this
catalog, proving to be fast and efficient in this process. The analysis of k-mers diversity
suggests that these genes originate from local evolutionary processes. In addition, there
is a stratification of the OM processing in the water column, possibly regulated by a
sophisticated system of alternative carbon sources use, mainly based on tricarboxylates.
The spatial structure of the OM processing genes suggests a zonation of lignin, cellulose
and hemicellulose degradation. Using hybrid binning methods, taking into account
contigs composition and abundance, it was possible to reconstruct 51 non-redundant
population genomes. Through the analysis of them, it was possible to verify abundant
endemic species belonging to Bacteria and Archaea, with a predominance of the
Proteobacterium phylum (39%). Population genome analyzes, together with the gene
catalog data, suggest a sophisticated priming model for the degradation of terrestrial
OM in the Amazon River. Such a model would be based on the retroinhibition
undergone by organisms that oxidize lignin, and in a community of microorganisms

using alternative carbon sources that blocks this effect.

KEY WORDS: Amazon river, Population genomes, Metagenomes, Gene catalogue,
Priming effect, terrestrial organic matter degradation.
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1.1  Fundamentacéo e justificativa

A bacia do rio Amazonas é uma das maiores e menos estudadas no mundo,
compreendendo cerca de 38% da area continental sul-americana (MIKHAILOV, 2010).
Por volta de 60% da matéria organica (OM) dissolvida do rio Amazonas € derivada de
compostos ligninicos e celulosicos (ERTEL et al., 1986), assim como acidos himicos,
que sdo rmetabolizados pelos micrdbios (principalmente bactérias) levando a liberacéo
de dioxido de carbono de suas dguas (WARD et al., 2013, 2016).

Diversos metagenomas de estacdes situadas no baixo Amazonas, apos a cidade
de Manaus até seu estuario, mostraram-se principalmente estruturadas em torno de
Cyanobacteria e outros taxons diazotréficos (SATINSKY et al., 2015), sugerindo uma
substituicdo da OM terrestre pela algal nas porcdes finais do rio. Isto pressupde que 0s
microrganismos ao longo do rio consomem a OM terrestre.

Genes com fungdes relacionadas a degradacdo de lignina e celulose, portanto,
deveriam ser abundantes. No entanto, estudos anteriores (SATINSKY; CRUMP; et al.,
2014; SATINSKY; SMITH; SHARMA,; LANDA, et al., 2017; SATINSKY; SMITH,;
SHARMA; WARD,; et al., 2017) mostram que tais fun¢fes génicas sdo encontradas em
baixas quantidades na porc¢do inferior do rio Amazonas, entre Manaus e seu estuario.
Estes mesmos autores hipotetizam que esta descoberta poderia ser explicada pela pobre
compreensdo que temos das enzimas envolvidas na degradacdo de lignina e celulose em
sistemas aquaticos. Entretanto, dentre as raz0es para baixa detec¢do poder-se-ia destacar
as metodologias analiticas utilizadas, baseadas em recrutamento de reads por genes e
genomas conhecidos, reduzindo consideravelmente a diversidade amostrada. A

determinacéo do repertdrio genético presente neste microbioma é um passo chave para a
2
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compreensdo dos mecanismos envolvidos na degradacdo de OM terrestre proveniente

da floresta tropical que o circunda.

Em 2013, verificou-se que somente cerca de 5% da lignina que entrava no rio
Amazonas chegava aos oceanos (WARD et al., 2013), de modo que esse material
recalcitrante poderia estar sendo consumido pelos microrganismos do rio.
Recentemente, a degradacdo de lignina no rio Amazonas foi verificada como sendo
potencializada pela degradacdo de compostos mais labeis (WARD et al., 2016), o
chamado priming effect. Pouco se sabe sobre este efeito, no que tange seus mecanismos
moleculares ou agentes microbianos, assim a resolucdo dessas questdes poderia trazer
maior conhecimento acerca do funcionamento de sistemas fluviais tropicais e auxiliar

na compreensao da ciclagem de carbono global.

A geracdo de catalogos de genes fornece uma fonte Unica de informacao
baseada nos genes e funcdes das proteinas preditas. Diferentemente do recrutamento de
reads, em que curtos fragmentos de DNA sdo associados a determinadas funcGes
génicas, os catdlogos de genes sdao uma colecdo de genes preditos obtidos de reads
montadas em contigs. As inferéncias obtidas por meio de catdlogos de genes tém maior
confiabilidade do que aquelas tomadas a partir da analise funcional de reads, pois
utilizam um conjunto de motifs e permitem analisar as abundancias dos mesmos por
metagenoma de modo mais acurado, eliminando o efeito de singletons. Dessa forma, a
analise de dados metagenémicos por essa estratégia poderia revelar efeitos antes ndo

observados no conjunto de dados da microbiota do rio Amazonas.

Outra questdo interessante é avaliar os genes em termos genémicos, uma vez

que esses dados sem contexto podem revelar relages ecoldgicas pouco explicitas, que
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contextualizadas, fornecem um panorama completo. Por isso, genomas populacionais,
obtidos a partir da classificacdo de contigs amazonicos, sdo outra importante ferramenta

para elucidar esses aparatos bioquimicos de degradacdo de OM terrestre.

1.2 Objetivos e escopo

Esta tese descreve os aparatos biogquimicos presentes na microbiota fluvial
amazonica, por meio da geracdo de um catalogo de genes e recuperacdo de genomas
populacionais a partir de contigs obtidos dos metagenomas. Apesar do panorama geral
da composicdo microbiana em termos taxondmicos estar razoavelmente estabelecida
por meio de estudos anteriores, em termos de funges metabdlicas, pouco se sabe sobre
a degracdo de OM terrestre no sistema fluvial amazodnico. O principal objetivo foi
elucidar de modo geral os principais mecanismos moleculares envolvidos na degradacédo
de OM terrestre pelos microrganismos da bacia Amazénica. O problema de pesquisa foi

dividido nas seguintes questdes:

Q1. A diversidade génica presente nos microrganismos do rio Amazonas

reflete processos evolutivos locais ou é similar a outros sistemas fluviais?

Q2. H& uma estrutura espacial na ocorréncia de genes ao longo do curso do rio

Amazonas que poderia indicar especializagdo metabolica?

Q3. Quais as principais familias de proteinas associadas a degradacdo de OM

terrestre?
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Q4. Ha mecanismos alternativos promovendo o uso de fontes de carbono

secundarias ou 0 armazenamento de carbono na microbiota da bacia Amazonica?

Q5. Héa evidéncias de um priming effect e quais os mecanismos para tal?

Q6. As inferéncias obtidas por meio do uso do catélogo de genes sdo mantidas

guando avaliado o contexto genémico?

Q7. Pode-se produzir um software que realize as analises basicas de

metagenomas sem a necessidade de conhecimentos amplos na area de bioinformatica?

Nesta tese as questdes 1 até 6 foram abordadas dentro dos capitulos 3 e 4. Nos
capitulos 5 e 6 sdo apresentadas ferramentas bioinformaticas que foram desenvolvidas
pelo autor e que podem ser utilizadas no desenvolvimento de trabalhos similares,

representando um recurso alternativo as ferramentas atuais ou pipelines caseiras.
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2.1 O rio Amazonas

O rio Amazonas nasce nos Andes (Peru) e troca sete vezes de nome ao longo
do seu curso. No Brasil, é chamado de rio Solimdes até a sua confluéncia com o Rio
Negro, a partir de onde passa a ser o rio Amazonas. O rio Amazonas e seus afluentes
compreendem uma area equivalente a quase 38% da area continental da América do Sul
(MIKHAILQV, 2010) e sua descarga representa 17 bilhdes de toneladas por dia, o que
representa aproximadamente 18% de toda a agua fluvial do planeta que acaba no oceano
(SUBRAMANIAM et al., 2008). Além disso, a floresta amazbnica contribui com
aproximadamente 10% da producdo priméaria global, gerando cerca de 8.5 Pg de
carbono por ano (FIELD et al., 1998; MALHI et al., 2008). O rio Amazonas é um
sistema tarbido, rico em material organico particulado (SIOLI, 1984). Em torno de 60%
da matéria organica (OM) presente nas aguas do rio Amazonas sdo compostos derivados
de celulose e lignina (ERTEL et al., 1986), bem como &cidos humicos, que sdo
respirados pelos microrganismos (principalmente micrébios heterotréficos) levando a
liberacdo de CO, para a atmosfera (WARD et al., 2013, 2016). Isso representa uma
liberacdo de quase 1.4 Tg de carbono por ano dos rios para a atmosfera (SAWAKUCHI

etal., 2017).

As aguas do rio Amazonas podem ser classificadas em trés tipos, de acordo
com Sioli (SIOLI, 1984): as aguas brancas - ricas em nutrientes e material em
suspensdo, tendo pH préximo de neutro; dguas pretas — pobres em nutrientes e menos
turbidas, tendo pH mais baixo devido a uma quantidade superior de acidos hdmicos e

aguas claras - pobres em nutrientes e particulas, tendo pH proximo a 7. Na Figura 2.1 €
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possivel observar na carta hidrografica da bacia do rio Amazonas diferentes partes

assinaladas com seus tipos de agua.

)
=)
-
2
0
=
o
M
-

Figura 2.1. Carta hidrografica da bacia do rio Amazonas evidenciando exemplos
de afluentes com diferentes tipos de agua. Os rios Urucu e Negro sdo exemplos de
rios de agua preta (elipses em preto), enquanto os rios Purus e Amazonas sao exemplos
de rios de agua branca (elipses em azul claro). Por sua vez, os rios Tapajés e Xingu sdo
exemplos de rios de agua clara (elipses em amarelo). Fonte: Modificado de Castello et

al. (CASTELLO etal., 2012).
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Outro papel importante do rio Amazonas € a circulacdo de agua dentro do
préprio continente sul-americano. A teoria conhecida como “bomba bidtica” postula
que a condensacao da agua, devido a evapotranspiracdo da floresta amazénica que é
mantida pelo rio Amazonas, diminui a pressao atmosférica que altera as correntes de ar
umido do mar para a terra (MAKARIEVA et al., 2013; MAKARIEVA; GORSHKOQV,
2014). Esse processo gera uma espécie de “rio vertical” que alimenta as nuvens como
uma bomba que suga a umidade do oceano Atlantico e do solo e a obriga a circular pelo
continente da América do Sul. Este processo é capaz de gerar precipitacGes em regides
mais meridionais da América do Sul. A porcdo brasileira da floresta amazonica, até
2013, perdeu 763.000 Km? de sua érea original. O desmatamento da floresta altera os
padrdes de pressdo e pode causar o declinio dos ventos carregados de umidade que vém

do oceano para o continente (NOBRE, 2014).

Assim, a compreensédo do ecossistema amazonico, altamente dependente do rio
Amazonas, é essencial para a preservacdo de todo o continente sul-americano. A
dindmica hidrica do rio Amazonas é diferente daquela apresentada por rios de clima
temperado, em que se acredita haver um continuum ecoldgico. No rio Amazonas, ha o
regime de pulsos de inundacdo. Isto significa que a partir da reunido das aguas pluviais
de toda a bacia de drenagem amazonica com as aguas oriundas do degelo anual andino
ha um alagamento sazonal do rio Solimdes, o que causa uma elevacdo do nivel das
aguas todos os anos, formando uma planicie de inunda¢do nos meses de junho-julho
(AYRES, 1995; JUNK, 1993; JUNK; BAYLEY; SPARKS, 1989; PIEDADE; JUNK;
PAROLIN, 2000). Essa flutuacdo teria, segundo Junk et al. (JUNK; BAYLEY;
SPARKS, 1989), um profundo efeito nas caracteristicas limnoldgicas, ecoldgicas e

bioldgicas desses corpos hidricos amazo6nicos. De modo que ndo € possivel, portanto,
9
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estabelecer claramente uma estrutura de comunidades ecoldgicas isoladas neste

contexto (TOYAMA et al., 2017).

Recentemente, demonstrou-se que a variacdo nas quantidades de matéria
orgénica (OM) durante os pulsos de inundacédo é o fator sazonal mais forte responsavel
pela variagdo do metabolismo bacteriano heterotréfico entre os corpos hidricos
principais da Amazoénia e os lagos de véarzea, impulsionados principalmente pela
qualidade do OM disponivel (VIDAL et al., 2015). Assim, a influéncia do transporte
lateral e da dindmica temporal, principalmente motivados pelos pulsos de inundacao,
afetam grandemente as estruturas das comunidades bacterianas de lagos de varzea da
Amazénia (MELO et al., 2018). Isto, reflete-se também de modo global, nos ciclos

biogeoquimicos realizados por estas comunidades.

2.2 O fluxo de carbono e efeito priming

As aguas continentais desempenham um papel biogeoquimico importante,
ligando os ecossistemas terrestres ao oceano. Os sistemas fluviais sdo fundamentais
neste processo, pois sdo altamente dinamicos e biologicamente ativos, transformando

carbono organico de origem terrestre e transportando-o para o mar (COLE et al., 2007).

Aproximadamente 1.9 Pg de carbono por ano chegam as aguas continentais
vindos do solo e apenas 50% desse carbono (0,9 Pg de carbono por ano) é entregue aos
oceanos (COLE et al., 2007; MAYORGA et al., 2005). Isso sugere que a OM terrestre
deve ser consumida ativamente. Outro fato que corrobora com a ideia de que haja altas
taxas de degradacdo da OM terrestre é que apenas 30% do carbono organico terrestre

10
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estd armazenado nos sedimentos marinhos (BURDIGE, 2005). O tempo médio de
residéncia do carbono organico dissolvido de origem terrestre em oceano aberto é
menor que 100 anos (HERNES; BENNER, 2003), isso mostra que a remoc¢do de OM

terrestre acontece em questao de décadas.

A respiracdo e producdo liquida dos ecossistemas tende a aumentar das
cabeceiras dos rios até os seus estuarios, assim como as taxas de respiracdo de carbono
organico tendem a declinar, devido a uma maior produgdo primaria (BATTIN et al.,
2008). A degradacéo seletiva ao longo do tempo de residéncia nos sistemas estuarinos e
fluviais pode deixar a OM mais resistente, o que acaba envelhecendo este material

previamente antes de atingir os oceanos (RAYMOND; BAUER, 2001).

O efeito priming foi primeiramente definido a partir de experimentos com
degradacdo de compostos em solo (BINGEMANN; VARNER; MARTIN, 1953), e foi
definido como a mudanca nos tempos de renovacdo da OM a partir de tratamentos
moderados desse material (KUZYAKOV; FRIEDEL; STAHR, 2000). O
cometabolismo, uma componente do efeito priming, foi definido, por sua vez, como a
degradacdo facilitada dos compostos recalcitrantes a partir da adicdo de pequenas
quantidades de OM Ilabil, resultando na liberacdo de compostos ricos em carbono e

nitrogénio, quando comparados a condicdo sem a adicdo (HORVATH, 1972).

Um exemplo de efeito priming (Figura 2.2) é o caso em que a degradacdo da
OM labil por uma comunidade de decompositores, traz energia para 0s decompositores
da OM recalcitrante e essa energia permite que essa outra comunidade de

decompositores produza enzimas que degradam a OM recalcitrante. 1sso, por sua vez,

11
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libera nutrientes para os decompositores de OM recalcitrante e labil, criando uma

relacdo mutualistica entre essas duas comunidades microbianas.

Degradadores de OM labil

Energia e
C estrutural C estrutural
e

Ectozimas Nutrientes limitantes

oM

Ectozimas recalcitrante

Energia e

C estrutural C estrutural

e
Nutrientes limitantes

Degradadores de OM

recalcitrante

Figura 2.2. Exemplo de efeito priming. Neste modelo ha 2 comunidades
especializadas em diferentes tipos de OM, que interagem entre si por meio dos
beneficios que seus produtos levam uma a outra, estabelecendo uma espécie de

mutualismo. Fonte: Adaptado de Bianchi et al. (BIANCHI, 2011).

Apesar do mecanismo geral do efeito priming ndo ser compreendido, acredita-
se que ele seja devido a combinacdo de fatores, tais como: (1) aumento da biomassa
microbiana devido a consumo de substratos reativos, (2) promocdo da producao
microbiana de enzimas extracelulares capazes de quebrar OM menos reativa dirigida

pela energia da quebra de OM mais reativa, (3) desequilibrio estequiométrico entre
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substratos e microrganismos, de modo que haja uma selecéo de nutrientes e, por fim, (4)

o consumo preferencial de substratos mais reativos (GUENET et al., 2010).

Em sistemas aquaticos, um exemplo disso é o acido benzoico que tem um
efeito de priming para a assimilacéo de acidos fulvicos pela Arthrobacter spp. em lagos
(DE HAAN, 1977). Especula-se que o componente mais antigo e mais recalcitrante do
pool de carbono orgéanico dissolvido no oceano Pacifico Norte foi disponibilizado para
assimilacdo e utilizagé@o bacteriana via cometabolismo e/ou fotoxida¢do (CHERRIER et

al., 1999).

O sistema do rio Amazonas é basicamente heterotréfico e baseado na
supersaturacdo com CO2, em que a maioria deste carbono vem da respiracéo
microbiana in situ de carbono organico (MAYORGA et al., 2005). O rio Amazonas tem
taxas muito baixas de producdo algal (WISSMAR et al., 1981), enquanto mais de 50%
do carbono organico particulado no alto rio Mississipi é derivado de algas (KENDALL;
STEVEN; KELLY, 2001). Esse fato mostra que a OM terrestre é abundante no

ecossistema amazonico.

A degradacdo da OM terrestre no rio Amazonas € dificultada. Devido a grande
turbidez das aguas do rio Amazonas cerca de 0.05% das taxas de outgassing (a
liberacdo de CO> das aguas para a atmosfera) sdo derivadas de oxidag&o por ultravioleta
in situ (REMINGTON; KRUSCHE; RICHEY, 2011). Cerca de 60% da lignina
produzida na floresta é direcionada ao rio, onde ela é continuamente decomposta em
mondmeros, que sdo remineralizados diretamente para CO2, ou ainda reduzidos a
intermediarios de baixo peso molecular (LMW). Menos de 5% da lignina que a floresta

produz fica armazenada dentro da bacia amazonica ou é entregue ao oceano (WARD et
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al.,, 2013). Esta taxa de degradacdo (~92%) € muito alta para um dos principais
componentes da OM terrestre ainda considerado recalcitrante e mostra que a idade do
substrato ndo interfere na sua biodisponibilidade (MAYORGA et al., 2005). De fato, a
quebra da lignina mantém de 30 a 50% das taxas de respiracdo microbiana brutas no rio

Amazonas (WARD et al., 2013).

Ward et al. (WARD et al., 2016) realizaram experimentos de incubag&o in situ
e ex situ com matéria organica algal e monémeros de vanilina marcados com *C
verificando as taxas de producdo de CO2, consumo de O e a degradacdo de substratos
vegetais (lignificada e do tipo macrofitico). Seus resultados indicaram que nas zonas de
confluéncia entre rios do ecossistema amazodnico ha um aumento da concentragdo de
CO», o que indica um potencial de aumento da degradacdo bioldgica da OM ao longo
dessa zona. As descobertas destes autores reforcam a ideia de que zonas de confluéncia
sejam hot spots da producdo bacteriana e de que os niveis de CO2 nessas regides sejam
mais elevados, como também visto por outros autores (FARJALLA, 2014). O efeito
priming no rio Amazonas foi descrito como rapido, levando de minutos a horas, sendo
mais comumente verificado em fragcGes de microrganismos associados a particulas, onde

ha um maior efeito de enzimas extracelulares (WARD et al., 2016).

2.3 Degradagdo de matéria organica terrestre

A OM terrestre € composta principalmente por celulose e lignina, a primeira
labil e a ultima, considerada recalcitrante. A lignina é o segundo composto organico
natural mais abundante da terra, sendo o primeiro a celulose (SCHLESINGER, 1977).

Ela consiste em um polimero de fenilpropandides que tem a funcdo de conferir
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integridade estrutural (VOELKER et al., 2011) e resisténcia a patégenos e ao colapso
celular sob tensdo associada ao transporte de agua nas plantas (MIEDES et al., 2014).
Poucas espécies de algas foram descritas conter essa substancia (DELWICHE;
GRAHAM; THOMSON, 1989; MARTONE et al., 2009). Dessa forma, a fonte
principal de lignina nas fracbes de carbono organico particulado e dissolvido nos
ecossistemas € de origem terrestre, e por sua dindmica de degradacéo lenta, a lignina é
considerada um material recalcitrante (BIANCHI, 2011). Assim, compreender quais 0s
genes sdo responsaveis pelo decaimento da lignina é um conhecimento chave para a

compreensdo da ciclagem de carbono no contexto global.

Alguns efeitos ambientais podem reduzir a velocidade de degradacdo da OM,
como a sor¢do de particulas ou a adsorcdo a particulas e de compostos, por exemplo,
substancias hdmicas (ARNOSTI, 2011; MAYER et al., 2004). Por outro lado, 0s
microrganismos podem organizar-se em agregados, o que facilita a degradacéo de OM,
uma vez que se tornam hot spots de atividade enzimatica (GROSSART et al., 2007;

MOLDREURP et al., 2001).

Bactérias celuloliticas utilizam um arsenal de enzimas com atividades sinérgicas
e complementares, tais como glicosil-hidrolases (GHs) para clivagens de ligacOes
glicosidicas, polissacarideo-esterases para suportar a acdo de GHs sobre hemicelulose, e
polissacarideos liases para despolimerizacdo de biopolimeros (PAYNE et al., 2015;
VAN DEN BRINK; DE VRIES, 2011). Curiosamente, a dindmica do ecossistema pode
interferir na degradacéo da celulose bacteriana. Foi demonstrado que a predacdo pode
resultar em agregacédo bacteriana, aumentando os niveis de metabolismo de quitina e
celulose em agua doce (CORNO et al., 2015). Alguns filos de &4gua doce podem ser

associados a degradacdo de celulose e hemicelulose: beta-proteobactérias,
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principalmente o grupo das Burkholderia (HUTALLE-SCHMELZER et al., 2010;
KONG et al., 2001; LIANG et al., 2014); Fibrobacteres (NEWTON et al., 2011) e

Verrucomicrobia da familia Opitutae (CABELLO-YEVES; GHALI; et al., 2017).

A lignina é um polimero heterogéneo de diversos fenilpropandides, que é rico
em ligacOes do tipo B-aril éter (B-O-4), podendo ser conjugado a diversos compostos,
como o monolignol ferulato (KARLEN et al., 2016). A degradacédo de lignina tende a
ocorrer em duas etapas: a despolimerizacdo da lignina, realizada por enzimas
extracelulares, e a mineralizagdo de seus mondmeros que ocorre intracelularmente
(KAMIMURA et al., 2017). Os principais decompositores de lignina em ecossistemas
terrestres sdo os fungos, por meio da secrecdo de oxidorredutases. Entretanto, sua
atuacdo em ecossistemas aquéticos é bastante limitada. Bactérias tendem a contribuir
com a despolimerizagdo de lignina na natureza (LLADO; LOPEZ-MONDEJAR;
BALDRIAN, 2017), principalmente por meio de peroxidases descolorantes ou dye-
decolorizing peroxidases — DYPs (GONZALO et al., 2016); mas tendem numa maior
extensdo promover a mineralizacdo dos compostos aromaticos heterogéneos de baixo
peso molecular derivados de lignina (MASAI; KATAYAMA; FUKUDA, 2007,

VICUNA, 1988).

As bactérias oxidadoras de lignina foram identificadas principalmente como
actinobactérias Gram-positivas, pertencentes aos géneros Rhodococcus (AHMAD et al.,
2011) e Amycolatopsis (BROWN; BARROS; CHANG, 2012); e também como
bactérias Gram-negativas do grupo das y-proteobactérias do género Pseudomonas
(RAHMANPOUR; BUGG, 2015) que demonstrou utilizar-se de peroxidases
dependentes de Mn(Il). Diversos mecanismos de oxidacdo da lignina, além dos ja

mencionados, também puderam ser verificados em bactérias, como o uso de lacases
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pelo género Streptomyces (MAJUMDAR et al.,, 2014) ¢ B-eterases dependentes de

glutationa no género Sphingobium (GALL et al., 2014).

Ensaios com lignina e celulose marcadas com *C revelaram que a principal
degradacdo bacteriana da lignina ocorre em ambientes anoxicos na auséncia de fungos
(BENNER; MORAN; HODSON, 1986), o que sugere os sedimentos como a principal
regido de degradacdo. Entretanto, mais recentemente, verificou-se que a degradacéo da
lignina tende a ocorrer em zonas oxigenadas, uma vez que utiliza mecanismos de
oxidacédo que séo dependentes de oxigénio e potencializados pelo mesmo (SANCHEZ,

2009).

A producdo de peroxido de hidrogénio extracelular, um composto altamente
reativo, € um primeiro passo para a oxidacdo de lignina mediada por enzimas como a
lignina peroxidase e lacases dependentes de cobre (CRAGG et al.,, 2015). Elas
produzem juntas um pool de compostos aromaticos heterogéneos, que forma uma fracao
hamica de carbono dissolvido, previamente detectada por outros estudos realizados no
curso do rio Amazonas (ERTEL et al., 1986; SEIDEL et al., 2016). A lignina ainda tem
um destino diferente de outros biopolimeros durante a sua decomposi¢cdo na lamina
d’agua, uma vez que sua degradagdo ¢ controlada pela disponibilidade de outras fontes

de carbono facilmente decomponiveis (KLOTZBUCHER et al., 2011).

Os compostos aromaticos de baixo peso molecular, gerados a partir da oxidacdo
da lignina, tendem a apresentar moderada a elevada toxicidade para 0s microrganismos
que ndo sdo capazes de cataboliza-los. Dentre os efeitos de inibicdo, temos: inibigcdo
enzimatica, que atua sobre determinadas classes de enzimas, como as celulases (QIN,

Lei et al., 2016); inibicdo fermentativa, que atua sobre a formacgdo de produtos da
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fermentacdo e da dinamica de crescimento celular anaerébio (MONLAU et al., 2014;
XUE et al., 2018); e a inibicdo de crescimento de culturas aerdbias puras (ASTON et
al., 2016). O catabolismo dos compostos gerados pela oxidacdo de lignina ocorre por
meio de uma via complexa, que pode apresentar-se em sua totalidade ou apenas

parcialmente em algumas espécies (Figura 2.3).
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Figura 2.3. Vias do catabolismo de compostos aromaticos derivados de lignina. As

vias do microrganismo modelo Sphingobium SYK-6 estdo mostradas. Diferentes
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compostos di- e mono-arilicos, derivados de lignina, sdo canalizados para as vias do
vanilato e siringato. O vanilato e siringato sdo O-desmetilados produzindo, assim,
compostos aromaticos (catecois, protocatecuato e galato), que sdo degradados por meio
das vias de clivagem de anéis, terminando no ciclo do &cido tricarboxilico. Fonte:

Extraido de Kamimura et al. (KAMIMURA et al., 2017).

Resumidamente, a captacdo dos substratos através da membrana interna
bacteriana acontece via transportadores ativos, que podem ser de quatro tipos diferentes:
transportadores do cassete de ligacdo de ATP (ABC), transportadores da superfamilia
facilitadora (MFS), sistema tripartido periplasmatico independente de ATP (TRAP) e
um membro da superfamilia dos transportadores i6nicos (IT). Uma vez dentro da célula,
o0 catabolismo se d& a partir de trés passos principais: (1) os compostos arilicos gerados
pela oxidacdo da lignina e transportados para o interior da célula sdo canalizados a uma
das vias de degracao de bi- ou monoaris para a formacéo de vanilato ou siringato; (2) o
vanilato e siringato sdo O-desmetilados; (3) os compostos ja desmetilados, contendo
anéis catecdlicos, tem suas estruturas de ressonancia rompidas até a formacdo de
compostos mais simples, como piruvato e oxaloacetato, que sdo direcionados para o

ciclo do TCA.

2.4  Metagendmica da Amazénia

Uma vez que cerca de 99% dos microrganismos presentes em ambientes

naturais ndo podem ser cultivados em laboratorio, comunidades bacterianas apenas
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podem ser analisadas, em sua totalidade, via técnicas independentes de cultivo, como
microscopia ou a metagenémica (GARZA; DUTILH, 2015; STREIT; SCHMIDTZ,

2004).

A metagendmica é uma técnica que permite o estudo de uma populagédo
microbiana de uma Unica vez, por meio do sequenciamento maci¢co de DNA ambiental,
obtendo ndo apenas informacdo de carater taxondmico, mas também, funcional
(SHARPTON, 2014). Essa abordagem ¢é ideal para obter sequéncias de milhares de

genomas de uma unica vez.

A composicdo microbioldgica de lagos provenientes de quatro bacias hidricas
(rio Amazonas, rio Araguaia, rio Parana e Pantanal), obtida de bibliotecas de amplicons
do gene 16S rRNA com sequenciamento 454, mostrou-se similar a de outros sistemas
de agua doce ao redor do mundo, se considerados niveis taxondmicos mais altos.
Entretanto, os sistemas brasileiros apresentaram divergéncias especificas quanto a sua
composicdo ao nivel de familia, que foi correlacionada com fatores abi6ticos, como o

pH (TESSLER et al., 2017).

O primeiro estudo da microbiota aquatica amazodnica foi realizado em 2011,
pelo grupo de pesquisa coordenado pelo Prof. Dr. Flavio Henrique-Silva. Este estudo
analisou um ponto do Rio Solimbes a 400 km a montante de Manaus, gerando 0s
primeiros dados de metagendmica dos micro-organismos da coluna d’agua deste rio

(GHAI; RODRIGUEZ-VALERA,; et al., 2011).

Recentemente, Vvarios estudos investigaram zonas especificas da bacia
amazonica por meio de tecnologias 6micas e agora vamos discutir um pouco dos

achados mais recentes utilizando-se esta técnica.
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A parte superior da bacia Amazonica revelou-se dominada por Proteobactérias
(principalmente Betaproteobactérias), Cianobactérias, Actinobactérias, Planctomicetos,
Bacteroidetes e Firmicutes (SANTOS-JUNIOR et al, 2017; TOYAMA, 2016;
TOYAMA et al., 2016). Varios metagenomas de estacdes de amostragem da bacia do
baixo Amazonas apresentaram maiores contribuicdes de cianobactérias e outros taxons
diazotroficos (SATINSKY et al., 2015). Na pluma do rio Amazonas sobre o Oceano
Atlantico, ha evidéncias indicando a substituicdo de espécies de dgua doce por espécies
correspondentes de agua salobra (DOHERTY et al., 2017; SATINSKY et al., 2015;
SATINSKY;; ZIELINSKI; et al., 2014). Poucos taxons de arqueia foram descritos para o
rio Amazonas, no entanto, as Thaumarchaeota foram observadas na bacia do alto rio
Amazonas (SANTOS-JUNIOR et al., 2017), enquanto o grupo das Euryarchaeota

parece dominar a pluma (SATINSKY et al., 2015).

Uma vez que a maior parte da matéria organica presente no rio é material
derivado de plantas (ERTEL et al., 1986; GAGNE-MAYNARD et al., 2017; SEIDEL et
al., 2016), como a lignina e a celulose, espera-se que as funcdes génicas associadas a
sua degradacdo sejam abundantes no rio. Em vez disso, estudos metagendmicos
anteriores (SATINSKY; CRUMP; et al., 2014; SATINSKY; SMITH; SHARMA;
LANDA; et al., 2017; SATINSKY; SMITH; SHARMA; WARD; et al., 2017)
detectaram tais fungbes em quantidades muito baixas no baixo rio Amazonas,
levantando a hip6tese de que isso ocorreu devido a m& compreensdao das enzimas
envolvidas na degradacdo de lignina e celulose em sistemas aquéaticos, bem como a

natureza heterogénea dessas moléculas.

Estudos investigando conexdes entre estilos de vida microbiano na coluna de

agua e degradacdo de materia organica derivada de plantas revelaram que microbios
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associados a particulas apresentaram mais funcdes relacionadas a degradagdo de
carbono do que micrébios de vida livre (SATINSKY; CRUMP; et al., 2014;
SATINSKY et al., 2015). Até 0 momento, o catabolismo dos compostos derivados de
lignina, bem como seu transporte ndo foram ainda avaliados no ecossistema aquatico

amazonico.

2.5  Catélogos de genes

Inicialmente, a utilizacdo da anotagdo de reads dominava estudos
metagendmicos. Uma vez que as fungdes génicas atribuidas daquela forma podem néo
refletir de modo satisfatério o conteldo génico da amostra, criou-se 0s catalogos
génicos. Estes bancos de dados sdo obtidos através da montagem das reads e predicao
de genes nos contigs resultantes, com posterior eliminac¢do da redundancia desses genes
obtidos. Assim, os bancos de dados, também conhecidos como catalogos génicos,
podem ser utilizados para anotacdo com diferentes abordagens e referéncias, gerando

um perfil metabdlico mais proximo da realidade da amostra.

Os catalogos de genes fornecem uma fonte Unica de informacdes baseadas nos
genes e nas fungdes de proteinas preditas. Ao contrario dos metagenomas, os catalogos
de genes sdo colecbes de genes preditos obtidos a partir de reads montadas. As
inferéncias obtidas dos catadlogos de genes tém muito mais confiabilidade do que

aquelas retiradas da atribuigéo funcional de reads.
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Eles tém a vantagem de amostrar uma abundancia funcional mais realista por
metagenoma, além de possibilitar a bioprospeccdo e auxiliar no desenvolvimento de

teorias utilizadas em testes experimentais de caracteristicas ambientais funcionais.

Alguns catalogos de genes ja foram publicados anteriormente, como por
exemplo dos oceanos (CARRADEC et al., 2018; MENDE et al., 2017; SUNAGAWA et
al., 2015), de solo (BAHRAM et al., 2018) e intestinos de animais (PAN et al., 2018;
QIN, Junjie et al., 2010). Estes catalogos tem auxiliado os cientistas a descobrir diversos

aspectos importantes das comunidades microbianas que vivem naqueles ambientes.

Um exemplo importante de inferéncia ecologica foi aquela obtida do catalogo
de genes do solo global (BAHRAM et al., 2018), em que foi possivel inferir que a
diversidade genética bacteriana, mas ndo a fangica, € mais alta em habitats temperados
e que a composicdo génica microbiana varia mais fortemente de acordo com as
variaveis ambientais (precipitacdo e pH do solo) do que com a distancia geografica. Este
catadlogo, também forneceu evidéncias de um provavel antagonismo bacteriano-fungico

em habitats de solo e oceanos.

Apesar de toda a cobertura metagendmica do rio Amazonas, da extensdo
amostrada e da forma como os experimentos se sobrepuseram, estes dados ainda
permanecem pouco trabalhados. As reads obtidas dos projetos de sequenciamento ja
realizados ndo foram sequer montadas e analisadas em nivel de contig. Isto, aliado ao
fato de ndo haver atualmente um catalogo de genes de ambientes de agua doce, reforca a

necessidade de um catalogo do rio Amazonas.
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2.6 Genomas populacionais ou Metagenome Assembled Genomes

A estruturacdo dos dados de sequenciamento de alto rendimento em genomas
pode representar um passo crucial para contextualizar o potencial metabdlico observado
com outras abordagens. Assim, um catdlogo de genes seria importante para inferir
evidéncias de relacBes ecoldgicas e metabdlicas, no entanto, hd a necessidade do
contexto genémico para se avaliar o potencial metabolico dos organismos de uma
determinada populacdo oriundos de ambientes especificos, bem como seu potencial
regulador e outras possiveis caracteristicas. Entretanto, 0s genomas obtidos
representardo as populagdes microbianas mais abundantes no ambiente, uma vez que
contribuem em maior extensdo para o0 DNA ambiental, consequentemente gerando um
maior grau de redundancia nos conjuntos de dados finais. Esses genomas populacionais

(PGs) representam uma populacdo de organismos, mas ndo seus individuos.

Os PGs podem nos ajudar a desvendar as principais adaptacGes metabdlicas
dessas populacGes microbianas a diferentes ambientes (GEORGES et al., 2014;
MULLER et al.,, 2014). Assim, também auxiliam na elucidacdo de seus arranjos
genéticos e previsdo dos papéis ecoldgicos desempenhados por microrganismos ndo
cultivaveis ou, ainda, na verificacdo de adaptacGes de organismos conhecidos nesses

ambientes.

Também conhecidos como metagenome-assembled genomes (MAGS), 0s PGs
tem sido recuperados de diversos ambientes (BAKER et al., 2015; CABELLO-YEVES
et al., 2018; DICK et al., 2009; GHAIL; PASIC; et al., 2011; HUGERTH et al., 2015;
PARKS et al., 2017; TULLY et al., 2017). Dentre as técnicas para sua recuperacao

destacam-se os sistemas hibridos de categorizacdo baseados em frequéncia de k-mers e
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abundancia diferencial de contigs, assim como aquele empregado no software Metabat
(KANG et al., 2015). Os contigs sdo agrupados de acordo com as caracteristicas acima
descritas em grupos de sequéncias denominados bins, que sao posteriormente refinados

eliminando-se quimeras e contigs de origem exogena ao PG em questao.

Descobertas importantes foram obtidas a partir desta estratégia em diferentes
ambientes, como novos representantes de clados bacterianos (PARKS et al., 2017) e
mecanismos de microbios de dgua doce na captacdo de luz e performance dos ciclos
biogeoquimicos (CABELLO-YEVES et al., 2018; CABELLO-YEVES; GHAI, et al.,
2017; CABELLO-YEVES; HARO-MORENQO; et al., 2017). No entanto, pouco foi
feito, nesse sentido, em ecossistemas tropicais de agua doce, principalmente na bacia do
rio Amazonas. Uma analise do virioplancton de agua doce da Amazbnia foi
recentemente realizada (SILVA et al., 2017), isolando-se PGs de bacteridéfagos
onipresentes no continuum do rio sobre o oceano Atlantico. O impacto destes virus no
balanco de carbono mostrou-se importante para facilitar a liberacdo de matéria organica
vegetal (por exemplo, lignina e celulose) e diminuir a quantidade total de producéo

primaria por hospedeiros fotossintéticos.
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3.1 Introducao e objetivos

Apesar da relevancia amplamente reconhecida do processamento heterotréfico
microbiano de carbono terrestre na bacia do rio Amazonas (BATTIN et al., 2008;
BENNER et al., 1995), pouco se sabe sobre o conjunto de genes e processos
bioquimicos utilizados por eles para realizar tal tarefa. Em 2013, verificou-se que
somente cerca de 5% da lignina que entrava no rio Amazonas chegava aos oceanos
(WARD et al., 2013), entretanto, genes com func@es relacionadas a degradacdo de
lignina e celulose sdo encontradas em baixas quantidades na por¢do inferior do rio
Amazonas, entre Manaus e seu estudrio (SATINSKY; CRUMP; et al., 2014,
SATINSKY; SMITH; SHARMA; LANDA,; et al., 2017; SATINSKY; SMITH;
SHARMA; WARD; et al., 2017). Recentemente, a degradacdo de lignina no rio
Amazonas foi verificada como sendo potencializada pela degradacdo de compostos
mais labeis (WARD et al., 2016), o chamado efeito priming. Pouco se sabe sobre este
efeito, no que tange seus mecanismos moleculares ou agentes microbianos, tornando-se

uma questdo chave para a compreensao da ciclagem de carbono global.

Neste capitulo, apresentamos o primeiro catdlogo de genes do maior rio do
mundo, por meio da andlise de 106 metagenomas (mais de 500 Gpb), originados de 30
estacdes, cobrindo um total de aproximadamente 2106 km, do alto rio Solimd@es até a
pluma do rio Amazonas no oceano Atlantico. Este catalogo foi utilizado para a
avaliacdo dos genes responsaveis pela degradacdo de OM terrestre na bacia do rio
Amazonas, permitindo a geracdo de um modelo do efeito priming, previsto por outros
autores (WARD et al.,, 2016). Portanto, abordamos aqui as seguintes questdes

principais:
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- A diversidade genética presente na bacia do rio Amazonas reflete processos

evolutivos locais ou é semelhante a outros ecossistemas de agua doce?

- Existe uma estrutura espacial na ocorréncia de genes ao longo do curso do rio

que sugira um zoneamento das populagdes quanto ao seu metabolismo?

- Quais sdo as principais funcbes bioguimicas associadas a degradacdo da OM

terrestre?

- Existem funcgdes bioquimicas especificas que promovem o uso de fontes

alternativas de carbono na bacia do rio Amazonas?

Assim, hipotetizamos que a grande quantidade de OM complexa presente no
rio Amazonas possa ter sido crucial na selecdo de linhagens com novos genes capazes
de degrada-la. Além disso, esperamos que as fungdes associadas ao ciclo de carbono e
nitrogénio sejam predominantes em zonas de confluéncia, como a dos rios Negro e
Solimdes, onde aguas negras e brancas se misturam (FARJALLA, 2014; LARAQUE;
GUYOT,; FILIZOLA, 2009), e a regido da pluma do rio Amazonas no oceano Atlantico.
Nessas regides também foi hipotetizado por outros autores (BIANCHI, 2011), que
provavelmente devido a transicdo de comunidades microbianas haveria um maior
potencial para que o efeito priming ocorra. Nessas zonas, grandes quantidades de
nutrientes e luz criam condicGes ideais para que haja uma alta producdo primaria,
promovendo o efeito priming (HILTON et al., 2015; SATINSKY et al., 2015;
SATINSKY; SMITH; SHARMA; WARD; et al., 2017). Também levantamos a hipotese
de que exista uma extensa semelhanca funcional entre os microbiomas do rio Amazonas
e oceano, dado que multiplas funcdes metabdlicas centrais (ou seja, aquelas

relacionadas ao metabolismo microbiano basal) seriam necessarias tanto para 0s
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micrdbios de dgua doce quanto de agua salgada. Por outro lado, ndo esperamos que a
similaridade genética entre os microbiomas do rio e do oceano seja alta, ja que o0s taxons
dominantes nesses ambientes mudam (LOGARES et al., 2009). Além disso, 0s
processos evolutivos experimentados pela microbiota do rio Amazonas, ao longo de
milénios sendo exposta a material advindo da floresta tropical, provavelmente
moldaram localmente a diversidade genética. Essa diversidade génica deveria
diferenciar o microbioma do rio Amazonas de outros ambientes (MEYER et al., 2017;
SATINSKY et al.,, 2015; STALEY et al., 2014a; TOYAMA et al.,, 2017; VAN

ROSSUM et al., 2015).

3.2 Material e métodos

Foram analisados 106 metagenomas gerados em diferentes trabalhos
(SANTOS-JUNIOR et al., 2017; SATINSKY:; ZIELINSKI; et al., 2014; TOYAMA,
2016; TOYAMA et al., 2016) provenientes de 30 estacfes distribuidas ao longo do
curso da bacia Amazdnica, com cobertura média de 5.0 Gpb por metagenoma (desvio
padrdo de 7.29 Gpb). As estacdes do rio Solim@es e lagos no curso do rio Amazonas a
montante de Manaus até a pluma do rio Amazonas no oceano Atlantico cobriram ao

todo mais de 2100 km, e foram divididas em 5 sec¢des (Figura 3.1 e Apéndice 1).
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Estas se¢des foram:

1)

2)

3)

4)

5)

Montante - Secdo a montante, incluindo as por¢des da bacia amazonica a
montante da cidade de Manaus;

Jusante - Trecho a jusante, situado entre a cidade de Manaus até o inicio do
estuario do rio Amazonas, compreendendo a mistura das aguas brancas
ricas em particulas do rio SolimBes e das aguas ricas em compostos
himicos do rio Negro (FARJALLA, 2014; LARAQUE; GUYOT;
FILIZOLA, 2009);

Estuario - Secdo de estuério, incluindo a porcdo do rio que termina no
oceano Atlantico. Nesta se¢cdo ha uma reducdo na velocidade das aguas,
predominio de forcas deposicionais e uma substituicdo das fontes de
carbono por producédo primaria (SATINSKY et al., 2015);

Pluma — A pluma que cobre uma enorme area onde o oceano € influenciado
pela agua do rio Amazonas e possui salinidade alterada (SATINSKY;
ZIELINSKI; et al., 2014);

Oceano - EstacBes na borda da pluma, onde ha um teor salino similar as

aguas do Atlantico.
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Figura 3.1. EstacGes de amostragem no rio Amazonas e suas secdes. Os 106
metagenomas utilizados neste trabalho (estagdes representadas como pontos amarelos,
alaranjados, brancos e vermelhos sdo aquelas pertencentes aos estudos de Satinski et al.
(2014, 2015, 2017), enquanto que as estacdes representadas como pontos roxos sdo
aquelas pertencentes aos estudos de Santos-Junior (2017), Toyama (2016) e Toyama et
al. (2016)) e sua distribuicdo ao longo dos cinco trechos do rio Amazonas s&o

mostrados. (Fonte: Préprio autor)
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O DNA ambiental foi extraido dos filtros utilizados para separar as populagdes
microbianas de vida livre e associadas a particulas de acordo com a malha de filtragem.
Dependendo do estudo original, as bactérias associadas a particulas foram definidas
como aquelas células retidas no intervalo de filtragem de 297 um a 2 ou 5 um, e
micrdbios de vida livre foram definidos como aquelas células retidas no intervalo de 5
ou 2 um a 0,2 um (Figura 3.2). Os metagenomas foram obtidos a partir de bibliotecas
preparadas com tecnologia Illumina, utilizando os kits Nextera XT ou TruSeq. Foram
utilizadas diferentes plataformas de sequenciamento: Illumina Genome Analyzer lIx,
lllumina HiSeq 2500 ou Illumina MiSeq. Mais informacgdes sobre as condicdes

especificas de cada metagenoma utilizado neste estudo estdo disponiveis no Apéndice 1.

o
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Figura 3.2. Esquema de filtragem utilizado na preparacdo dos metagenomas
utilizados neste estudo. A &gua amostrada passou por um filtro maior, eliminando
assim particulas e organismos maiores. Logo em seguida, passou por um filtro
intermediario que coleta 0os microrganismos associados a particulas e por fim, passa por

um filtro menor que coleta as células livres. (Fonte: Proprio autor)
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3.2.1 Processamento dos metagenomas

Os metagenomas foram obtidos do banco de dados Sequence Reads Archive
(SRA) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). As sequéncias dos
adaptadores Illumina e as bases de baixa qualidade foram removidos dos metagenomas
usando o programa Cutadapt (MARTIN, 2011). Apenas reads maiores que 80 pb e
contendo uma qualidade média Q > 24 foram mantidas ao fim do processo. A qualidade
das reads foi verificada com o programa FASTQC tool (ANDREWS, 2017). As reads
dos metagenomas pertencentes a uma mesma estacdo de amostragem foram montadas
conjuntamente utilizando-se o programa MEGAHIT v1.0 (LI, Dinghua et al., 2016)
com os parametros estabelecidos para metagenomas grandes e complexos (meta-large) e
tamanho minimo dos contigs ap6s montagem de 1 Kpb, como recomendado por
Vollmers et al. (VOLLMERS; WIEGAND; KASTER, 2017). A qualidade das
montagens foi avaliada com auxilio do programa QUAST (GUREVICH et al., 2013) e

MetaQUAST (MIKHEENKO; SAVELIEV; GUREVICH, 2016).

3.2.2 Anélise da diversidade de k-mers em diferentes ambientes

Os k-mers sdo motifs com comprimento “k” observados mais de uma vez em
uma sequéncia gendmica. Assim o calculo de distancias ecoldgicas padrdo comparativas
de diversos conjuntos de dados, substituindo-se as contagens de espécies por contagens
de k-mers, pode superar as limitagbes de técnicas baseadas na atribuicédo
taxonémica/funcional (dependentes de subconjuntos de sequéncias anotadas) e em

métodos de novo (que comparam 0S conjuntos inteiros de sequéncias). Assim, realizou-
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se um teste de diversidade k-mers envolvendo os metagenomas provenientes da bacia
do rio Amazonas e metagenomas provenientes de rios temperados e do solo da floresta
amazonica (Apéndice 2) com o fim de se confirmar se a diversidade génica inferida a

partir de amostras do rio Amazonas reflete um processo de evolugéo especifico local.

Os metagenomas da bacia do rio Amazonas (106) foram comparados com 37
metagenomas do rio Mississippi (STALEY et al., 2014a) e 91 metagenomas
provenientes de trés bacias hidrograficas distantes até 130 km no sudoeste da Columbia
Britanica - Canada (VAN ROSSUM et al., 2015), ambos representantes de rios de clima
temperado, e 11 metagenomas oriundos do solo da floresta Amazonica (MEYER et al.,
2017). Todos os metagenomas foram processados como descrito no item 3.2.1, quanto a
eliminacdo de sequéncias adaptadoras e reads de baixa qualidade e comprimento menor
que 80 ph. Apos seu processamento, 0s metagenomas foram submetidos ao programa
SIMKA versdo 1.4 (BENOIT et al., 2016) com k = 21, tamanho minimo de read de 80
pb, eliminando-se reads de baixa complexidade e k-mers com indice de Shannon < 1.5
(isso reduz o efeito de ruido devido a sequéncias repetitivas), sequido de normalizacdo
pelo tamanho da amostra. A distancia de Jaccard obtida a partir da matriz de presenca-
auséncia de k-mers foi usada para gerar um escalonamento multidimensional néo
métrico (NMDS) com analise posterior da variancia da beta-distribuicdo e andlise de
similaridade entre grupos implementada no pacote Vegan (DIXON, 2003) em

linguagem R.
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3.2.3 Catalogo de genes microbianos ndo-redundantes da bacia amazénica (AMnrGC

— Amazon river basin microbial non-redundant genes catalogue)

Os genes foram preditos a partir dos contigs obtidos pela montagem descrita no
item 3.2.1 por meio do uso do programa Prodigal versdo 2.6.3 (HYATT et al., 2010).
Apenas as fases aberta de leitura (ORFs) preditas como completas, aceitando-se 0 uso
de cddons de iniciacdo alternativos (GUG e UUG), e maiores que 150 pb foram
mantidas. Neste processo obteve-se mais de 6 milhGes de genes redundantes que foram
agrupados em clusters nos quais apenas um gene representativo foi mantido. As
sequéncias foram agrupadas utilizando-se o programa CD-HIT-EST versdo 4.6 (FU et
al.,, 2012; LI, W.; GODZIK, 2006) com uma identidade de nucleotideos igual ou
superior a 95% e no minimo 90% de sobreposicdo com o0 menor gene, assim como
previamente descrito por outros autores (MENDE et al., 2017). Todas as andlises
posteriores utilizaram as sequéncias representativas. O conteddo de GC por gene foi
inferido utilizando o software Infoseq, implementado no pacote EMBOSS versao

6.6.0.0 (RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000).

3.2.4 Estimativas de abundancia génicas

As reads com qualidade minima foram mapeadas contra o catalogo de genes
ndo redundantes utilizando-se os programas BWA versdo 0.7.12-r1039 (LI, H.;
DURBIN, 2009), SamTools verséo 1.3.1 (LI, H. et al., 2009) e BEDTools verséao 2.26.0
(QUINLAN; HALL, 2010). As abundancias génicas foram estimadas por meio do

programa eXpress versdao 1.5.1 (ROBERTS; PACHTER, 2012) desconsiderando-se a
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correcdo de bias, e foram dadas como o equivalente a transcritos por milhdo de reads
(TPM). Os valores de TPM séo calculados similarmente aos indices RPKM (Reads Per
Kilobase of gene per Million reads) ou FPKM (Fragments Per Kilobase of gene per
Million reads), entretanto, a normalizagdo quanto ao comprimento do gene acontece
primeiro no calculo do TPM e somente entdo normaliza-se pela profundidade de
sequenciamento. Isto implica que os valores de TPM, quando somados para uma mesma
amostra sempre tem o mesmo valor. Isso facilita a comparacdo da proporcéo de reads
mapeadas para um gene em cada amostra.

Utilizou-se valores de TPM > 1.00 para que um gene fosse reconhecido como
presente em uma amostra, e uma abundancia média maior que zero (Urpm > 0.0) para
que fosse reconhecido como presente em uma secdo do rio ou no tipo de agua (adgua

doce, dgua salina e zona de mistura, também dita como pluma).

3.2.5 Anotacéo funcional

Os genes representativos foram anotados por meio de busca de ortélogos nos
seguintes bancos de dados de referéncia: Enciclopédia de genes e genomas de Kyoto -
KEGG versdao 2015-10-12 (KANEHISA et al., 2012); Conglomerados de grupos de
proteinas ortélogas - COG versdo 2014 (TATUSOV et al., 2003); CAMERA
Prokaryotic Proteins Database versdo 2014 (SUN et al., 2011); UniProtKB versao
2016-08 (UNIPROT CONSORTIUM, 2015). A busca de ortdlogos se deu por meio do
algoritmo Blastp implementado no programa Diamond v.0.9.22 (BUCHFINK; XIE;
HUSON, 2014), utilizando-se uma cobertura > 50% , identidade de aminoacidos > 45%

e e-value < 1e-5, com um Score > 50. O mapeamento das vias bioguimicas foi realizado
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por meio dos codigos KO (implementados como identificadores do banco de dados
KEGGQG) foi feita por meio da ferramenta KEGG mapper (KANEHISA et al., 2017).

Algumas vezes a anotacdo dependente de ortélogos falha no sentido da
necessidade direta de identidade entre as sequéncias envolvidas na busca. Uma busca
direcionada por probabilidade de estados estatisticos foi desenvolvida para suprir esse
problema e superar o desafio do tempo envolvido no processo, que era demasiado
longo. Utilizando-se perfis de cadeias ocultas de Markov, obtidos a partir de
alinhamentos de proteinas pertencentes a mesma familia, pode-se criar um método
eficiente de anotacdo de dominios sem a necessidade de associacdo a um ortélogo
especifico. A anotacdo dos genes utilizando-se perfis de cadeias ocultas de Markov de
familias protéicas (HMM) foi feito com o programa HMMSearch verséo 3.1b1 (EDDY,
2011) contra os bancos de dados: dbCAN versdo 5 (YIN et al., 2012), PFAM versdo 30
(FINN et al., 2016) e eggNOG versdao 4.5 (HUERTA-CEPAS et al., 2016). Os
resultados foram filtrados utilizando-se e-value < le-5 e probabilidade posterior ao
alinhamento dos residuos > 0.9, desconsiderando-se a sobreposicdo de dominios.

Por fim, produziu-se duas curvas de acumulacdo, uma contabilizando os genes
obtidos por amostra e outra contabilizando o nimero de familias de proteinas preditas
anotadas com o banco de dados PFAM por amostra. Ambas as curvas foram obtidas por
meio de uma analise acumulativa com progressao randémica de comparacdo pareada

utilizando-se 100 pseudo-replicatas.
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3.2.6 Atribuicdo de taxonomia aos genes

A taxonomia dos genes foi anotada utilizando-se os melhores resultados em
termos de: Score, e-value e identidade. Para isso as anotacdes obtidas com as bases de
dados referéncia KEGG versdao 2015-10-12 (KANEHISA et al., 2012), UniProtKB
versdo 2016-08 (UNIPROT CONSORTIUM, 2015) e CAMERA Prokaryotic Proteins
Database versdao 2014 (SUN et al., 2011) foram cruzadas e o melhor ortélogo foi
selecionado. O ultimo ancestral comum (LCA) foi obtido a partir dos ndmeros de
identificacdo taxonémica (TaxID) do NCBI associados as entradas disponiveis nos
bancos de dados de referéncia UniRef100 e KEGG. Informacdes da base de dados
CAMERA também foram usadas para recuperar a taxonomia (TaxID). As proteinas
foram anotadas como “sem assinatura” se 0S registros continham representantes de
varios dominios da vida ou se tivessem apenas a funcdo atribuida sem informacdes
taxonbmicas. Sequéncias de referéncia previamente detectadas em outros estudos
metagendmicos, permanecendo pouco caracterizadas e sem espécies associadas, foram

utilizadas para anotar o grupo aqui denominado “Metagendmico”.

3.2.7 Maquinaria bioquimica para a degradacéo de matéria organica (OM) terrestre

Para investigar a degradacdo da OM, agrupamos as amostras por secao do rio.
Uma relacdo completa de sequéncias de referéncia e familias de proteinas usadas nesta
busca esta disponivel no Apéndice 3.

A degradacdo da lignina inicia-se com a oxidacdo do polimero carreada

extracelularmente, seguida pela internalizacdo e metabolismo de mondmeros ou
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dimeros heterogéneos produzidos por este processo. As familias de proteinas
relacionadas a oxidacdo da lignina (PF05870, PF07250, PF11895, PF04261 e PF02578)
foram buscadas na anotacdo dos genes do catdlogo com o banco de dados PFAM. Os
genes relacionados ao metabolismo de compostos aromaticos derivados de lignina
foram anotados via algoritmo de busca Blastp implementado no programa Diamond
versdo 0.9.22 (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2014), com cobertura > 50%, identidade de
aminacidos > 40% ¢ e-value < 1le-5 como recomendado por outros autores
(KAMIMURA et al., 2017), usando seus bancos de dados como referéncia.

A degradacdo de celulose e hemicelulose envolve o ataque daqueles polimeros
por glicosil hidrolases (GH). As familias de proteinas mais comuns associadas a
atividades celuloliticas - GH1, GH3, GH5, GH6, GH8, GH9, GH12, GH45, GH48,
GH51 e GH74 (BRUMM, 2013), e motifs de ligacdo a celulose - CBM1, CBM2,
CBM3, CBM6, CBM8, CBM30 e CBM44 (BRUMM, 2013; LOPEZ-MONDEJAR et
al., 2016) foram buscados nas anotacGes dos genes do catalogo obtidas com o banco de
dados PFAM. As familias protéicas com atividade hemocelulolitica - GH2, GH10,
GH11, GH16, GH26, GH30, GH31, GH39, GH42, GH43 e GH53 (LOPEZ-
MONDEJAR et al., 2016) também foram buscadas dentro das anotacdes obtidas com o
banco de dados PFAM, assim como as monoxigenases liticas de polissacarideos -
LPMO (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2016), que realizam simultaneamente a
degradacdo de hemicelulose e celulose.

Os microorganismos tendem a liberar ectozimas que ao atuar degradando os
materiais refratarios e labeis disponiveis no ambiente, geram uma mistura complexa de
compostos de baixo peso molecular. O consumo dessa mistura é mediado por uma vasta

diversidade de sistemas de transporte (PORETSKY et al., 2010). Os transportadores
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comumente associados a degradacdo da lignina (transportador MFS, familia AAHS,
transportadores ABC, familia MHS, superfamilia ITS e transportador TRAP) foram
buscados via Blastp com o programa Diamond versdo 0.9.22 (BUCHFINK; XIE;
HUSON, 2014), utilizando os mesmos parametros supracitados contra o banco de
dados referéncia estabelecido por Kamimura et al. (KAMIMURA et al., 2017).

A degradacdo da lignina termina na producdo de 4-carboxi-4-hidroxi-2-
oxoadipato, que é convertido em piruvato ou oxaloacetato, que sdo substratos para o
ciclo do acido tricarboxilico (TCA) (KAMIMURA et al., 2017). Da mesma forma, os
produtos de degradacdo da celulose/hemicelulose geram glicose e dimeros de glicose.
Recentemente, foram encontradas diversas proteinas de ligacdo ao substrato do sistema
tripartido de transporte de tricarboxilatos (TTT) relacionadas a subprodutos da
degradacdo do carbono organico terrestre, como adipato (ROSA et al., 2017) e
tereftalato (HOSAKA et al., 2013). Para investigar o metabolismo dos compostos labeis
e a possivel ligacdo entre o sistema TTT e a degradacdo de lignina, celulose e
hemicelulose, as familias de proteinas TctA (PF01970), TctB (PF07331) e TctC
(PF03401) foram pesquisadas diretamente nas anotacdes obtidas com o banco de dados
PFAM.

Os genes encontrados por meio destas estratégias foram submetidos ao
programa PSORT v.3.0 (YU et al., 2010), para determinacdo de sua localizacdo
subcelular. Utilizou-se uma previsdo nos trés taxons possiveis (Gram negativo, Gram
positivo e Arqueia), e o melhor score foi utilizado para determinar a localizagdo da
proteina. Os genes atribuidos com uma localizacdo "desconhecida” foram eliminados,
assim como o0s genes com atribuigbes errbneas, como, por exemplo, proteinas

conhecidamente extracelulares atribuidas a membrana citoplasmatica.
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A quantidade total de genes encontrados por funcdo (oxidacdo de lignina,
transporte, degradacdo de celulose e hemicelulose e metabolismo de compostos
aromaticos derivados de lignina) por secédo de rio normalizada pelas contagens maximas
por local e metagenomas foi usada para inferir as diferentes populacdes microbianas
sobre o rio Amazonas. Correlogramas foram feitos usando o numero de genes
encontrados por metagenoma e a distancia linear de cada amostra da nascente do rio
Amazonas (rio Mantaro, 10° 43’ 55" S / 76° 38' 52" W), calculada usando 0s pacotes
Fields (NYCHKA et al., 2017), Corrplot (WEI; SIMKO, 2017) e RColorBrewer
(NEUWIRTH, 2014) implementados em R. Apenas correlacdes significativas (p < 0,01)
foram mantidas nas analises finais. O nimero de genes relacionados com as principais
funcBes foi duplamente plotado contra as populacdes de bactérias livres e associadas a

particulas, a fim de verificar a associacdo de funcdes com o estilo de vida.

3.2.8 Disponibilidade dos dados

Os metagenomas utilizados na producéo do catalogo de genes do rio Amazonas
(AMnrGC) sédo apresentados no Apéndice 1, e sao referentes aos projetos de
sequenciamento do banco de dados NCBI-SRA: SRP044326, PRJEB25171 e
SRP039390. O AMnrGC, bem como o0s arquivos de anotacdo estdo disponiveis em:
10.5281/zen0do0.1484504. Os metagenomas utilizados na comparacdo de diversidade
genética por meio de k-mers foram detalhados no Apéndice 2 e sdo provenientes dos
projetos de sequenciamento da Proposta JGI 685/300791 (Metagenomas da Floresta
Amazonica) e projetos NCBI-SRA: SRP018728 (Rio Mississippi) e PRINA287840

(bacias hidrogréaficas do Canada).
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3.3 Resultados

3.3.1 O Catélogo de Genes Microbianos ndo-Redundantes da Bacia do Rio Amazonas

(AMnrGC)

Nosso conjunto de dados original conteve 106 metagenomas oriundos de 30
estacOes (Figura 3.1) cobrindo cerca de 2100 km do rio Amazonas e sua pluma sobre o
oceano Atlantico. A montagem dos metagenomas produziu um total de 2.747.383
contigs > 1000 pb, com uma densidade de codificacdo de proteinas estimada em torno
de 70%, totalizando um comprimento total de ~ 5.5 Gpb (Apéndice 4). Identificamos
6.074.767 genes com mais de 150 pb, permitindo codons de iniciacdo alternativos
(GUG e UUG). Apos eliminacdo da redundancia por meio do agrupamento de genes
com identidade minima de 95% e sobreposicdo de 90% do gene mais curto, 0 AMnrGC
incluiu 3.748.772 genes ndo redundantes com metade deles com comprimento superior

a 867 pares de bases.

As diversidades génica e funcional recuperadas foram representativas da
diversidade total presente nos locais de amostragem, conforme indicado pelas curvas de

acumulacdo, que tenderam a saturacao (Figura 3.3).

42



Capitulo 3 - Evidéncias moleculares de priming effect no rio Amazonas

Log (# genes)

random samples

Figura 3.3. Curvas de rarefacdo em termos de diversidade funcional e génica. O
namero de genes por metagenoma foi utilizado para a construcéo da curva de rarefacdo
superior, enquanto que o numero de familias protéicas encontradas por metagenoma foi
utilizado na construgé@o da curva inferior. A randomizacgdo na construcdo de ambas as

curvas foi obtida com 100 pseudo-replicatas. (Fonte: Proprio autor)

Enquanto 52% dos genes que compde o AMnrGC foram anotados com pelo
menos um banco de dados de referéncia (Figura 3.4), por volta de 86% dos genes

anotados foram anotados por dois ou mais banco de dados.
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B Bacteriano — 35.7%

M Arquéia — 0.6%
AManC Viral — 0.6%
M Eucariético — 0.3%
>37M genes B Metagendmico — 1.6%

Sem assinatura — 13.3%
W Ndo anotado — 47.9%

Figura 3.4. Classificagdo taxonémica dos mais que 3,7 milhGes de genes no
AMNrGC. Os genes apenas anotados através de métodos probabilisticos foram
classificados como “Sem assinatura” e aqueles que apresentavam ortélogos para
proteinas mal caracterizadas previamente encontradas em outros metagenomas foram
atribuidos apenas como “Metagenémic0”. Os genes que ndo apresentaram ortdlogos ou
quaisquer outras anotagdes foram identificados como “N&o anotado”. (Fonte: Proprio

autor)

3.3.2 Efeito do filtro ambiental

A legitimidade da divisdo do rio Amazonas em 5 se¢fes (montante, jusante,
estuario, pluma e oceano) foi investigada por meio da diversidade de k-mers entre 0s
metagenomas usados para gerar o AMnrGC. Essa categorizacdo foi validada por uma -
dispersao significativa (p = 1le-3) e um teste de PERMANOVA significativo (F = 1,52,
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p < 9,9x10°), como pode ser observado na Figura 3.5. Isto significa que os grupos tém
uma grande variabilidade interna, assim como se diferenciam uns dos outros pela sua

variabilidade conjunta.

0.6
]

NMDS Stress = 0.11

/ S~ Permutest (p = 1e-3)

0.4

PERMANOVA (p = 9.9¢-5)

0.2

Dimension 2

0.0

-0.2

Dimension 1

Figura 3.5. Efeito da divisdo do rio Amazonas em 5 se¢@es. A diversidade de k-mers
dos metagenomas que compde as diferentes se¢des do rio Amazonas foi plotada em um
NMDS juntamente com a estatistica PERMANOVA e o teste de pB-dispersdo

(PERMUTEST). (Fonte: Préprio autor)

Para quantificar a diversidade genética contida no AMnrGC, ou seja, se esta
diversidade é advinda de processos locais de evolucdo, realizou-se um teste de
diversidade de k-mers envolvendo amostras de outros ecossistemas. A diversidade de k-

mers (Figura 3.6) mostrou uma separacdo clara entre o rio Amazonas e as amostras de
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solo da floresta amazonica, bem como outros rios de agua doce (bacias hidrogréaficas do
Canada e do rio Mississippi). A B-dispersdo foi significativa (PERMUTEST, F = 25,7, p
< 0,001), sugerindo diferencas na variancia intragrupos (distancia média diferente dos
centroides). No entanto, o teste de PERMANOVA sugere uma diferenca
estatisticamente significante entre os grupos (R? = 0,10, p = 9,99x10-5), o que também

foi confirmado pela anélise de similaridade - ANOSIM (R = 0,27, p < 0,001).

As amostras de rios temperados se agruparam com amostras de solo da floresta
amazonica formando um grupo fechado. Quatro estacbes do rio Amazonas,
representando 13,2% dos metagenomas do rio Amazonas, foram agrupadas no NMDS
com amostras de bacias hidrograficas do Canada (7% dos metagenomas dessa regido)
(Figura 3.6). Essas amostras do rio Amazonas foram representadas, respectivamente por
amostras provenientes de 2 estagdes na secdo a jusante e 3 estacdes da sec¢do estuario.
As amostras do rio Amazonas agruparam-se com 4 amostras de bacias protegidas (14%
do total) e 5 amostras sob efeito de areas agricolas (12,8% do total) do Canada. Assim,
fica evidente que mesmo havendo uma certa sobreposicdo entre esses habitats, ela
ocorre em uma pequena extensdo em relacdo ao total de amostras observadas para

ambos os ambientes.
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Figura 3.6. A diversidade de k-mers inferida utilizando o programa SIMKA,
testando-se o efeito de filtro ambiental. O NMDS com delimitacéo de poligonos por
amostras revela as amostras do rio Amazonas (AMAZONIA), solo florestal amazdnico
(FLORESTA), bacias hidrograficas do Canadd (CANADA) e rio Mississipi

(MISSISSIPI). (Fonte: Proprio autor)

3.3.3 Composicéo taxonémica do AMnrGC

Quase 47,8% dos genes presentes no AMnrGC ndo foram atribuidos a uma
taxonomia ou funcdo. Além disso, ~1,6% dos genes do AMnrGC foram previamente
encontrados em estudos metagendmicos, mas mal caracterizados por ndo serem
atribuidos a um determinado taxon, e foram nomeados aqui como genes
“Metagendmicos” (Figura 3.4). Os genes anotados exclusivamente atravées de perfis de

cadeias ocultas de Markov, baseados em alinhamentos estatisticos sem ortologia direta
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(também chamados de “Sem assinatura”), representaram 13,3% do AMnrGC. Isso
mostra a pouca compreensao do ecossistema amazonico, onde a maioria das proteinas
(61,11%) ndo possui ortdlogos nas principais bases de dados de referéncia. Genes
procarioticos (35,7% genes bacterianos e 0,6% genes de arquéias) formam a maior parte
do AMnrGC, com apenas 0,3% dos genes provenientes de origem eucariética e 0,6% de

origem viral.

3.3.4 Anélise do perfil metabdlico da microbiota aquéatica da bacia amaz6nica

A superclasse COG de “processos metabolicos” ¢ definida como aquela com
fungdes pertencentes a producdo e conversdo de energia; metabolismo e transporte de
aminoacidos, nucleotideos, carboidratos, coenzimas, lipidios, transporte de ions
inorganicos, e por fim, a biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos
secundarios. Esta superclasse foi a mais importante obtida dentre as presentes no
AMnNrGC (35,8% dos genes anotados com bases de dados COG e eggNOG) como
mostrado na Figura 3.7. Como limitacdo experimental ndo obtivemos amostras de
metagenomas da montante do rio Amazonas na fragdo de microrganismos associados a
particulas, dessa forma, esta secdo foi eliminada das comparagdes realizadas nos

microrganismos associados a particulas.

A classe COG mais representada no AMnrGC foi relativa a genes com fungao
desconhecida (também dita classe “S”), compondo 21,43% de proteinas anotadas com

classes COG. Isto revela que mesmo entre 0s genes anotados nem sempre as suas
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funces estdo disponiveis e que estes foram abundantes no microcosmo da dgua doce do

rio Amazonas, mantendo um potencial biotecnolédgico inexplorado.

As fungdes “core” bacterianas foram aqui definidas como aquelas codificadas
por muitas espécies e que estdo envolvidas na homeostase de todo o ecossistema. Este
core bacteriano representou cerca de 8% das fungdes identificadas com os bancos de
dados KEGG e PFAM. As 100 funcbes mais abundantes observadas no core de fungdes
procaridticas foram fungBes de ‘“‘manutengdo” envolvidas nas principais vias
metabdlicas (por exemplo, o metabolismo de carboidratos, o quorum sensing e 0
transporte e metabolismo de aminoécidos) e complexos protéicos importantes (por
exemplo, RNA e DNA polimerases e ATP sintase). Interessantemente, as vias
relacionadas as fungdes do tipo “core” foram relacionadas ao metabolismo acetogénico
e metilotrofia, enquanto as fungdes génicas do tipo “ndo core” foram associadas ao
metabolismo de compostos xenobidticos e na produgdo, consumo e transporte de

produtos do metabolismo secundario.
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Figura 3.7. Perfil funcional de se¢des e fracdes da bacia amazonica. Foram utilizadas as funcdes eggNOG e COG, codificadas como classes

COG por secdo. E possivel observar a classe correspondente ao metabolismo e transporte de aminoacidos respondendo diferencialmente ao efeito

das fracGes e se¢des do rio. A classe de funcdo desconhecida ocupa uma quantidade maior de genes na microbiota associada a particulas. (Fonte:

Proprio autor)
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3.3.5 Maquinaria bioquimica de degradagdo de OM terrestre

Um total de 6.516 genes do AMnrGC (representando 0,17% do total) foram
identificados como a maquinaria de degradacdo da OM terrestre do microbioma do rio
Amazonas, sendo divididos em: degradagdo da celulose (143 genes), degradagéo da
hemicelulose (92 genes), oxidagdo da lignina (73 genes), transporte e metabolismo de
compostos aromaticos derivados da lignina (2.324 genes) e transporte de tricarboxilatos

(3.884 genes). As principais fungdes estdo representadas na Figura 3.8.

3.3.6 Estilo de vida microbiano influencia a maquinaria de degradacdo da OM

terrestre

A partir dos resultados de uma analise de variancia de 1 fator (ANOVA), que
foi realizada comparando-se o numero de genes relacionados a maquinaria de
degradacdo de OM terrestre obtidos por metagenoma, verificou-se ndo haver diferenca
significativa no nimero de fungdes associadas a degradacao da celulose e hemicelulose,
bem como a oxidacgdo da lignina nas fragdes testadas (Apéndice 5). No entanto, o teste
de variancia dentro e entre 0s grupos mostrou micrdébios de vida livre e microbiota

associada a particulas como diferentes grupos fechados (Apéndice 6).
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Figura 3.8. Perfis de degradacdo de diferentes etapas da degradacdo de OM terrestre. O nimero de genes atribuidos como diferentes
familias de enzimas foi usado para produzir os graficos acima. (Fonte: Proprio autor)
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O numero de genes associados a localizacdo periplasmatica diminui
substancialmente na transicdo para aguas salobras, sendo substituido por proteinas de
superficie celular e enzimas citoplasmaticas nos oceanos (Figura 3.9). Outra
caracteristica é a predominancia da degradacdo da celulose sobre a oxidacao da lignina
e a degradacao da hemicelulose nos oceanos (Figura 3.9). Nas aguas doces, as funcdes
parecem funcionar em equilibrio, onde a oxidacdo da lignina e a degradacdo da
hemicelulose sdo dominantes. Além disso, as secdes do rio também mostraram uma f-
dispersdo ndo significativa (prermutest > 0.05), com uma PERMANOVA significativa
(p < 0,05), reforcando mais uma vez a divisdo aqui estabelecida, também em termos do
aparato de degradacdo da OM terrestre (Apéndice 6), da influéncia das se¢des da bacia
amazonica e do tipo de funcbes bioguimicas observadas em relacdo a degradacao de

OM terrestre.
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Figura 3.9. Perfil funcional do rio Amazonas por estilo de vida e localizagéo
subcelular. O nimero de genes associados a uma fungdo especifica por metagenoma foi
usado para construir os graficos. A localizagcdo subcelular (a) e as principais fungdes de
desconstrucdo dos biopolimeros (b) sdo mostradas pelo estilo de vida e distancia linear
crescente da fonte do rio Amazonas (da esquerda para a direita nos graficos). (Fonte:

Proprio autor)
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3.3.7 A oxidagéo de lignina e a degradacéo de celulose e hemicelulose

A oxidacdo da lignina € uma funcdo mediada principalmente por peroxidases
degradadoras de corantes (DyPs) e predominantemente associadas a &guas doces,
independentemente do estilo de vida microbiano. Apenas lacases e peroxidases foram
encontradas no ecossistema do rio Amazonas, ndo tendo sido encontradas

descarboxilases de &cido fendlico ou glioxal oxidases.

Como a degradacdo da celulose e da hemicelulose parece substituir quase que
totalmente a oxidacdo da lignina em aguas salobras (Figura 3.9), decidimos investigar a
composicdo dessas funcdes sobre o estilo de vida microbiano (Figura 3.10). A
degradacdo da hemicelulose parece ser homogénea em ambas as fracGes, embora a

familia GH53 seja encontrada apenas em micrébios de vida livre.

Enquanto isso, a degradacdo da celulose tende a formar mais padrdes. Um dos
mais interessantes foi o estabelecimento de uma maior abundancia do motif de ligacéo a
celulose 2 (CBM2) nas proteinas encontradas nos microbios de vida livre, assim como,
por enzimas das familias GH1 e GH6, que também estdo associadas a agua doce. O
motif CBML1 foi associado as proteinas de micrébios associados a particulas em aguas

salobras, assim como a familia GH9.

De um modo geral, h4& uma familia dominante em ambas as vias de
desconstrucdo de biopolimeros. A familia GH10 parece ser a principal enzima na
degradacédo da hemicelulose, em ambas as fracOes e em todas as se¢Oes. Foi observada
dominancia ubiqua semelhante por parte da familia GH3 na degradacdo da celulose. As

monooxigenases polissacaridicas liticas funcionam tanto na desconstrucéo da celulose
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como na hemicelulose, interessantemente presentes apenas na se¢do do rio & montante

na fracéo de vida livre.
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Figura 3.10. Perfil funcional da maquinaria de degradacdo de celulose e hemicelulose no rio Amazonas por estilo de vida microbiano.
Principais abundancias das familias de proteinas na degradacdo da celulose (a) e hemicelulose (b) no rio Amazonas pela distancia linear

crescente da fonte do rio Amazonas (da esquerda para a direita nos graficos). (Fonte: Proprio autor)
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3.3.8 Degradacao dos compostos aromaticos derivados de lignina

Todas as funcOes relacionadas ao metabolismo de compostos aromaticos
derivados de lignina foram encontradas, exceto o gene ligD, uma Ca-desidrogenase para
0s isdbmeros aR dos B-aril éteres. A via completa de degradacdo de compostos derivados
de lignina (Figura 3.8) foi verificada com 772 e 449 genes pertencentes,
respectivamente, as vias de funilamento de diaris e monoaris, seguido por 346 genes
que compBem as etapas de O-desmetilacdo e metabolismo tipo C1 e, finalmente, a via
de clivagem do anel de protocatecuato com 713 genes. Quatro familias de genes (ligH,
desV, phcD e phcC) representam em conjunto 46,8% de todos os genes relacionados
com o metabolismo de compostos derivados de lignina. Esses 4 genes sdo

representantes dos trés principais passos do metabolismo da lignina intracelularmente.

Para entender melhor o uso dos substratos gerados a partir da oxidacdo de
lignina no rio Amazonas, 0s genes por se¢do do rio foram divididos em substrato
preferencial (Figura 3.11a) e o numero de genes foi normalizado pela média de genes
encontrados em todos os trechos do rio Amazonas. E possivel observar uma degradacéo
preferencial do pinoresinol na pluma e estacdes a jusante de Manaus, e dos p-aril éteres
(B-O-4) no estuério, enquanto que as esta¢cbes no oceano ndao apresentaram qualquer
preferéncia. A secdo a montante, apesar do nimero geralmente baixo de genes, mostrou
uma clara preferéncia por dois substratos: fenilcoumaran (B-5) e ferulato. De um modo
geral, uma preferéncia por comunidades degradando diaris p6de ser observada no
estuario e pluma, enquanto a secdo a montante tem uma microbiota mais adaptada a

ambos, diaris e monoaris.
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Figura 3.11. Processamento de compostos aromaticos derivados de lignina no rio Amazonas. O numero de genes associados a uma via
especifica de processamento de compostos aromaticos derivados de lignina foi normalizado pela média dos genes encontrados em todos 0s
trechos do rio Amazonas e foi plotada em relacdo aos substratos usados nessas vias (a). A correlacdo do nimero de genes associados a oxidagdo
da lignina (lignina), desconstrucéo da celulose e hemicelulose (celulose e hemicelulose, respectivamente), sistemas de transporte (AAHS, MFS,
ABC e TTT), vias de processamento de compostos aromaticos derivados da lignina (RC: clivagem do anel de protocatecuato; O_C1: vias de
desmetilagdo/metabolismo C1; vias de funilizagéo de dimeros - FP_Dimeros e Monémeros - FP_Monomeros), e a distancia linear das amostras

da fonte do rio Amazonas (Distancia) sao mostrados (b). Apenas correlacGes significativas (p <0,05) foram desenhadas. (Fonte: Proprio autor)
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A existéncia de uma potencial degradacdo diferencial de determinados
substratos gerados a partir da oxidacao de lignina em alguns sitios sugere uma possivel
correlagdo entre as multiplas variaveis aqui tomadas para entender a maquinaria
bioquimica da degradacdo da OM terrestre. As correlacdes significativas foram plotadas
em um correlograma (Figura 3.11b). A distancia linear das amostras da nascente do rio
Amazonas apresentou coeficientes de correlacdo negativos com a oxidacdo da lignina,
degradacdo da hemicelulose, via de clivagem do anel de protocatecuato, transporte

tripartido de tricarboxilatos e transportadores do tipo AAHS.

A diversidade da maquinaria bioquimica relacionada a degradacdo de
compostos aromaticos derivados da lignina apresenta uma correlacdo positiva com a
diversidade do aparato de oxidacdo da lignina. Embora a oxidacéo da lignina e as vias
de degradacdo da hemicelulose tenham apresentado uma pequena correlagcdo positiva,
0s genes de degradacédo da celulose ndo mostraram qualquer correlagdo com a oxidagéo
da lignina, apenas uma correlacdo positiva menor (mas significativa) com a degradacgéo
da hemicelulose. Portanto, a substituicdo de funcGes da lignina pela degradacdo da
celulose ndo é proporcional ao longo do curso do rio. Os nimeros de genes relacionados
com a degradacéo da hemicelulose foram positivamente correlacionados com as vias de
degradacdo dos compostos aromaticos derivados da lignina, exceto aquelas relacionadas
a clivagem do anel de protocatecuato, em vez da oxidacdo da lignina. Isto poderia
indicar um potencial efeito de priming do metabolismo de hemicelulose sobre a
degradacdo de derivados de lignina, principalmente nas vias de afunilamento para

mono- e diaris.

Embora haja uma aparente preferéncia pela degradacdo de certos substratos

por secdo de rio, o correlograma (Figura 3.11b) ndo apresentou nenhum tipo de
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correlagdo entre os diferentes tipos de vias de funilamento (FP_Dimeros e

FP_Monomeros) e a distancia linear da amostra da fonte do rio Amazonas.

3.3.9 Sistemas transportadores usuais e novas descobertas

Compostos aromaticos derivados de lignina precisam ser transportados do
ambiente extracelular para o citoplasma antes de sua degradacdo. Comumente, 0sS
transportadores associados a degradacdo de lignina (transportador MFS, familia AAHS
e transportadores ABC) foram encontrados no AMnrGC, enquanto outros (familia
MHS, superfamilia ITS e transportador TRAP) ndo foram encontrados. O sistema MFS
ndo mostrou correlacdo com nenhuma das varidveis testadas. Apenas o sistema de
transporte AAHS foi negativamente correlacionado a distancia linear das amostras da
nascente do rio Amazonas, as demais familias ndo apresentaram nenhum tipo de
correlagdo com a distancia (Figura 3.11b). Enquanto isso, os transportadores AAHS e
ABC também mostraram correlagdo positiva com a via de afunilamento dos monoaris e
da via de clivagem do anel de protocatecuato, em que o sistema ABC também se

correlaciona positivamente com a O-desmetilacdo e o metabolismo do tipo C1.

O sistema tripartido de transporte de tricarboxilatos (TTT) correlacionou-se
positivamente com os transportadores AAHS e ABC (Figura 3.11b), significando uma
possivel complementaridade de funcdes. Além disso, o sistema TTT mostrou uma
correlagdo positiva com a oxidacdo da lignina e a degradacdo da hemicelulose. Outra
caracteristica importante do sistema TTT no rio Amazonas é a sua aparente redugdo a

medida que o rio ruma para 0 oceano.
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Plotando o numero normalizado de genes agrupados pelos substratos
transportados por seus ortologos (Figura 3.12), foi possivel observar uma preferéncia
dos microbios da secdo a montante de Manaus por tricarboxilatos. Assim como, o
transporte de galato reduzido nas secGes de agua doce. Por sua vez, o transporte de p-
cumarato e ferulato/Di-hidroferulato também aparece reduzido nas se¢des de dgua doce
e oceano, exceto no estuario e pluma. Os outros substratos aparecem similarmente
transportados em todas as secOes, excetuando-se a montante de Manaus, que aparece, de

um modo geral, subrepresentada na Figura 3.12.

Substratos transportados

Galato

Protocatecuato Tricarboxilatos

= \ontante

m—JUsante
Estuério

m— Pluma

m— OCEan0

p-Hidroxibenzoato p-Cumarate

Vanilinato Ferulato/Di-hidroferulato

Figura 3.12. Perfil do transporte de compostos aromaticos derivados de lignina nas
secfes do rio Amazonas. O numero de genes relacionados a diferentes familias
transportadoras normalizadas pelo nimero maximo de genes encontrados em todos 0s
locais estd em (a). Os substratos transportados pelos diferentes genes foram observados
em (b) também normalizados pelo valor maximo dos genes obtidos em todos os locais.

(Fonte: Prdprio autor)
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34 Discussao

Neste trabalho, nds relatamos o primeiro catalogo de genes nao-redundantes de
microrganismos aquaticos da bacia do rio Amazonas, com um elevado nimero de genes
provenientes de fontes bacterianas. Uma analise da diversidade genética sugeriu que a
mesma pode ser derivada de processos evolutivos locais. Os genes relacionados a
degradacdo da OM terrestre apresentaram padrdes investigados enquanto sua presenca
em diferentes fracOes e sec¢Oes de rios. Observou-se que o estilo de vida e a distribuigéo
espacial dos genes influenciam a maquinaria bioquimica disponivel para a degradacéo

da OM terrestre.

3.4.1 Catalogo de genes microbianos ndo redundantes da bacia amazbnica

(AMnrGC)

O AMNrGC nos permite expandir consideravelmente nossa compreensdo dos
microbiomas de &gua doce tropical. Os genes desconhecidos estdo concentrados
principalmente em bactérias de agua doce e, quando em &guas salobras, principalmente
naquelas associadas a particulas. Isto se deve, provavelmente, ao melhor entendimento
dos sistemas procaridticos oceanicos, que possuem mais informacdo disponivel. Pouco
menos da metade dos mais de 3,7 milhdes de genes observados no AMnrGC ainda séo
desconhecidos, indicando que este ambiente tem um grande potencial de diversidade

microbiana. Os genes ndo anotados (48% do AMNrGC) apontam para uma
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biodiversidade ainda ndo descoberta, por conta da falta de genes ortélogos nos bancos

de dados de referéncia.

As disténcias ecoldgicas, substituindo as contagens de espécies pela contagem
de k-mers utilizando-se 0 método SIMKA, captam quantitativamente e qualitativamente
a estrutura bioldgica essencial das comunidades microbianas, sendo altamente
correlacionadas com perfis taxonémicos baseados na estratégia de alinhamento de todas
as sequéncias (BENOIT et al., 2016). A distancia de Jaccard calculada a partir da matriz
de auséncia e presenca de k-mer mostrou que a diversidade bioldgica observada nos
metagenomas da bacia do rio Amazonas esta muito distante de outros rios de agua doce
utilizados nesta comparacdo, assim como daquela observada em solo da floresta
amazonica. No entanto, o pequeno grupo de amostras co-agrupadas revela uma pequena
por¢do das amostras do rio Amazonas semelhantes as das bacias hidrogréaficas do
Canada. A grande maioria das amostras do rio Amazonas, por sua vez, mostra o grupo,
de um modo geral, diferente de outros ambientes. Estes resultados corroboram com a
ideia de diversidade funcional e genética observada no AMnrGC, que pode refletir
processos locais de evolucao selecionados pelo filtro ambiental. Assim, também reforca
as descobertas como novas e importantes no contexto da estrutura microbiana e da

dindmica bioquimica da microbiota dos corpos hidricos de dgua doce.

A atribuicdo taxondmica é uma tarefa dificil e depende de ortélogos
disponiveis em bancos de dados de referéncia. Mais da metade dos nossos genes ndo
possuem uma correspondéncia nos bancos de dados mais completos até 0 momento,
permanecendo desconhecidos. O esquema de filtragem evitou uma contribuicdo
excessiva de eucariotos, representando uma fragdo menor que ~ 0.3% do AMnrGC,

provavelmente proveniente de restos celulares ou DNA livre suspenso. Entretanto, a
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extensdo real da contribuicdo eucaridtica ¢ desconhecida, uma vez que ha uma enorme
quantidade de genes ndo anotados. Genes provenientes de amostras da pluma e oceano
em ambas as fracdes (vida livre e associada a particulas) revelaram um maior contetdo
de genes de eucariotos. Um trabalho recente (CARRADEC et al., 2018) envolvendo os
dados da expedicdo TARA-Oceans, revelou uma diversidade génica associada aos
potenciais bioquimico e ecologico de eucariotos de agua salobra muito importante.
Trabalhos futuros envolvendo o catalogo AMnrGC poderdo desvendar este contetdo

genético eucariotico.

3.4.2 Estrutura espacial dos genes e seu potencial metabdlico

Observamos uma fracdo relativamente grande de genes compartilhados por
todos os tipos de agua, 0 que sugere um conjunto comum de funcgdes presentes em todo
0 microbioma da bacia do rio Amazonas. O AMnrGC é composto predominantemente
por genes microbianos de &gua doce, com contribuicdes exclusivas da pluma e aguas
salobras, significando uma maior diversidade genética advinda de dguas doces. A zona
de pluma, onde as aguas oceanicas se misturam com a agua doce do rio, revelou-se uma
zona de maior diversidade genética do que o oceano, reforcando a ideia de uma clara
separacgdo evolutiva entre linhagens de agua doce e marinha (LOGARES et al., 2009).
Curiosamente, as maiores quantidades de genes pertencentes a fracdo associada a
particulas poderiam estar associadas as células maiores e as maiores quantidades de

DNA, gue podem sobrerepresentar esses microbios (RIECK et al., 2015).
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O padrédo de agrupamento da diversidade de genes sugere a salinidade como
um fator chave na determinacdo da colonizacdo espacial dos micrdbios. Além disso, a
pluma representa uma zona de transicdo, que em termos de diversidade genética é
similar as amostras oceanicas (Figura 3.5). Autores anteriores (LOGARES et al., 2009)
propbem que em ambientes como esses haja uma populacdo microbiana complexa
distribuida de forma heterogénea, onde o rapido crescimento populacional promove o
surgimento de populacGes localmente adaptadas e evita o estabelecimento de
populacdes imigrantes. Ainda é importante mencionar o ambiente fisico Unico da pluma
do rio Amazonas, que consiste em um corredor de conectividade para varias espécies
que crescem sob baixa luminosidade e altos niveis de particulas estabelecidos por um

sistema de recifes (MOURA et al., 2016).

As fungdes COG dentro da superclasse “Metabolismo” foram as mais
abundantes no AMnrGC, bem como no rio Mississippi em sua porgao superior
(STALEY et al., 2014b). A distribuicdo similar das funcdes COG foi observada entre
diferentes secGes do rio Amazonas (Figura 3.7), sugerindo que um conjunto de
"caracteristicas funcionais core" é conservado em todo o rio, como previamente inferido
para 0 rio Mississippi (STALEY et al., 2014b). As funcbes “core” bacterianas
representaram menos de 8% das fungdes anotadas com KEGG e PFAM e nos ajudaram
a entender o metabolismo procaridtico conservado. Este, por sua vez, composto
principalmente por funcbes do metabolismo de carboidratos e vérios sistemas de
transportadores, principalmente do tipo ABC. Isso sugere que uma maquinaria
sofisticada para processar carbono, produzir e economizar energia poderia ser uma

estratégia geral dos microbios de dgua doce, ndo somente daqueles da Amazonia.

66



Capitulo 3 - Evidéncias moleculares de priming effect no rio Amazonas

As vias ndo essenciais (non-core) revelam tragcos de adaptacéo especificos para
ambientes quimicamente complexos, com biodegradacdo de compostos xenobidticos e
metabolismo secundario. Microrganismos associados a particulas e de vida livre
parecem possuir 0 mesmo metabolismo central em potencial, com poucas diferencas,
significando uma maneira similar de lidar com os compostos provenientes do meio

ambiente.

A classe COG de genes de funcdo desconhecida (S) foi sobrerepresentada e
pode guardar um potencial biotecnoldgico substancial e inexplorado. Proteinas
previamente caracterizadas a partir do ambiente microbiano da Amazénia também
puderam ser identificadas no AMnrGC, como por exemplo, B-glucosidases
(BERGMANN et al., 2014; TOYAMA et al., 2018) e a-manosidases (MATSUDA et
al.,, 2011), o que reforca as potenciais aplicagdbes do AMnrGC na descoberta e

exploracdo de novas enzimas.

3.4.3 Destino da matéria organica (OM) terrestre e o efeito priming no rio Amazonas

O destino do carbono no ecossistema aquatico da Amazonia esta mais
relacionado as vias acetogénica e metanogénica, corroborando com achados anteriores
(SATINSKY; SMITH; SHARMA; WARD; et al., 2017), em que o metabolismo de C1
(metano monooxigenase - mmoB e enzima de ativagdo de formaldeido - fae) foi visto

como altamente expresso.

Existem muitas vias microbianas possiveis para degradar as principais fontes
de carbono (lignina, celulose e hemicelulose) na bacia do rio Amazonas, como
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observado anteriormente (WARD et al.,, 2013). No rio Amazonas, outros autores
(SEIDEL et al., 2016) também sugerem Vvarios processos quimicos, como
remineralizacdo microbiana, sorcdo, fotodegradacdo, mesmo em pequena extensao
(REMINGTON; KRUSCHE; RICHEY, 2011), e troca lateral com varzeas ou solos,
além da degradacdo microbiana atuando também na OM terrestre. A lignina é altamente
resistente a degradacdo (KOGEL-KNABNER, 2002) e seu papel é impedir que as
enzimas microbianas degradem os polissacarideos labeis da parede celular (PAULY;
KEEGSTRA, 2008). Sua via de degradacdo envolve um passo de oxidacdo
determinante, mediado no rio Amazonas por lacases e DYPs. Desta forma, o efeito
priming parece determinante para a degradacdo eficiente da lignina (WARD et al.,
2016), assim como, parece aumentar a degradacdo da celulose/hemicelulose

previamente protegida por ela.

Por meio do NMDS calculado com as abundéancias de familias génicas
(Apéndice 6) foi possivel observar os microbios associados a particulas e de vida livre
formando agrupamentos separados. Isso significa que o conteido génico por
metagenoma varia entre fragcbes de tamanho, mas ndo em termos de funcdes, e a
distribuicdo dessas funcGes ao longo do curso do rio tem um padrdo similar em ambos
os estilos de vida. Na agua doce, a oxidacdo da lignina e a degradacéo da hemicelulose
sdo dominantes, 0 que estabeleceria um continuum de degradacdo da OM terrestre,
mostrando que a distancia é uma caracteristica importante a ser considerada neste tipo

de estudo.

A secdo oceadnica ndo mostra uma clara preferéncia por quaisquer substratos,
sendo provavelmente menos propensa a degradar os compostos aromaticos derivados de

lignina. A oxidacéo da lignina, a degradagdo da hemicelulose, a via de clivagem do anel
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de protocatecuato, o sistema TTT e os transportadores do tipo AAHS tendem a reduzir
seus niveis a medida que as estacGes se aproximam do oceano, reforcando a ideia de
uma substituicdo das fungdes de degradacdo de lignina pelas de degradacao de celulose
nos oceanos (Figura 3.9). A abundancia de genes relacionados a degradacdo dos
compostos aromaticos derivados de lignina também apresentam uma correlacao positiva

com as funcdes de oxidagéo da lignina, como esperado.

A degradacdo de celulose foi principalmente mediada pela familia de GH3,
uma familia de enzimas com 2 dominios globulares e que sdo exo-atuantes, mostrando
que a degracdo € favorecida nas extremidades do polimero. Por sua vez, a degradacédo
de hemicelulose foi mediada pelas GH10, que possuem uma relacdo com as GH11 que
ndo foram encontradas. Geralmente, as familias GH10 e GH11 sdo encontradas juntas e
tem uma maior relagdo com fungos. No entanto, as GH10 possuem uma melhor
performance em relagdo as GH11, mesmo estas sendo mais ativas cineticamente. Uma
explicagdo seria que as GH10 sdo mais termoestaveis, além de ter maior acessibilidade

ao xilano, preferindo-o quando acetilado (HU; SADDLER, 2018).

As vias de degradacdo da hemicelulose/celulose foram positivamente
correlacionadas com as vias de degradacdo dos compostos aromaticos derivados da
lignina, em vez da oxidagdo da lignina. Isto sugere um potencial efeito de iniciagcdo
impulsionado por comunidades microbianas degradadoras de celulose/hemicelulose.
Apesar da aparente preferéncia pela degradacdo de certos substratos por se¢é@o de rio,
ndo foi encontrada correlacdo entre as vias de afunilamento e a distancia linear da
amostra a nascente do rio Amazonas, 0 que pode representar uma variagcdo
desproporcional do ndmero de genes ao longo do rio. Em outras palavras, essas

populacdes deveriam formar zonas de acdo ao longo do curso do rio e suas sobras
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representariam o principal elo de funcionamento entre elas, o que provavelmente, afeta

e auxilia as comunidades a jusante a se expandirem.

Os compostos aromaticos derivados de lignina precisam ser transportados do
ambiente extracelular para o citoplasma antes de sua degradagéo. Sistemas diferentes
podem funcionar nesses compostos, 0s quais foram resumidos por outros autores
(KAMIMURA et al., 2017; PORETSKY et al., 2010). A degradacdo de compostos
aromaticos derivados da lignina acaba em produtos que podem ser convertidos em
piruvato ou oxaloacetato, substratos para 0 TCA (KAMIMURA et al., 2017), assim
como os produtos da degradacdo de celulose e hemicelulose. Descobertas recentes
sugerem que o sistema TTT pode estar relacionado ao transporte de compostos
potencialmente produzidos como subprodutos da degradacdo de OM terrestre
(HOSAKA et al., 2013; ROSA et al., 2017). Pela primeira vez, o sistema TTT pode ser
conectado com um sistema funcional, neste caso com outros transportadores (dos tipos
AAHS e ABC) e a funcdes relacionadas a oxidacdo de lignina e degradacdo de
hemiceluloses, reforcando a ideia de seu papel na degradacdo da OM terrestre, e

sugerindo um papel de coadjuvante no efeito priming.

O sistema TTT no rio Amazonas, e a sua aparente reducéo frente ao oceano,
provavelmente esta relacionado com a natureza das proteinas de ligacdo ao substrato,
necessarias a este sistema, que mudam a partir dos principais materiais degradados no
ambiente, neste caso, no oceano. A degradacdo dos compostos aromaticos derivados da
lignina provavelmente estaria atuando nos estagios finais de degradacdo da via de
afunilamento dos monoaris, passando pela O-desmetilacdo e metabolismo C1, e pela via

de clivagem do anel de protocatecuato.
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Com base em todas as descobertas acima mencionadas, propomos um
modelo de efeito priming atuando em complexos lignocelulésicos do sistema fluvial
amazonico (Figura 3.13), onde comunidades degradadoras de hemicelulose geram
compostos facilmente assimilaveis por comunidades degradadoras de lignina,
proporcionando carbono e energia para si e para as comunidades relacionadas. Por sua
vez, comunidades degradadoras de lignina liberam ectozimas que geram compostos
aromaticos derivados de lignina. Estes compostos sdo em menor extensdo
fotodegradados para gerar moléculas aliciclicas ricas em carboxila (CRAMS), que sdo
novamente assimilados pelas comunidades degradadoras de celulose como nutrientes
limitantes. Esses compostos derivados de lignina podem, ainda, retornar as
comunidades degradadoras de lignina, onde sdo consumidos principalmente por uma
comunidade especializada em uso de diaris, e outra especializada no consumo de
monoaris. Isso ainda leva a um submodelo de priming dentro dessas comunidades, onde
hd uma retroalimentacdo positiva com as sobras de uma comunidade para outra,

fornecendo ndo apenas carbono e energia estruturais, mas também nutrientes limitantes.

A degradacéo dos compostos de lignina e celulose sofre forte regulacéo pelo
consumo de fontes de carbono facilmente decomponiveis (KLOTZBUCHER et al.,
2011). As proteinas de ligacdo ao substrato (TctC) do sistema TTT foram super-
representadas no AMnrGC, algo também observado anteriormente no rio Amazonas
(GHAI; RODRIGUEZ-VALERA,; et al., 2011), o que poderia refletir os tricarboxilatos
como uma fonte comum de carbono nesse rio. Sua presenca, nestes termos, € um
indicativo de que eles poderiam estar atuando no uso de fontes alternativas de carbono
geradas pela degradacdo de polimeros bioldgicos complexos, regulando as vias de

degradacdo por meio de feedback. Alem disso, também podem estar realizando um
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papel na repressdo ao catabolismo de ligninas, celuloses e hemiceluloses; uma vez que
representam uma fonte de carbono mais facilmente assimilavel que as demais,

reforcando a hipotese de seu papel na regulacdo da degradacédo da celulose e lignina.
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Figura 3.13. Efeito priming sobre as comunidades do rio Amazonas e sua interacao.
Modelo esquematico do efeito de priming do complexo ligno-celulose no rio Amazonas
baseado nos genes presentes no AMnrGC. Neste modelo ha duas comunidades
diferentes degradando lignina, uma que degrada monémeros e outra que utiliza mais
dimeros. Essas comunidades se apoiam mutuamente por suas sobras e sdo sustentadas

pelos degradadores da celulose e hemicelulose, que fornecem carbono estrutural e
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energia. Os produtos de fotodegradacdo de compostos aromaticos derivados de lignina
representam uma pequena contribuicdo para a producao de CO, (menos de 1%), pois as
moléculas aliciclicas ricas em carboxila (CRAM) retroalimentam os degradadores de
celulose atraves do transporte mediado pelo sistema tripartido de transporte de
tricarboxilatos (TTT). Setas vermelhas tracejadas significam efeito de priming, setas
verdes significam feedback natural, setas azuis indicam degradacdo de um composto,

seta preta significa a transformacéo de substratos em produtos. (Fonte: Proprio autor)

Cabe aqui ressaltar ainda que o potencial demonstrado por essa microbiota em
degradar material lignoceluldsico pode ser altamente aproveitado na industria téxtil,
sucroalcooleira e de papel, que se baseiam na premissa de modificacdo dos materiais
lignocelulésicos por meio de coquetéis enziméaticos ou cepas especiais. Dessa forma, o
AMNrGC além de revelar tragos importantes da ecologia destes microrganismos,
também revela um potencial biotecnolégico inexplorado para a inddstria que também

pode utilizar-se destes mecanismos.

35 Concluséao

Usamos 106 metagenomas disponiveis publicamente, de 30 estacOes da bacia
do rio Amazonas, para produzir um catdlogo de genes microbianos ndo redundantes
desta bacia (AMnrGC). O presente catalogo contém mais de 3,7 milhdes de genes
microbianos, com metade deles desconhecidos. O teste de diversidade de k-mers

mostrou os metagenomas do rio Amazonas formando um grupo fechado e separado em
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comparacdo aos metagenomas do solo da floresta amazoénica, bacias hidrograficas do
Canada e rio Mississippi, reforcando a ideia de que diversidade genética local seja
decorrente de processos evolutivos ocorridos nesta regido peculiar. Uma estruturacédo
espacial complexa de genes foi observada com clara predominancia de genes
bacterianos exclusivamente de agua doce. O AMnrGC contém a mais extensa
biodiversidade genética ja compilada para um ecossistema de agua doce. Ele revelou
importantes insights sobre os fluxos de carbono da terra para 0 oceano, como um
modelo de efeito priming baseado na interacdo de comunidades degradadoras de
celulose/hemicelulose e comunidades degradadoras de lignina, dividindo os
degradadores de lignina em degradadores de monoaris e diaris. Outra contribuicdo
importante é a descoberta do sistema TTT participando na degradacdo da OM terrestre.
O AMnrGC também forneceu uma visdo global da diversidade funcional e genética da
bacia do rio Amazonas, permitindo futuros estudos envolvendo genes microbianos e seu

uso em aplicacGes biotecnoldgicas.
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4.1  Introducdo e objetivos

Assinaturas heterotroficas foram coletadas de bactérias do rio Amazonas
(DOHERTY et al., 2017; GHAI; RODRIGUEZ-VALERA; et al., 2011; SATINSKY;
CRUMP; et al., 2014; SATINSKY; SMITH; SHARMA; WARD; et al., 2017), um
sistema tarbido e rico em material particulado orgéanico. Estudos anteriores (GHAI;
RODRIGUEZ-VALERA; et al., 2011; SANTOS-JUNIOR et al., 2017; SATINSKY et
al., 2015; TOYAMA et al., 2016, 2017) indicaram que a microbiota do rio Amazonas é
amplamente composta por Actinobacteria e Proteobacteria, principalmente dos grupos
Polinucleobacter e Methylophilaceae. Esses taxons estdo marcadamente relacionados,
em lagos, ao estabelecimento de estilos de vida mixotroficos, onde ha geracdo de
energia por fototrofia, a0 mesmo tempo que ha heterotrofia, além de serem capazes de
degradar compostos organicos complexos (NEWTON et al., 2011). Este ambiente é
ocupado principalmente por microrganismos especialistas na degradacdo de matéria

organica complexa (SATINSKY et al., 2015).

No capitulo anterior, o catalogo de genes microbianos ndo redundantes da
bacia Amazénica (AMnrGC) revelou uma estratificacdo no processamento da matéria
organica pelo tipo de agua (doce ou salgada), assim como uma maquinaria bioguimica
especifica, principalmente formada por glicosil-hidrolases e lacases, para degradacao de
OM terrestre. Observou-se também uma correlacdo entre os sistemas tripartido de
transporte de tricarboxilatos (TTT) e a degradacdo de lignina e hemicelulose, o que
poderia representar o processamento de fontes alternativas de carbono oriundas da
degradacdo de OM complexa na forma de tricarboxilatos. No modelo de efeito de

priming proposto no capitulo 3, duas populacdes diferentes, uma especializada em

76



Capitulo 4 - Evidéncias genémicas e 0 modelo de um potencial efeito priming amazonico

degradacéo de lignina e outra como degradadora de celulose, interagem para acelerar a
degradacéo de carbono orgéanico terrestre. Embora as principais funcgdes envolvidas nos
processos acima mencionados ja tenham sido estabelecidas, a informacdo do AMnrGC
ndo possui 0 contexto gendmico dessas descobertas. Assim, 0 conjunto especifico de
genes que cada tipo de microébio carrega, a regulacéo desses genes e a possibilidade de
interacdo entre conjuntos de genes pertencentes a diferentes organismos, inibindo ou
promovendo seu crescimento ainda ndo foi esclarecida. Neste capitulo, abordamos as

seguintes questdes-chave:

- Os genomas populacionais (PGs) recuperados do rio Amazonas tém

adaptacOes a degradacdo da OM terrestre?

- O sistema tripartido de transporte de tricarboxilatos (TTT) estd acoplado a

maquinaria de degradacao de lignina/celulose?

- Esses organismos economizam carbono intracelular nos periodos de

restricdo?

Nossa hipGtese € que, como proposto no capitulo anterior, haja duas
populacbes de PGs, uma degradando a lignina e outra, principalmente a celulose. Além
disso, como essas caracteristicas estdo correlacionadas ao sistema TTT, devem ser
encontradas nos genomas das espécies degradadoras de celulose, a fim de serem
iniciadas pelas CRAMs geradas pela fotodegradacéo de subprodutos da degradacéo da
lignina. A estocagem de carbono & um mecanismo difundido em diversos taxons
(BRIGHAM et al., 2011; LENZ; MARCHESSAULT, 2005; QUELAS et al., 2016), e
deveria ocorrer mesmo em sistemas com abundantes fontes de carbono, como a

Amazonia. Sabe-se que 0s corpos d'dgua amazoénicos podem diluir as suas aguas
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durante a estagdo chuvosa, num pulso de inundacdo (AFFONSO; BARBOSA; NOVO,
2011; MONTEIRO; PEREIRA; JIMENEZ, 2016), que dilue também os nutrientes e,
provavelmente, promove a competicdo microbiana. Nesse sentido, levantamos a
hipGtese de que organismos com taxas de crescimento mais altas, com mais

necessidades de carbono, provavelmente deverdo armazenéa-lo.

4.2 Material e métodos

Neste capitulo utilizou-se os metagenomas presentes no Apéndice 1. Estes
metagenomas foram produzidos por outros estudos, para mais detalhes vide se¢do 3.2
da presente tese. As reads foram previamente tratadas e montadas como explicado nos
itens 3.2 e 3.2.1 da presente tese. Utilizou-se 0 mesmo sistema de divisdo da bacia

amazonica em 5 secoes.

4.2.1 Binning de sequéncias e construcdo de PGs

As reads ja filtradas com relacdo a qualidade e comprimento foram mapeadas
contra 0s contigs obtidos na montagem por meio do uso dos programas BWA versédo
0.7.12-r1039 (LI, H.; DURBIN, 2009) e SamTools versdo 1.3.1 (LI, H. et al., 2009). Os
contigs de cada grupo foram entdo agrupados com auxilio do programa Metabat versao
2.12.1 (KANG et al., 2015) com as configuragdes fixadas no modo “superspecific”’. Os
contigs com valores extremos (outliers) em termos de composicao de k-mers e contetdo
GC foram eliminados usando o programa RefineM verséo 0.0.23 (PARKS et al., 2017)

com configuragéo padréo.
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As bins refinadas foram avaliadas quanto & sua completude, contaminacdo e
heterogeneidade da cepa utilizando-se o software CheckM versdo 1.0.11 (PARKS et al.,
2015) em dois modulos distintos: “lineage_wf” e “ssu_finder”. Os 16S rRNA genes
extraidos de cada bin foram mapeados contra 0 banco de dados SILVA SSU Ref NR99
versdo 123 (QUAST et al., 2013; YILMAZ et al., 2014) com o programa Usearch
versdo 9.2 (EDGAR, 2010). Utilizou-se como parametro de corte uma identidade
minima de 97% e cobertura maior que 70%. Os contigs foram removidos de uma bin se
eles possuissem mais de 98% de identidade com uma correspondéncia no banco de
dados SILVA proveniente de classificacdo taxondmica incongruente com a assinatura

taxondmica obtida com o médulo “tree” do programa CheckM (PARKS et al., 2015).

Como sugerido por outros autores (BOWERS et al., 2017; PARKS et al., 2017)
somente bins com uma completude superior a 50%, contaminacdo inferior a 10%,
qualidade estimada geral superior ou igual a 50% (definida por Parks et al. (PARKS et
al., 2017) como a completude — 5 x contaminacgéo) e sendo composto por menos de 500

contigs cujo N50 seja superior ou igual a 10 Kpb seguiu nos processos posteriores.

A identidade média de aminoacidos (AAIl) foi calculada dentre os PGs por
meio do software CompareM versdo 0.0.13 (PARKS, 2016) com a funcdo “aai_wf”.
PGs com AAI > 99,5% foram considerados redundantes. O par de PGs nessa condigédo
foi avaliado separadamente e o mais completo com menor contaminacdo e
heterogeneidade de cepa foi mantido nos processos seguintes. Os PGs foram

depositados no European Nucleotide Archive (ENA) no projeto PRIEB25176.

79



Capitulo 4 - Evidéncias genémicas e 0 modelo de um potencial efeito priming amazonico

4.2.2 Analise de similaridade de PGs

A identidade média de nucleotideos (ANI) foi calculada usando a ferramenta

FastANI (JAIN et al., 2017) com o presente conjunto de dados de PGs contra:

- 957 PGs da expedicdo TARA-Oceans (EREN, 2017);

- 18 genomas do grupo Verrucomicrobia de diversos reservatdrios de agua
doce (CABELLO-YEVES; GHAI, et al., 2017);

- 35PGs do lago Baikal (CABELLO-YEVES et al., 2018);

- 2 PGs de Synechococcus de agua doce (CABELLO-YEVES; HARO-
MORENO,; et al., 2017);

- 3.087 genomas UBA do banco de dados de taxonomia genémica — GTDB
(PARKS et al., 2018); e

- 7.520 genomas referéncia de alta-qualidade do NCBI.

Valores de ANI maiores que 96,5% e uma fracdo alinhada (AF) maior que 60%
foram mantidos e a probabilidade do par de medidas AF e ANI significar cepas
coespecificas foi calculada seguindo as recomendacdes de Varghese et al. (VARGHESE

et al., 2015). Apenas genomas com um p > 0,9 foram reportados.

4.2.3 Estimativa da abundéancia dos PGs

As reads previamente filtradas por qualidade dos 106 metagenomas foram
mapeadas contra os PGs refinados utilizando-se o programa BWA versdo 0.7.12-r1039
(LI, H.; DURBIN, 2009) e o programa sambamba versdo 0.6.6 (TARASOV et al.,
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2015). Apds o mapeamento, os arquivos BAM foram filtrados com um script caseiro
em linguagem PERL (uma cortesia de Amin Madoui — Genescope, Franca) para filtrar
as correspondéncias que tivessem uma identidade minima de 97% e cobertura minima
da read de 80%. A abundéncia de cada PG por metagenoma foi dada como o nimero de
reads recrutadas por ele, enquanto a abundancia por se¢do do rio Amazonas e das
fracBes (vida livre e associado a particulas) foi dado como a média arredondada das
abundancias por metagenoma. As abundéncias dos PGs foram entdo normalizadas para

Z-scores com a seguinte formula:

(- p)
7z =
o

Onde z representa o0 Z-score, [ representa a media das abundancias por coluna
da matriz (isto €, por secdo do rio) e o representa o desvio padrao obtido no calculo da
média.

Com os valores normalizados construiu-se um heatmap com o auxilio dos

seguintes pacotes implementados em linguagem R: ggplot2 (WICKHAM, 2009), gplots

(WARNES et al., 2016) e ColorBrewer (NEUWIRTH, 2014).

4.2.4 Predicdo de genes e anotacao

Os genes de cada bin foram preditos utilizando o programa Prodigal versao
2.6.3 (HYATT et al., 2010) no modo “normal”. A anotacdo de genes foi feita por meio

do programa Prokka versdo 1.11 (SEEMANN, 2014).
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Os genes previamente preditos e anotados foram submetidos a anotagdo com 0s
bancos de dados referéncia: KEGG versdo 2015-10-12 (KANEHISA et al., 2012, 2017),
COG versdo 2014 (TATUSOV et al., 2003) e UniProtKB versdo 2016-08 (UNIPROT
CONSORTIUM, 2015) utilizando-se o algoritmo Blastp implementado no programa
Diamond versdo 0.9.17 (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2014) com uma cobertura de
busca maior que 50%, identidade minima de proteinas de 45% e um e-value maximo de

1e”® com Score maior que 50.

Também se anotou os genes encontrados com perfis estatisticos do tipo HMM
por meio do programa HMMSearch versdo 3.1b1 (EDDY, 2011), com os seguintes
bancos de dados: dbCAN versdo 5 (YIN et al., 2012), PFAM versdo 30 (FINN et al.,
2016) e eggNOG versdo 4.5 (HUERTA-CEPAS et al., 2016). Os resultados desta busca
foram filtrados para um e-value < 1e™ e probabilidade posterior ao alinhamento de
residuos > 0.75, desconsiderando-se os dominios sobrepostos. As anota¢Ges dos PGs

estdo disponiveis no link: 10.5281/zenodo0.1484510.

4.2.5 Inferéncia filogenética

A inferéncia filogenética foi realizada similarmente ao descrito anteriormente
por outros autores (PARKS et al., 2017). Resumidamente, a arvore filogenética
construida com os PGs foi inferida a partir da concatenacdo de 43 familias de
marcadores proteicos (Apéndice 7). As proteinas foram identificadas e alinhadas usando

HMMER versdao 3.1bl (EDDY, 2011), onde as colunas representadas por < 50% dos
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taxons ou sem um aminoacido comum a > 25% dos taxons foram removidas. Os

marcadores foram presentes em copia Unica em > 76,78% dos PGs.

O multi-alinhamento foi feito concatenando-se os marcadores de nossos PGs e
0 banco de dados dos marcadores de-replicados dos genomas do banco GTDB (PARKS
et al., 2018) e dos genomas de referéncia RefSeq/GenBank versdo 76 (PARKS et al.,
2017). Ele foi recuperado com 0 auxilio da opgdo “tree_ga” do programa CheckM
(PARKS et al., 2015). As arvores foram inferidas com o programa FastTree versdo
2.1.7 (PRICE; DEHAL; ARKIN, 2009) sob os modelos JTT + CAT e valores de suporte
determinados usando 100 pseudo réplicas de bootstrap ndo paramétricas. A
renderizagdo de éarvores em formato Newick foi feita por meio do programa

Dendroscope versao 3 (HUSON et al., 2007).

4.2.6 Analise funcional

As vias metabdlicas foram previstas para cada PG usando um mapeamento de
KOs, obtido na anotacdo dos genes com o banco de dados KEGG, através do programa
MinPath versdo 1.4 (YE; DOAK, 2009). As rotas mantidas pelo MinPath foram
avaliadas enquanto sua completude, calculada pela divisdo do nimero total de familias
de proteinas envolvidas na via correspondente naquele PG pelo numero total de familias
envolvidas no registro KEGG. Esses valores foram usados para gerar um grafico de

bolhas com o pacote ggplot2(WICKHAM, 2009), implementado em linguagem R.
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4.2.7 Metabolismo do carbono

Para investigar melhor o metabolismo do carbono, procuramos os PGs

contendo as vias para:

Q) degradacdo da matéria organica terrestre: lacases (PF02578) e
anotacOes coerentes de glicosil-hidrolases (GH) obtidas com bancos de
dados dbCAN e PFAM;

(i) genes das vias de degradacdo de compostos aromaticos derivados de
lignina (Apéndice 3);

(iii)  transporte tripartido de tricarboxilatos (TTT): TctA (PF01970), TctB
(PF07331) e TctC (PF03401);

(iv)  via de sintese poli-hidroxi-butirato e poli-hidroxi-alcanoato (PHB/A):
phaA (anotado simultaneamente como PF00108 e COG0183), phaB
(anotado simultaneamente como PF00106 e COG1028), phaC (anotado
simultaneamente como PF07167 e COG3243), phakE ( PF09712) e phaR

(anotados simultaneamente como PF05233 e COG5394).

4.2.8 Expressdo génica

Trabalhos anteriores (SATINSKY; CRUMP; et al., 2014; SATINSKY et al.,
2015) disponibilizaram 108 metatranscriptomas das comunidades procari6ticas das
aguas do rio Amazonas e de sua pluma na plataforma iMicrobe

(https://www.imicrobe.us/) sob o projeto CAM_P _0001194. No entanto, estes
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metatranscriptomas foram feitos apenas para a regido compreendendo desde a secao a
jusante até o oceano, ndo incluindo se¢cBes a montante de Manaus. Também ¢é
interessante mencionar que eles cobriram ambas as fragdes testadas por metagenémica
(microrganismos de vida livre e associados a particulas). Uma vez que
metatranscriptomas de se¢des a montante ndo estdo disponiveis, foram avaliados apenas
0s PGs, contendo vias avaliadas completas, advindos das se¢des a partir da jusante da
cidade de Manaus.

As reads dos metatranscriptomas passaram por um pré-tratamento de qualidade
similar ao exposto no item 3.2.1. O mapeamento dos transcritos contra 0S genes
anotados de cada PG foi feito utilizando-se o programa BWA verséo 0.7.12-r1039 (LI,
H.; DURBIN, 2009) e o programa sambamba versdo 0.6.6 (TARASOV et al., 2015). A
expressdo génica foi estimada como o numero de transcritos por milhdo (TPM)
calculado com o software eXpress versdo 1.5.137 (ROBERTS; PACHTER, 2012),
desconsiderando-se a correcdo de bias. Os graficos foram feitos utilizando a média dos

TPM calculados por secgéo e fracao.

4.3 Resultados

4.3.1 Binning de genomas populacionais (PGs) a partir das co-montagens do rio
Amazonas

Nosso conjunto de dados original continha 106 metagenomas de 30 estacoes
distintas (Figura 3.1). Foram obtidas 30 co-montagens com comprimento minimo de

contigs de 1 Kpb, totalizando um comprimento de 5,54 Gbp (Apéndice 4). As co-
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montagens foram agrupadas em 1443 PGs putativos usando o programa MetaBAT.
Esses PGs foram avaliados pelo CheckM e apenas 54 PGs (3,74%) foram selecionados
apos filtragem por N50 minimo de 10 Kpb, méximo de 500 contigs e qualidade geral
minima de 50%, com completude minima e contaminacdo maxima de 50% e 10%,

respectivamente (Apéndice 8).

A AAI revelou trés PGs redundantes (Tabela 4.1), que foram eliminados da
andlise e representados, em nosso conjunto de dados, pelo PG mais completo e menos

contaminado dessa linhagem.

Foi possivel recuperar 25 genomas completos da secdo a montante de Manaus,
9 da secdo a jusante de Manaus, 6 do estuario, 9 da pluma e 2 do oceano costeiro
(Figura 4.1). A composicdo taxondmica dos mesmos revelou predominio de
Proteobacteria (39% dos genomas recuperados), Bacteroidetes (15,7%) e bactérias ndo
classificadas (15,7%). As cianobactérias foram representadas por 4% dos Nnossos
genomas recuperados. Apenas dois genomas de arquéias foram recuperados: um
pertencente a Thaumarchaeota (da secdo a montante) e outro de Euryarchaeota (da

pluma).
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Tabela 4.1. Identidade média de aminoéacidos (AAl) dos PGs recuperados do rio
Amazonas. Para remover 0s PGs redundantes do nosso conjunto de dados, foi utilizado
o software CompareM. Inferiu-se a média dos valores de AAI (paai) por par de
genomas (PG A e B), assim como os desvios-padrdo (caai) e suas fragdes ortdlogas

(OF). (Fonte: Proprio autor)

PG A # Genes A PGB # Genes B #ortologos paar eaal OF

AM_1413 2083 AM_1606 2088 1961 99,98 0,32 94,14
AM_1804 2154 AM_2804 2189 2092 99,93 048 97,12
AM_0750 5030 AM_0616 5208 4600 99,84 1,19 91,45

W Arquéia M Bactéria
Oceano _. m Actinobacteria Bacteroidetes
M Chlorobia H Chloroflexi
Pluma B Cyanobacteria B Nitrospira
h - M Planctomycetia B Verrucomicrobia
M Proteobacteria B Alphaproteobacteria
Estudrio |

jusante - [N T
Montante |

0 5 10 15 20 25 30
# PGs

Figura 4.1. Genomas populacionais recuperados por secdo do rio Amazonas.

(Fonte: Préprio autor)

87



Capitulo 4 - Evidéncias genémicas e 0 modelo de um potencial efeito priming amazonico

Nosso conjunto de dados foi composto por 49% de genomas de alta qualidade
e 51% de genomas de qualidade média, determinados conforme recomendado por
outros autores (BOWERS et al., 2017). O teor médio de GC foi de 50,25 + 9,62%, com

tamanho variando de 0,53 a 7,87 Mbp.

Os genomas populacionais tem sua completude inferida a partir do nimero de
genes que ocorrem em coOpia Unica na maioria dos genomas bacterianos até hoje
isolados. No caso de se encontrar varias cOpias desses genes em um genoma
populacional, sugere-se que haja uma "contaminagdo™. A natureza da contaminacao,
pode ser coespecifica (identificada por um alto grau de heterogeneidade da cepa), ou
pode ser devido a uma divergéncia na origem dos contigs, 0 que é mais preocupante.
Em todos os casos, 0 maximo de contaminagdo neste conjunto de dados foi determinado
em 6,78%, com 52,9% de PGs apresentando uma contaminacédo abaixo de 1% ou igual a

ZEro.

Um resumo das principais caracteristicas dos PGs apresentados neste estudo é
mostrado na Tabela 2 e descrito com mais detalhes no Apéndice 9. Embora ndo seja
muito preciso, o numero de tRNAs e aminoacidos codificados por eles pode ser usado
para predizer a integridade do genoma. Nesse sentido, os PGs aqui apresentados
apresentaram 24 a 55 genes codificando tRNAs para 15 a 20 aminoacidos diferentes,

revelando seu bom nivel de completude.
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Tabela 4.2. Principais informacgdes dos genomas produzidos neste estudo. Os

genomas montados a partir dos metagenomas (PGs) foram descritos em termos de se¢éo

de onde vieram, composicdo (teor GC%), tamanho em Mpb, completude (C),

contaminacgédo (Cx), qualidade e taxonomia dos marcadores presentes de acordo com a

avaliacdo do programa CheckM. (Fonte: Préprio autor)

PG Secdo GC Tam. (Mpb) C Cx  Qualidade Taxonomia
AM_0118 Montante 37.77 1.35 8187 0 Média Streptomycetaceae
AM_0219 Montante 36.37 1.05 76.13 0.71 Média Methylopumilus spl
AM_0226 Montante 63.28 2.99 98.79 0.34 Alta Rhizobiales
AM_0228 Montante 56.89 2.92 97.56 2.42 Alta Burkholderiales
AM_0233 Montante 53 2.98 96.26 0 Alta Proteobacteria
AM_0240 Montante 60.07 3.02 91.32 0.89 Alta Bactéria
AM_0244 Montante 41.41 2.10 93.23 0.76 Alta Gamma-proteobacteria
AM 0256 Montante 53.45 2.66 88.24 2.15 Média Bactéria
AM 0268 Montante 52.62 291 86.69 0.42 Média Bactéria
AM 0275 Montante 52.7 241 727 141 Média Rhizobiales
AM 0466 Montante 41.13 1.03 62.5 0 Média Bactéria
AM_0507 Montante 36.3 1.00 79.25 0.64 Média Beta-proteobacteria
AM 0510 Montante 62.61 2.00 98.08 1.1 Alta Bactéria
AM 0519 Montante 65.04 4.82 96.74 0.07 Alta Gamma-proteobactéria
AM 0528 Montante 48.07 2.08 93.43 0.34 Alta Rhizobiales
AM 0546 Montante 58.47 1.47 70.69 0.07 Média Actinobacteria
AM 0608 Montante 38.52 3.23 99.28 1.07 Alta Moraxellaceae
AM 0615 Montante 36.39 1.56 99.51 0.97 Alta Thaumarchaeota
AM_0616 Montante 59.76 5.51 98.66 0.59 Alta Beta-proteobactéria
AM_0619 Montante 42.57 2.83 91.18 252 Alta Bactéria
AM 0621 Montante 56.53 7.87 9033 O Alta Bactéria
AM_0630 Montante 52.99 2.89 9543 217 Alta Proteobacteria
AM 0643 Montante 56.96 2.89 91.49 22 Alta Burkholderiales

89



Capitulo 4 - Evidéncias genémicas e 0 modelo de um potencial efeito priming amazonico

AM_0729
AM_0764
AM_0832
AM_0849
AM_0854
AM_0876
AM_0902
AM_0936
AM_1003
AM_1104
AM_1111
AM_1205
AM_1312
AM_1409
AM_1503
AM_1603
AM_1606
AM_1801
AM_1811
AM_2104
AM_2116
AM_2124
AM_2202
AM_2207
AM_2208
AM_2324
AM_2502
AM_2804

Montante
Montante
Jusante
Jusante
Jusante
Jusante
Jusante
Jusante
Jusante
Jusante
Jusante
Estuario
Estuério
Estuario
Estuério
Estuario
Estuério
Pluma
Pluma
Pluma
Pluma
Pluma
Pluma
Pluma
Pluma
Pluma
Oceano

Oceano

53.85
50.2
44.61
65.31
52.59
52.57
37.07
62.13
59.74
59.11
38.28
47.76
61.53
39.04
67.21
63.07
55.47
45.14
43.37
60.62
46.6
40.54
47.45
43.09
53.01
37.43
39.43
33.5

2.45
3.89
3.47
211
0.53
4.47
4.06
2.69
6.26
3.00
2.82
0.71
2.17
0.61
2.09
4.54
2.24
1.20
2.27
2.11
0.69
153
1.80
1.79
1.62
3.41
1.43
3.29

84.4
86.77
96.39
86.21
73.22
90.28
96.49
86.63
95.93
78.96
90.95
65.39
85.71
70.98
63.57
98.42

96.4
67.56
85.47
84.85
52.31
87.19
97.31
85.25
92.99
90.78
89.99
93.56

1.26
11
1.64
6.78

2.88

4.45
0.91
3.08
6.68

1.82
1.72
0.73
1.19
0.61

3.72
4.55

1.49

1.19
0.36
0.99
1.18
0.27

Média
Média
Alta
Média
Média
Alta
Alta
Média
Alta
Média
Média
Média
Média
Média
Média
Alta
Alta
Média
Média
Média
Média
Média
Alta
Média
Alta
Alta
Média
Alta

Bactéria
Bactéria
Bacteroidetes
Actinobactéria
Bactéria
Bactéria
Cyanobacteria
Bactéria
Beta-Proteobacteria
Bactéria
Bacteroidetes
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Sphingomonadales
Bactéria
Euryarchaeota
Bactéria
Bactéria
Bactéria
Flavobacteriaceae
Bactéria
Flavobacteriaceae
Bactéria
Bacteroidetes
Flavobacteriaceae

Cyanobacteria
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4.3.2 Similaridade de genomas

Através da taxonomia completa inferida pelo programa CheckM no modo
“tree” aliada a arvore filogenética calculada pelo programa FastTree e a ANI inferida
(Apéndices 8d e 10) foi possivel identificar pelo menos 10 PGs provenientes de
linhagens coespecificas: Richelia intracellularis A (AM_2804), Trueperella pyogenes
(AM_0546), Acinetobacter junii (AM_0608), Methylopumilus spl (AM_0507 e
AM_0219), Coccinistipes sp. (AM_2208), Sphingobium sp2 (AM_1603), o género
desconhecido UBAL11236 (AM_1606), Xanthomonas fuscans subsp. fuscans

(AM_0519) e uma espécie de Rokubacteria GWA2-73-35 spl (AM_2207).

Nenhum PG da expedicdo TARA-Oceans (EREN, 2017) ou qualquer outro
ambiente de agua doce (CABELLO-YEVES et al., 2018; CABELLO-YEVES; GHAI;
et al., 2017; CABELLO-YEVES; HARO-MORENO,; et al., 2017) pode ser agrupado
em cepas coespecificas com os PGs isolados neste estudo. Por volta de 80% dos
genomas aqui reportados foram classificados como microrganismos taxonomicamente
desconhecidos ou novos, isto pois, ndo possuem uma classificacdo forte o suficiente
para serem tidos como tendo sido descritos ou verificados anteriormente. A resolucéo
mais acurada o possivel para os outros PGs foi apenas em nivel de reino em 14% dos
casos, em nivel de filo em 14% dos casos, em nivel de classe em 8% dos casos, de
ordem em 16% dos casos, de familia em 26% deles e de género em apenas 4%. Isto
mostra que ha um alto grau de novidade e diversidade até entdo desconhecida associado

ao presente conjunto de dados.
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Os PGs pertencentes a cepas coespecificas foram comparados (Apéndice 10)
mostrando maior completude, na maioria dos casos, excluindo-se AM_0519 e
AM_0546, que apresentaram menor numero de proteinas. A diferenca minima em GC%
e densidade de codificacdo de proteina reforgou os resultados apresentados pela ANI.
Grupos como Cyanobacteria, que apresentam um decaimento do genoma ativo, também
apresentaram menores densidades de codificacdo. A maior variagdo ocorreu entre as
cepas coespecificas de Sphingobium sp2, onde AM_1603 apresentou 875 proteinas a
mais que a referéncia (UBA11613), e quando o verificado com a cepa representativa
(UBA5915) ainda apresentou melhor estatistica “p”. Enquanto o genoma UBA5915 ¢
96,48% completo com 4570 proteinas, 0 PG AM_1603 apresenta 98,42% de integridade

contendo 38 proteinas a mais.

4.3.3 Abundancia dos PGs

A abundancia de genomas por secdo do rio Amazonas (Figura 4.2) revelou
uma clara preferéncia dos PGs por secdes e fracdes especificas, reforcando o esquema

de isolamento de genomas por co-montagem.

Analisando-se os padrdes dos dendrogramas laterais, a segregacdo de secoes,
com amostras de agua doce segregadas de amostras de agua salobra, valida a divisdo do
rio adotada aqui. Apesar disso, amostras da pluma de microrganismos associados a
particulas foram segregadas conjuntamente com amostras oceénicas. As se¢des a
jusante e estuario formam uma ramificagdo Unica, que deriva a partir de um n6 em que

se insere a secdo a montante.
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Figura 4.2. Abundancia dos diferentes PGs por secdo do rio Amazonas. A abundancia média de cada um dos PGs foi calculada para os
metagenomas provenientes de diferentes secbes (U - Montante, D - Jusante, E - Estuério, P - Pluma, O - Oceano) e fragdes (vida livre - FL e

associada a particulas - PA). A escala de cores é baseada no Z-score calculado por colunas e o agrupamento foi feito usando-se a distancia

euclidiana com ligacdao completa. (Fonte: Proprio autor)
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4.3.4 Potencial metabdlico

O potencial metabolico (Figura 4.3) foi verificado utilizando-se a completude
da via bioquimica avaliada. As vias de fixacdo do carbono e da fosforilacdo oxidativa
foram utilizadas como controles de integridade do genoma, uma vez que devem ser
mantidas na maioria dos organismos. Outro marcador foi a via de fotossintese mediada
por proteinas de antena para avaliar o potencial de metabolismo fotossintético dos

genomas, validando aqueles pertencentes a Cyanobacteria (AM_2804 e AM_0902).

Microrganismos tropicais, geralmente, possuem um maquinario complexo
associado a degradacdo de compostos aromaticos (DAS; CHANDRAN, 2011; SEO;
KEUM,; LI, 2009). A degradacdo de xenobidticos mediada pelo citocromo P450 ndo foi
o principal mecanismo associado a degradacdo dos mesmos (Figura 4.3). De fato, o
isolamento de xenobidticos por grupos de substratos revelou importantes padrdes de
degradacéo. Foi observado que a dioxina pode ser degradada apenas por Sphingobium
sp2 (AM_1603) e Rhizobiales (AM_0275), bem como, naftaleno e aminobenzeno
podem  ser  degradados  principalmente  por  Rhizobiales (AM_0275).
Cloroalcano/alcenos sdo substratos de dificil degradacdo, Cyanobacteria (AM_0902 e

AM_2804) e Chlorobiaceae (AM_0510) estdo mais propensos a degrada-los.
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Figura 4.3. Perfil funcional dos PGs da bacia do rio Amazonas. As vias bioquimicas de fixacdo de carbono e fosforilacdo oxidativa foram
utilizadas como controles de integridade do genoma para superar as diferencas de completude. Vias de degradacdo de diversos compostos
aromaticos, considerados xenobidticos, foram avaliadas por seus substratos. A completude da via foi mostrada proporcionalmente ao tamanho do

circulo, bem como o taxon a que pertence cada PG pela cor de seu circulo. (Fonte: Préprio autor)
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Metabolismos alternativos s&o muito importantes para ligar a microbiota que
vive em diferentes habitats, por exemplo, microrganismos de ambientes aerobicos e
anaerdbicos. Neste caso, alguns subprodutos metabélicos podem desempenhar papéis
importantes no fluxo de nutrientes, como o metano no fluxo de carbono. O metano é
uma fonte alternativa de carbono gerada por diversos géneros metanogénicos que vivem
em  condicbes  anaer6bicas, como  Methanobacterium,  Methanoculleus,

Methanocorpusculum, Methanobacterium, Methanosaeta (ZIGANSHIN et al., 2016).

Né&o foram encontrados organismos metanogénicos, seguindo a principal sonda
para sua deteccdo, o gene da subunidade o da coenzima-metil-redutase o (mcrA). Foi
possivel observar que a metilotrofia esta relacionada a um conjunto reduzido de genes
do metabolismo C1 na arqueia metanotrofica AM_0615 da se¢do & montante de
Manaus, que contém o conjunto completo de genes da metano monooxigenase (pPmoA-
C), uma sonda para esse tipo de organismos (MCDONALD, | R; MURRELL, 1997).
Outros organismos metanotr6ficos de origem bacteriana também puderam ser
identificados por meio do uso desta sonda, mostrando que AM_0621 (Planctomycetes),
AM_0876 (bactéria desconhecida), AM_1503 (Opitutaceae) e AM_1811 (Opitutaceae)
também podem estar envolvidos nesta via. Os organismos metanotréficos atuam no

turnover de compostos de carbono Unico que afetam o fluxo de carbono global.

O fluxo de nitrogénio sobre o ecossistema da Amazonia foi verificado por meio
da completude do metabolismo de nitrogénio. Genes envolvidos com a oxidacdo de
amonio anaerdbico ndo foram observados em nosso conjunto de genomas. O potencial
para nitrificacdo foi observado apenas no genoma AM_0615, uma Thaumarchaeota

capaz de oxidar o metano/aménio por meio da metano monooxigenase particulada.
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Genes envolvidos com a fixagdo de nitrogénio foram observados em PGs isolados de
todas as secOes, exceto no estuario. Os taxons envolvidos principalmente no

metabolismo de nitrogénio foram Cyanobacteria, Chlorobia e Thaumarchaeota.

O metabolismo do enxofre foi identificado em 18 PGs, capazes de captar o
sulfato extracelular e reduzi-lo pela via assimilatoria. Esta via é predominante nos PGs
provenientes das se¢es a montante (19,6%) e jusante de Manaus (7,8%). Os principais
taxons envolvidos no uso e reciclagem de enxofre no ecossistema amazbnico sao
bactérias desconhecidas (22,2%), cianobactérias (16,7%), beta-proteobactérias (22,2%)

e outros taxons (38,9%).

O metabolismo do fosfonato e fosfinato mostra o potencial de produtos
naturais contendo ligacbes carbono-fosforo, produzidas principalmente por
Actinobacteria, que possuem um alto nivel de estabilidade e sdo capazes de substituir
estericamente os ésteres e carboxilatos de fosfato (PECK; GAO; VAN DER DONK,
2012). Apesar disso, poucas enzimas foram encontradas e diferentemente de
Actinobacteria, o principal taxon responsavel por essa funcao no rio Amazonas, parece
ser o0 grupo das Nitrospiraceae. Apenas 0s genomas AM_0226, AM_1312 e AM_1104
possuem enzimas pertencentes a essa via. A enzima fosfonoacetaldeido hidrolase esta
presente em todos esses genomas. O gene da fosfoenolpiruvato mutase esta presente
apenas em AM_1312. Estes organismos possuem no maximo duas enzimas desta via,
sugerindo um papel potencial para seus produtos intermediarios. PGs pertencentes as

secGes a montante de Manaus e estuario foram os principais responsaveis por esta via.
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4.3.5 A degradacao de celulose e lignina estéa acoplada nos PGs

A degradacdo da matéria organica terrestre € uma funcdo importante que
ocorre em duas etapas: degradacdo da lignina mediada por lacases e degradacdo da
celulose mediada por familias especificas de glicosil-hidrolases, nomeadamente GH1,
GHS3, GH5, GH6, GH8, GH9, GH12, GH45, GH48, GH51 e GH74 (SUKHARNIKOV
et al., 2011). Mais da metade dos PGs (52,9%) ndo possuem a capacidade de degradar a
matéria organica terrestre, devido a auséncia de genes celuloliticos e lignoliticos (Figura
4.4). Lacases estdo presentes em todos os taxons, exceto Bacteroidetes. Pela analise
desta diversidade génica (minimo de duas familias de proteinas apresentando duas
variantes proteicas), identificamos AM_0519 (Xanthomonas fuscans subsp.
aurantifolii), AM_0876 e AM_0936 (ambas bactérias desconhecidas), e AM_1603
(Sphingobium sp2) como os PGs mais propensos a degradacdo da matéria organica
terrestre. Verificou-se um acoplamento entre a presenca de lacases e GHs nos genomas.
Todos 0s genomas apresentando potencial de degradacdo de lignina, também
apresentaram alguma familia de glicosil-hidrolase relacionada a degradacdo da celulose.

Além disso, h& poucos genomas de degradadores exclusivos de celulose (~ 20%).
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Figura 4.4. Perfil dos genomas populacionais contendo genes para oxidacao de lignina e degradacéo de celulose. As principais familias de
glucosil-hidrolases (GHs) que se sabe terem lugar nesta importante via foram pesquisadas em cada um dos PGs e o nimero de genes por familia
de proteinas é mostrado. A completude da via foi mostrada proporcionalmente ao tamanho do circulo, bem como o taxon a que pertence cada PG

pela cor de seu circulo. (Fonte: Proprio autor)
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Apods a oxidacdo da lignina formam-se compostos menores de natureza
aromatica que tem que ser internalizados via sistemas de transporte transmembranar.
Uma avaliacdo quanto aos mecanismos deste transporte foi realizado e € mostrado na

Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Transporte de derivados aromaticos de lignina. As células mostrando

um namero de genes maior que zero foram sombreadas. (Fonte: Proprio autor)

Gene Ortélogo  AM 0226 AM 0228 AM 0233 AM 0275

PcaX_NBD CAC49876.1 6
CouS_NBD CAE27232.1 1
CouT_TMD_NBD CAE27233.1 1

N W |
w ~ ol
or of

Gene Ortologo  AM_0616 AM_0630 AM_0643 AM_0750

PcaXx NBD  CAC498761 0
CouS NBD  CAE272321 1
CouT TMD NBD CAE27233.1 O

N ool ol
N w |
or ol

Gene Ortélogo  AM 0849 AM_0902 AM 1003

PcaXx NBD  CAC49876.1 O
CouS NBD  CAE272321 1
CouT TMD NBD CAE272331 0

or ol
— o k|

Dos PGs que apresentaram mecanismos de internalizagdo, apenas dois deles
(AM_0630 e AM_0902) poderiam oxidar a lignina. Dessa forma, verifica-se que talvez
0 mecanismo de oxidacdo de lignina seja acoplado ao consumo de celulose, entretanto,
desacoplado ao consumo da propria lignina. Os genes relativos ao processamento dos
compostos aromaticos produzidos a partir da degradacdo de lignina também foram
avaliados. Na Tabela 4.4 é possivel observar que apenas outros dois PGs (AM_0519 e
AM _1603), que possuiam a capacidade de oxidar lignina, mostraram-se capazes de

metabolizar compostos aromaticos derivados dela. Os outros PGs que se mostraram
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capazes de degradar estes compostos ndo possuiam em seus genomas genes de
degradacédo de celulose ou oxidacdo de lignina. Isto sugere que a oxidacdo de lignina

estd, provavelmente, desacoplada de seu consumo.

Tabela 4.4. Degradacdo de compostos aromaticos derivados de lignina. O nimero
de genes por PG verificado € mostrado de acordo com os genes utilizados em diferentes
vias de degradacdo desses compostos. As células contendo um nimero maior que zero

foram sombreadas. (Fonte: Proprio autor)

Gene Ortdlogo AM 0228 AM 0275 AM 0519 AM 0616

desB  BAK65008.1
ferB2  BAK65462.1
ligB  BAK65925.1
ligU  BAK65931.1
ligkc ~ BAK65525.1
ligz BAK65447.1
phcD  BAK65625.1

copr oo ool
oOr oopr r o
cooocoor|
R oor oo ol

Gene Ortologo AM 0643 AM 0750 AM_1003 AM 1603

ligA BAK65926.1
ligB BAK65925.1
ligt  BAKG65924.1
ligl BAK65932.1
ligJ BAK65927.1
ligk BAK65930.1
ligR BAK65929.1
ligu BAKG65931.1
ligXc  BAK®65525.1
ligkd  BAKG66795.1
phcC  BAKG65623.1
phcD  BAK®65625.1

OCoOoOORroo0oo0oooo ool
R oOoookr oooooo o
PP OOPFrRPROOR OO O O
CORP NREPEPRELPRELEPREPREPR]|
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4.3.6 A expressdo génica revela um perfil de degradacéo de celulose mediado por
GH3

Selecionou-se dois PGs degradadores de lignocelulose, provenientes das sec6es
a jusante de Manaus (AM_0876) e estuério (AM_1603), para realizar-se uma andlise de
expressdo génica (Figura 4.5). Os perfis de expresséo génica ndo revelaram expresséo
associada a esses genes em ambientes de agua salobra, reforcando a especificidade
desses organismos a ambientes de dgua doce, ou uma alteracdo devido a mudangas de

seus metabolismos em decorréncia de efeitos ambientais.

200 16

B GH3_gene2 = BCCase GHI
1o | 14 uGH48 GH3_gones
160 AM_0876 n g::‘w”: AM_1603 WGH3 _gened W GHI_gened
2| 12 GH3 gene2 W GH3 genel
140 B GH1_genal mGHL

120 10

Transcritos por milhdo (TPM)

B &3
o N & o ®

DFL DPA EFL CPA PFL PPA OFL OPA DFL DPA EFL EPA PFL PPA OFL OPA

Figura 4.5. Perfil de expressdo génica de 2 PGs representativos da degradacao de
celulose e oxidacao de lignina. Dois PGs provenientes da secdo a jusante e estuario
foram selecionados para experimentos de expressao génica. AM_0876 é mostrado como
exemplo de um genoma de um organismo com maquinaria menos diversificada para
degradacéo, enquanto AM_1603 mostra um exemplo de um micro-organismo altamente
adaptado a degradacdo da celulose. As diferentes variantes génicas por familia de
proteinas foram numeradas de acordo com sua posi¢cdo nos contigs apos a predigdo de

genes. As expressdes génicas foram dadas como TPM meédio por secdo e fracdo.
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Legenda: FL - fracdo de vida livre; PA - fracdo associada a particula; D — Jusante; E -

Estuério; P - Pluma; O - Oceano costeiro. (Fonte: Préprio autor)

O PG AM_0876, uma bactéria desconhecida, apresentou maiores expressoes
associadas a fracdes associadas a particulas, principalmente no estuario (Figura 4.5). E
possivel observar a maior diversidade de genes na secdo a jusante, enquanto 0s genes
mais expressos sempre foram GH1 e variantes de GH3 2. O maquinario de degradacao
da matéria organica terrestre de Sphingobium sp2 (AM_1603) é menos expresso de
maneira geral quando comparado a AM_0876, apresentando uma diferenca nos niveis
de TPM de duas ordens de magnitude (Figura 4.5). Assim, Sphingobium sp2 também
ndo demonstrou expressdo de nenhum dos genes avaliados em ambientes com &agua
salobra. No entanto, foi expresso principalmente na secdo de estuario, na fracdo de vida
livre. Os genes GH1 e GH3 variante 2 foram encontrados principalmente em estuério,

enquanto o gene GH48 ndo foi encontrado na fragdo associada a particula no estuario.

4.3.7 Desacoplamento do sistema TTT da degradacdo de OM terrestre

O fluxo de carbono também € afetado pelos sistemas de transporte, uma vez
que eles permitem o uso de fontes alternativas de carbono. O sistema do rio amazonas
possui duas principais formas de carbono, uma complexa composta por material de
origem al6ctone, e materiais menos complexos, como acidos himicos e tricarboxilatos.
Os transportadores tripartidos de tricarboxilatos (Figura 4.6), também conhecidos como

TTT, utilizam proteinas de ligagdo ao substrato para sequestrar os seus ligandos do
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ambiente circundante da célula, sendo considerados transportadores secundarios ativos

de procariotos (WINNEN; HVORUP; SAIER, 2003).

Tricarboxilatos. Ex.: citrato.
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Figura 4.6. Via envolvida no uso de tricarboxilatos e os PGs relacionados a ela. Os
PGs da bacia hidrogréfica do rio Amazonas foram pesquisados quanto ao potencial para
consumir tricarboxilatos via sistema tripartido de transporte de tricarboxilados. (Fonte:
Proprio autor)
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Neste trabalho, os organismos que possuem o sistema TTT completo, sendo
capazes de usar uma ampla gama de fontes de carbono, foram chamados de usuarios de
fontes alternativas de carbono (UFACS). Apenas sete PGs mostraram-se potencialmente
envolvidos nesta via (Figura 4.6), com uma pequena diversidade génica associada aos
genes tctA e tctB, elementos formadores do canal membranar desse sistema (Figura 4.6).
A taxonomia dos PGs contendo o sistema TTT completo foi verificada e apenas uma
alfa-Proteobacteria (AM_0275) foi relatada, enquanto as demais foram identificadas

como Beta-proteobactérias, principalmente da familia Burkholderiales.

Uma caracteristica importante deste sistema é a existéncia de muitas variantes
de proteinas de ligacdo ao substrato (tctC), enquanto apenas alguns genes da porcao
ligada @ membrana (tctA e B) s@o necessarios. Isto é especialmente mostrado na Figura
4.6, onde o tctC foi encontrado desde dezenas a centenas de variantes génicas ao longo
de um Udnico genoma. Micrébios contendo sistemas TTT completos ndo foram
encontrados como sendo agentes degradadores de celulose ou oxidadores de lignina,
exceto o PG AM_0630, um membro de Burkholderiales contendo lacase e genes de
GHB8. Interessantemente, todos 0s organismos que contiveram o sistema TTT completo
(exceto AM_0630 e AM_0233) também possuem maquinaria para degradacdo de
compostos aromaticos derivados da oxidacdo de lignina. 1sso sugere uma conexao
potencial desses organismos na estrutura microbiana que domina esse ambiente, de

forma que haja uma especificacao de funcdes ecoldgicas.

O PG AM_1003 foi recuperado da secdo a jusante e possui 0 maior sistema
TTT representado em nosso conjunto de dados (4 tctA, 4 tctB e 894 tctC) e foi utilizado
para uma analise de expressdo génica. Os perfis de expressdo génica nao revelaram a

presenca do sistema TTT desse genoma em aguas salobras, sugerindo sua preferéncia
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por agua doce (Figura 4.7). A expressdo génica também nédo foi observada na fracdo
associada a particulas da se¢éo estuarina. Foi observada uma expressdo preferencial de
algumas variantes dos genes tctA e tctB. Evidéncias da preferéncia por fraces de vida
livre em agua doce foram observadas para os genes tctC, bem como, menores taxas de
expressao (a maioria das variantes génicas tem < 10 TPM). Poucas variantes foram
expressas em niveis superiores a 10 TPM, com apenas duas delas sendo expressas em
niveis mais altos (> 100 TPM), especificamente na secdo de vida livre do estuério,

sendo candidatas interessantes para uma analise mais aprofundada no futuro.
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Figura 4.7. Expressdo génica do PG com maior sistema TTT encontrado neste
estudo. O genoma do organismo AM_1003, que se acredita ser um membro da classe

Beta-Proteobacteria, teve sua expressdo génica analisada quanto ao sistema TTT. Os
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genes que compdem o sistema tripartido de transporte de tricarboxilato (genes tctA, B e
C) sdo mostrados separadamente. Legenda: FL — Fracdo de vida livre; PA — Fragédo
associada a particulas; D — Jusante; E — Estuario; P — Pluma; O — Oceano. (Fonte:

Proprio autor)

4.3.8 Armazenamento de carbono: o sistema TTT est& acoplado a via de sintese do
PHB

Um dos sistemas mais importantes de armazenamento de carbono é o
metabolismo de poli-hidroxi-butiratos (PHB) (Figura 4.8), uma caracteristica
interessante no fluxo de carbono, mas pouco explorada. Aqui, as enzimas de biossintese
de PHB foram pesquisadas nos PGs para avaliar o seu potencial para armazenar carbono
neste biopolimero (Figura 4.8). Quase todos os PG que apresentam a via completa
(phaA-C) também possuiram o sistema TTT, com excecdo de AM_0528 e AM_1603,
que em vez disso, ndo tém o sistema TTT e degradam a OM terrestre. Observou-se que
a principal diversidade de genes esta relacionada aos passos iniciais da biossintese de
PHB, enquanto um ndmero limitado de genes codifica os Ultimos passos realizados
pelos genes phaC e phaE. O gene phaR esta presente apenas em 7 dos 13 PGs que se
acredita serem capazes de produzir PHB, enquanto apenas 0 PG AM_1111 pode ser
capaz de produzir PHAB, uma vez que também contém o gene phaE. Nao foram
encontrados PGs contendo o gene cat2, também conhecido como orfZ. O maior numero
de genes relacionados a essa via foi encontrado no degradador de OM terrestre

AM 1603, representante da espécie Sphingobium sp2.
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Figura 4.8. Via de armazenamento de carbono por biossintese de PHB. A producao
de polihidroxibutirato/alcanoato foi investigada para avaliar o potencial de
armazenamento de fontes de carbono nesses microbios. Os PGs com o potencial para
produzir esses compostos sdo mostrados. A enzima phaE permite, quando em presenca
da enzima phaC, a biossintese de Poly3HB-co-4HB, além da proteina phaR que regula a

acumulacdo de PHB em granulos maiores no interior da célula. (Fonte: Préprio autor)

Para entender melhor como a biossintese de PHB pode ocorrer ao longo do rio

Amazonas e quais sdo as diferencas entre UFACs e organismos degradadores de OM
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terrestre, avaliou-se a expressao génica dos genes da via do PHB nos dois PGs que

melhor representaram essa via, 0s genomas AM_1003 e AM_1603 (Figura 4.9).
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Figura 4.9. Perfis de expressdo génica da via do PHB em dois PGs representantes
dos grupos: UFAC (AM _1003) e degradadores de OM terrestre (AM_1603). De
maneira geral, as diferentes variantes génicas por familia de proteinas foram numeradas
de acordo com sua posi¢do nos contigs durante a predicdo génica. Legenda: FL — Fracdo
de vida livre; PA — Fracdo associada a particulas; D — Jusante; E — Estuario; P — Pluma;
O — Oceano. (Fonte: Proprio autor)
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O genoma AM_1003 foi caracterizado como UFAC e apresentou maior
expressao de genes relacionados a via do PHB quando comparado ao AM_1603, um
degradador de OM terrestre. Apesar do PG AM 1603 apresentar mais genes
relacionados a essa via, a maioria deles ndo foi expressa. Ambos os PGs ndo tiveram
expressdao de genes dessa via em ambientes com &gua salobra, mostrando sua
preferéncia por agua doce. A via do PHB é administrada por variantes especificas dos
genes phaA-C em ambos 0s organismos, enquanto a expressdo génica de phaA e phaB é
muito maior que a do gene phaC. Apenas o0 PG AM_1003 possui 0 gene phaR
considerado essencial para o0 acumulo de PHB em altos niveis a partir de substratos de 1
a 5 carbonos. O gene phaR foi transcrito em altos niveis, quando comparado as outras

enzimas dessa via metabdlica (Figura 4.9).

4.4 Discussao

4.4.1. Os genomas populacionais da bacia do rio Amazonas

Cinquenta e dois PGs (3,6% do total de PGs recuperados dos contigs
metagendémicos da bacia do rio Amazonas) foram selecionados ap6s as etapas de
filtragem, refinamento e eliminacdo de PGs redundantes (Apéndice 8). Essa taxa de
recuperacdo de PGs, ap0s a filtragem por qualidade, é semelhante a obtida por outros
autores (HUGERTH et al., 2015; PARKS et al., 2017). Isso mostra que os algoritmos de
categorizacdo precisam de melhorias, de modo que mais PGs de qualidade possam ser

recuperados, reduzindo-se a categorizacao ndo especifica.
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De um modo geral, os PGs aqui reportados estavam de acordo com padrdes
previamente estabelecidos (BOWERS et al., 2017), sendo considerados genomas-
esboco de alta qualidade. A maior taxa de recuperacdo de PG da se¢do a montante de
Manaus (Figura 4.1) reflete a cobertura mais profunda dos metagenomas dessa secao,
sugerindo que metagenomas com cobertura mais profunda podem ser melhores para
gerar genomas populacionais, quando comparados a metodologias que adotam nimeros
maiores de réplicas de metagenomas com baixa cobertura. Além disso, 0s metagenomas

gue compde essa secdo sdo aqueles produzidos pelo nosso laboratdrio.

Interessantemente, 0 maior nimero de PGs recuperado na montante poderia ser
associado a uma maior quantidade de material particulado e nutrientes das &guas
brancas do rio Solimdes, que ap6s a mistura das aguas do rio Negro, um rio de aguas
pretas, dilui a carga em suspenscdo e 0s nutrientes, reduzindo assim o numero de
microrganismos nas estacOes seguintes (secdes da jusante a estuario). J& observa-se que
nas estacfes na pluma e oceano, uma barreira como a salinidade compde um dos
principais fatores estruturadores das comunidades microbianas nestas regides, onde ha

uma sazonalidade devido a producdo primaria e sedimentaria.

A composicdo taxonémica dos genomas recuperados (Figuras 4.1 e 4.2) foi
semelhante aquela observada por outros autores utilizando a andlise de reads
(DOHERTY et al., 2017; SATINSKY; SMITH; SHARMA; WARD; et al., 2017). A
predominancia de Proteobacteria (39% dos genomas recuperados) reforca os resultados
de outros estudos (GHAI; RODRIGUEZ-VALERA; et al., 2011; TOYAMA et al.,
2017) que indicam a microbiota do rio Amazonas amplamente ocupada pelos grupos
Actinobacteria e Proteobacteria. A secdo a montante possuia 0 conjunto

taxonomicamente mais diverso de PGs, quando comparado com as outras, o que pode
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estar relacionado a uma cobertura mais profunda de seus metagenomas aliada a uma
maior diversidade microbiana que decresce apés a juncdo dos rios Solimdes e Negro

(secdo a jusante de Manaus), um provavel efeito da interface de mistura estratificada.

O continuum salino também mostrou ser um fator principal para a composicao
de PGs, onde um menor nimero de taxons pode ser recuperado e diferentes
composigdes podem ser observadas entre pluma e oceano, como previamente verificado
por Satinsky et al. (SATINSKY; CRUMP; et al., 2014; SATINSKY; ZIELINSKI; et al.,
2014). Embora Synechococcus tenha sido relatado como um género fototrofico
dominante nas aguas do rio Amazonas (SATINSKY; CRUMP; et al., 2014; SATINSKY
et al., 2015), outras cianobactérias (nomeadamente Anabaena e Richelia) foram mais

abundantes neste ambiente, uma vez que pudemos recuperar seus PGs.

Comunidades de arquéias mostram-se claramente segregadas, com dominancia
das Thaumarchaeota em ambientes de agua doce, enquanto Euryarchaeota esta presente
em agua salobra. Isto reforca o que ja foi observado anteriormente (SANTOS-JUNIOR

etal., 2017).

4.4.2 Cepas coespecificas e sua importancia ambiental

Cepas coespecificas (Apéndice 10) mostram alta completude e similaridade
com seus genomas referéncia. Nossas comparacdes foram realizadas usando milhares de
genomas de alta qualidade depositados em bancos de dados de referéncia. No entanto,
apenas 19,2% dos genomas aqui relatados foram agrupados em cepas coespecificas,

revelando uma grande novidade associada a eles. PGs deste estudo também mostraram
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ser melhores referéncias para algumas espécies do que aqueles depositados nas bases de

dados de referéncia, por exemplo, a cepa coespecifica de Sphingobium sp2.

Por meio de abordagens de similaridade genémica, foi possivel identificar os
dois principais géneros tidos como responsaveis pelas assinaturas fotossintéticas no
ambiente da bacia amazonica: Richelia e Anabaena. Richelia intracellularis foi
previamente identificado por anélise de reads (HILTON et al., 2015), e embora tenha
sido relatado anteriormente ocupando preferencialmente a secdo da pluma (DEL
VECCHIO; SUBRAMANIAM, 2004), verificou-se que era abundante nas se¢des do
estuario até oceano. Enquanto isso, 0 genoma populacional relacionado a Anabaena,
AM_0902, foi mais abundante nas secBes a jusante e na pluma. Estas descobertas
reforcam a ideia de uma crescente assinatura autotrofica em direcdo ao oceano,
principalmente devido a menor presenca de materiais particulados (HILTON et al.,
2015; SATINSKY et al., 2015; SATINSKY; SMITH; SHARMA; LANDA; et al., 2017;
SATINSKY; SMITH; SHARMA; WARD; et al., 2017). Outro papel desempenhado por
eles é o ciclo do nitrogénio, uma vez que esses géneros sao considerados diazotréficos

importantes, como observado anteriormente (HILTON et al., 2015).

Grupos desconhecidos foram recuperados como cepas coespecificas, como no
caso do género desconhecido UBA11236 (AM_1606), no qual ndo ha informacdes
associadas. Alguns deles foram parcialmente estudados, como a cepa coespecifica
AM_2207 da GWA2-73-35 spl, algumas espécies caracterizadas do filo candidato a
Rokubacteria. Embora poucas informagdes disponiveis, Rokubateria é reconhecido
como um filo frequente em estudos metagendmicos com crescimento realizado a partir
da degradacdo de acetato ou de acidos graxos. Sua caracteristica unica é codificar

maltiplas oxirredutases nitriticas, com essas bactérias provavelmente formando
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comunidades metabdlicas interconectadas (HUG et al., 2016). Isso sugere o PG
AM_ 2207 como um dos principais participantes do ciclo de nitrogénio nas comunidades
microbianas da bacia do rio Amazonas. Outro exemplo de cepas especificas com taxons
ndo-descritos € 0 PG AM_2208, uma cepa coespecifica de Coccinistipes sp. Este género
é representado por um isolado do ambiente marinho em 2006 ainda ndo publicado. Ha
poucas informacGes disponiveis sobre este género do filo Bacteroidetes. Mas aqui,
podemos inferir mais informac6es sobre sua abundancia e relatar um genoma desse
organismo que pode ser usado para prever caracteristicas fenotipicas e ajudar a entender

melhor sua importancia no ecossistema.

Embora dois PGs (AM_0507 e AM_0219) tenham sido cepas coespecificas de
Candidatus Methylopumilus spl, observou-se que ambos diferem em um grau
relativamente alto para serem considerados iguais. Desta forma, sugerimos que ambos
sejam considerados cepas distintas. Candidatus Methylopumilus é um género composto
por espécies metilotréficas originalmente isoladas de plancton de lagos de agua doce
(SALCHER et al., 2015). Estes organismos geralmente possuem bacteriorrodopsinas,
permitindo que haja producdo de energia com a presenca de luz (SALCHER et al.,
2015), mas isso ndo foi verificado para AM_0507 e AM_0219, talvez devido a sua
integridade de apenas ~80%. Esses dois genomas apresentam uma distribuicdo de
abundancia complementar, sendo AM_0507 mais abundante em aguas salobras,
principalmente em fracGes livres, enquanto AM_0219 estd mais presente nos trechos a

montante e estuario (Figura 4.2).

Dois genomas (AM_0608 e AM_1603) foram relacionados a espécies
altamente ativas na mineralizacdo de compostos organicos que impactam de diferentes

formas as fontes de carbono no ambiente. A cepa especifica Acinetobacter junii
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AM 0608, apesar de estar relacionada a varios casos de infeccbes nosocomiais
(GERISCHER, 2008), é uma espécie imovel, Gram-negativa, oxidase negativa do filo
Gama-Proteobacteria. O género Acinetobacter foi encontrado anteriormente na bacia do
rio Amazonas (GHAI; RODRIGUEZ-VALERA,; et al., 2011; TOYAMA et al., 2017) e
revelou-se mais abundante nas fracdes associadas as particulas oceénicas (Figura 4.2).
Este género € um importante grupo de organismos envolvidos na mineralizagdo de
compostos aromaticos (JUNG; BAEK; PARK, 2010). QOutro género relatado foi
Sphingobium sp2 como uma cepa especifica de AM_1603, conhecida por degradar
varios compostos aromaticos e halogenados (por exemplo, herbicidas como o &cido
(RS)-2-(4-cloro-2-metilfenoxi) propidnico (GAI et al., 2011; ZIPPER et al., 1996). Este
micrébio foi mais abundante na fracdo associada a particulas do estuario, com uma
distribuicdo regular sobre outras secdes (Figura 4.2). Isto mostra uma preferéncia desta

espécie de Sphingobium por agua doce em um estilo de vida associado a particulas.

Houve cepas coespecificas de patdgenos, como Trueperella pyogenes e
Xanthomonas fuscans subsp. aurantifolii, respectivamente AM_0546 e AM_0519. O
PG AM_0546, apesar de estar relacionado a um patégeno animal oportunista, pode ser
considerado um micrébio potencialmente degradador da OM terrestre (Figuras 4.3 e
4.4). T. pyogenes é geralmente hospedado em vias respiratdrias superiores, urogenitais e
gastrointestinais (MACHADO; BICALHO, 2014), onde a OM terrestre trafega durante
a digestdo, explicando em parte este achado. No entanto, 0 PG AM_0546 também
possui 0 gene da listeriolisina O, codificando um dos mais importantes fatores de
viruléncia envolvidos em suas infeccdes. Isso mostra que este organismo ao mesmo
tempo pode funcionar como um degradador da OM terrestre no meio ambiente, e no

caso de encontrar um hospedeiro, pode se transformar em patoégeno. Evidéncias de sua
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preferéncia por aguas salobras (Figura 4.2) também sugerem essa cepa como uma

espécie diferente, mais adaptada ao estilo de vida oceanico.

A linhagem patogénica AM_0519 também se mostrou degradadora da OM terrestre
(Figuras 4.3 e 4.4), principalmente nas se¢des a jusante de Manaus, estuario e pluma,
com migracao da fracdo associada a particula para vida livre entre as se¢@es a jusante
até a pluma. Xhantomonas fuscans subsp. aurantifolii € um tipo de patdégeno de Citrus
sp., causando o cancro citrico tipo C (MOREIRA et al., 2010). Seu estilo de vida aliado
a sua principal maquinaria genémica revela uma potencial introdugdo desse organismo
por transferéncia massica de material terrestre contaminado. Este organismo pode ser
adaptado a esta mudanca de habitat, transformando-se em um decompositor, uma vez
que é difundido nas aguas a jusante de Manaus até a pluma, abandonando as particulas e
tornando-se um organismo de vida livre. Entretanto, mais evidéncias sdo necessarias

para suportar tal teoria.

4.4.3 Potencial metabdlico

Rhizobiales (AM_0275) foram encontrados com potencial para degradar
dioxina, naftaleno e aminobenzeno, enquanto Sphingobium sp2 (AM_1603) foi
principalmente associado a degradacdo de dioxina e cloroalcanos/alcenos, mais
provavelmente degradados por cianobactérias (AM_0902 e AM_2804) e Chlorobiaceae
(AM_0510). Esses padrdes de degradacdo mostram organismos a jusante de Manaus
com um maquinario mais sofisticado para lidar com xenobidticos do que aqueles
presentes nas secdes apoOs a jusante de Manaus até o oceano. De fato, parece que o

membro Rhizobiales AM_0275, é um dos organismos mais interessantes para ser usado
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em processos de biorremediacdo ou capaz de povoar essas aguas em caso de
contaminacdo na secdo a jusante, enquanto Cianobacteria e Clorobiacea parecem estar
mais focados em compostos halogenados. Apesar do género Sphingobium ser
considerado um grupo de degradadores altamente potentes, o PG AM_1603 nédo
apresentou potencial de degradacdo de uma grande variedade de Xxenobidticos,
sugerindo que esta cepa possa ter adaptacdes que a diferenciam das cepas desse género.
Deve-se notar que essas discussdes foram feitas sobre comparacdes de dados genémicos
com as vias e organismos presentes no banco de dados referéncia KEGG e nao atribuem
completamente as vias putativas de um organismo particular, apenas revelam um

potencial levando em conta o conhecimento atual.

A auséncia de organismos metanogénicos pode ser explicada pelo metabolismo
anaerobico desses organismos e pela amostragem feita em zonas consideradas
oxigenadas. Esperava-se que o Thaumarchaeota AM_0615 fosse metanotréfico, uma
vez que esse grupo € marcado por adaptacdes a quimioautotrofia, via oxidacao
anaerobica de amoénio (SWAN et al., 2014). Este organismo também pode ser
importante para os ciclos de nitrogénio e carbono, desempenhando um papel
fundamental neste ambiente (PESTER; SCHLEPER; WAGNER, 2011). Outro possivel
metanétrofo foi um membro Planctomycetes (AM_0621), um filo bacteriano menos
conhecido, que é sabidamente importante para a ciclagem de nitrogénio e carbono
(TADONLEKE, 2007). O PG AM_0621 foi encontrado principalmente em amostras de
vida livre no estuario, o que pode significar uma interseccdo com 0 excesso de
nitrogénio ciclado pelas cianobactérias, previamente descritas por outros autores.
(HILTON et al., 2015; SATINSKY et al., 2015; SATINSKY; SMITH; SHARMA,

WARD; et al., 2017). Duas Verrucomicrobia (AM_1503 e AM_1811) também tinham
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uma assinatura metanotrofica em seus genomas. Verrucomicrobia metanotroficas foram
previamente encontradas em fontes acidas e geotermais (SHARP et al., 2014) sugerindo

agora uma nova distribuicdo delas também em ambientes ndo extremos.

O ciclo de nitrogénio no ecossistema da Amazonia ndo foi amplamente
verificado em nosso conjunto de dados. No entanto, os genomas de Cyanobacteria,
Chlorobia e Thaumarchaeota mostraram um potencial para realizar esta via. Isso foi
sugerido anteriormente (HILTON et al., 2015) e pode estar relacionado a uma baixa
abundancia de organismos diazotroficos, devido ao alto nivel de materiais particulados e
a dificil penetracdo da luz. Assim, as presentes descobertas reforcam a funcéo do grupo
das Cyanobacterias no ciclo do nitrogénio, sugerindo também uma parceria com 0s

organismos do grupo dos Thaumarchaeota.

O ciclo de enxofre revelou-se mais intenso na secdo a montante,
principalmente devido a taxons desconhecidos, Beta-proteobacteria e Cyanobacteria,
algo ja observado por outros autores (SATINSKY; SMITH; SHARMA; LANDA,; et al.,
2017; SATINSKY; SMITH; SHARMA; WARD; et al., 2017). As componentes chaves
parecem ser a absorcdo extracelular de sulfato e a redugdo de sulfato assimilatério. Esta
aparente falta de mais componentes é devido as caracteristicas anaerdbicas deste ciclo
(PFENNIG; WIDDEL, 1982) e nossa amostragem ter ocorrido em zonas oxigenadas.
Os principais taxons que realizam o ciclo do enxofre crescem em condi¢Bes andxicas.
Alguns taxons, por exemplo Thiobacillus, podem mediar o ciclo do enxofre sobre a
interface Oxico-andxica (JORGENSEN, 1982). No entanto, esses organismos ou
organismos relacionados a eles ndo foram encontrados em nosso estudo. Assim,

sugerimos uma investigacdo mais aprofundada sobre a microbiota de sedimentos para
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uma melhor compreensdo do ciclo biogeoquimico deste elemento no ecossistema

amazonico.

4.4.4 QOrganismos degradadores de OM terrestre

A degradacdo da OM terrestre revelou-se uma funcdo-chave para essa
microbiota, uma vez que quase metade das PGs a apresentou (Figura 4.4). Isto é
concordante com o fato de que a OM terrestre (celulose, hemicelulose e lignina) pode
representar 80% de uma biomassa florestal que termina no rio (BOERJAN; RALPH,;
BAUCHER, 2003; BOSE et al., 2009; MARTENS; REEDY; LEWIS, 2004). Este fato
sugere uma populacdo de especialistas ajudando uma populagéo ligeiramente maior de
espécies generalistas que ndo podem usar o carbono organico desses materiais em
estado bruto. Entre as espécies que possuem algumas familias de proteinas envolvidas
na oxidacdo de lignina, parecem estar presentes em uma cépia Unica em quase todos 0s
taxons, exceto Bacteroidetes. Essa diversidade génica é muito menor do que a verificada
para organismos do solo (LOPEZ-MONDEJAR et al., 2016), mostrando que, apesar de
terem capacidade de degradar lignina e celulose, essa capacidade deve ser relativamente

mais limitada.

Os PGs de degradadores de OM terrestre parecem possuir a habilidade e
potencial dependéncia da OM terrestre para sobreviver, uma vez que foram obtidas de
amostras de agua doce e ndo foram abundantes em ambientes com agua salobra. Outra
concluséo possivel é de que ha uma reducdo da atividade de degradacdo da OM terrestre

a medida que o curso do rio atinge o oceano, uma vez que o nimero de PG recuperados
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com potencial de degradacgdo é reduzido nas secOes a jusante e estuario. Entretanto, €
importante ressaltar a possibilidade de a OM terrestre nao ser degradada e tornar-se um
material recalcitrante em ambientes de agua salobra, uma vez que as PG recuperadas
dessas regides apresentavam pequeno potencial de degradacdo da OM terrestre aliada a

uma baixa diversidade genética.

Os perfis de expressdo génica mostram os organismos avaliados (AM_0876 e
AM_1603) como organismos de &gua doce, fato que sustenta a ideia de serem utilizados
como modelos de organismos degradadores de OM terrestre na bacia do rio Amazonas.
O PG AM_0876, uma bactéria desconhecida, apresentou maiores expressdes associadas
a fracbes associadas a particulas, principalmente no estuario (Figura 4.5). Isso é
consonante com observacfes de outros autores em que a maior degradacdo da OM
terrestre estd associada a uma tendéncia de agregacao celular (CORNO et al., 2015). A
diversidade génica e os padrdes de expressdo ainda sugerem que o repertério de
enzimas usado por AM_0876 na degradacdo da OM terrestre pode estar funcionando de
uma maneira indutivel ou que outras enzimas que ndo as variantes 2 dos genes de GH1

e GH3 poderiam ser reguladas por feedback.

A magquinaria de degradacdo da OM terrestre do Sphingobium sp2 (AM_1603)
é uma ordem de grandeza menos expressa de maneira geral quando comparada a do PG
AM 0876 (Figura 4.5). Isso poderia sugerir que, apesar de ter uma maquinaria
geneticamente diversa, o Sphingobium sp2 seja fastidioso ou menos responsivo a OM
terrestre, uma vez que pode usar outras fontes de carbono. A expressdo génica
concentrada na fragdo de vida livre da seg&o estuarina traz a ideia de que 0s organismos
degradadores da OM terrestre formam consorcios quando associados as particulas. Seu

perfil de expressdo génica sugere uma organizacdo complexa dessas variantes génicas
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sobre 0 genoma, seguida por uma rede de regulacdo de expressdo bastante truncada.
Assim, as mudancas no perfil compostas principalmente pelas enzimas GH1 e GH3, e a
auséncia da GH48 na fracao associada as particulas do estuario poderiam refletir a perda
de carbono terrestre dentro do rio. Estas sdo evidéncias de um material organico mais
complexo na secdo a jusante, enquanto a OM terrestre no estuario deve ser mais
facilmente degradada. De fato, isso reforca a ideia da mudanca da natureza da OM ao
longo do curso do rio, em que por¢Bes a montante e jusante possuem origem aldctone
que é substituida por fontes de producéo primaria na foz do rio (SATINSKY; SMITH,;

SHARMA; WARD; et al., 2017; SEIDEL et al., 2016).

4.4.5 O papel do sistema transportador tripartido de tricarboxilatos no uso de fontes
alternativas de carbono

Embora outros estudos relatem uma enorme quantidade de novos elementos
TTT no ecossistema microbiano do rio Amazonas (GHAI; RODRIGUEZ-VALERA, et
al., 2011), uma pequena parte dos nossos PGs tinha o sistema TTT (13,5%). Seis dos
sete PGs descritos como contendo o sistema TTT pertencem a Beta-proteobactérias,
principalmente a familia Burkholderiales. 1sso era esperado, uma vez que este sistema
de transporte foi descrito pela primeira vez e provou ser mais presente no grupo das

Beta-proteobactérias (ANTOINE et al., 2003), com algumas excecdes.

Encontrou-se um arsenal completo de diferentes genes de proteinas de ligacdo
ao substrato (tctC), de dezenas a centenas de variantes genéticas ao longo de um Unico
genoma. Esta evidéncia concorda com outros autores (ANTOINE et al., 2003) que

descobriram esta familia de proteinas em Bordetella pertussis, que possuia 90 copias do
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gene, com 79 delas intactas e funcionais. Outras bactérias foram encontradas contendo
entre 1 e 11 genes tctC. Como existe uma alta afinidade de cada gene variante ao seu
substrato, ha evidéncias de um uso de multiplos substratos através deste sistema
(ANTOINE et al., 2003, 2005; WINNEN; HVORUP; SAIER, 2003). Pode ser que em
trabalhos futuros, haja a identificacdo de tctC responsaveis pelo transporte de outros
substratos, além daqueles atualmente conhecidos, reconhecendo genes que
desempenhem um papel importante nas comunidades microbianas da Amazonia. Os
genes dos elementos de membrana (tctA e tctB) mostraram-se menos diversificados,
com poucas variantes por genoma. Isto explica a eficiéncia aparente do sistema, onde
sd0 necessarios poucos elementos de membrana para receber varios substratos

diferentes.

A especializacdo nesta fungéo de transporte parece ser um tragco de organismos
ndo-degradadores de OM terrestre, 0 que poderia sugerir uma potencial
compartimentaliza¢cdo do uso de carbono na estrutura microbiana que domina este
ambiente. Esta € uma caracteristica comum em micrdbios heterotr6ficos do oceano
profundo e a especializacdo em sistemas de transporte parece ser uma das caracteristicas
mais promissoras do uso de OM dissolvida na coluna de dgua oceanica (BERGAUER et

al., 2018).

A andlise da expressdo génica do PG AM_1003 mostrou a expressao
preferencial de algumas variantes de tctA e tctB, o que poderia implicar em um controle
génico mediado por condicBes especificas, onde a resposta basal corre sobre variantes
génicas especificas. A sobre-representacdo de variantes do gene tctC sugere uma
maquinaria bioquimica rica para lidar com este painel de substratos putativos. Outro

fato que reforca essa capacidade ampliada do uso de fontes alternativas de carbono é o
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fato de variantes do gene tctC serem pouco expressos, apresentando expressao
preferencial sob condi¢cGes ambientais especificas, que devem ser investigadas. Em
resumo, o TTT revelou-se um sistema importante no processamento de OM e representa

uma alternativa para a degradacéo direta da OM terrestre.

4.4.6 Armazenamento de carbono via PHB

O metabolismo de polihidroxi-butiratos (PHB) (Figura 4.8) é uma
caracteristica interessante para 0s genomas microbianos em contextos ambientais e
biotecnoldgicos, uma vez que este polimero apresenta diversas aplicacdes industriais
(LENZ; MARCHESSAULT, 2005; POLI et al., 2011). Organismos especializados em
extrair carbono do meio ambiente podem apresentar dois comportamentos principais,
utiliza-lo ou simultaneamente armazené-lo. Um polimero alternativo pode ser produzido
na via do PHB com a presenca da enzima PhaE e da enzima PhaC, gerando um
polimero hibrido contendo mondémeros de 4-hidroxibutiril e 3-hidroxibutiril (PHAB),
com diferentes propriedades. Para isso, 0 semi-aldeido succinico proveniente do ciclo
de TCA precisa ser convertido pela enzima Cat2 (OrfZ) em moléculas de 4-butiril. Este
metabolismo é uma rede genética complexa, onde o sistema de regulacdo génica é
mediado pelo gene phaR, um repressor transcricional. O phaR controla a expresséo de
enzimas biossintéticas, phasins e PHAB, podendo atuar como regulador global da

alocacdo e simbiose de carbono em excesso (QUELAS et al., 2016).

A via completa (phaA-C) foi relacionada aos organismos com sistema TTT,

sugerindo primeiramente um acoplamento desse sistema, e em segundo lugar um papel
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importante realizado pelas Betaproteobactérias no armazenamento do carbono. A
redundancia do sistema de biossintese do PHB ¢é muito inferior a apresentada pelo
sistema TTT. As reacOes limitantes da via sdo realizadas por enzimas codificadas por
genes Unicos ou poucas variantes genéticas, sugerindo a ruptura da via se elas forem
perdidas. O gene phaR revelou estar em mais da metade dos PGs apresentando a via, 0
gue mostra que esses organismos sdo potenciais acumuladores de PHB. No entanto,
acredita-se que apenas um deles (AM_1111) produz PHAB, apesar de ndo possuir o

gene cat2 (Figura 4.8).

Andlises de expressdo génica (Figura 4.9) revelam que UFACs apresentam
maior expressao de genes relacionados a via do PHB quando comparados a organismos
degradadores de OM terrestre, embora possuam menor redundancia dos genes dessa via.
Outro fato importante é que a via de biossintese de PHB é administrada por variantes
especificas dos genes phaA-C em ambos 0s organismos, enquanto a expressao génica de
phaA e phaB é muito maior que do que a do gene phaC. O gene phaR do PG AM_1003,
um UFAC, foi altamente expresso, algo incomum para os reguladores transcricionais.
Entretanto, outros autores (KOROTKOVA; CHISTOSERDOVA; LIDSTROM, 2002)
também sugerem que o phaR é um agente condutor do fluxo de acetil-coA para a sintese
de PHB, permitindo o acimulo de PHB em altos niveis a partir de substratos contendo
de 1 a 5 carbonos. Nesse sentido, organismos que degradam a OM terrestre e também
realizam armazenamento de carbono devem armazenar quantidades menores de PHB
em um mesmo lapso de tempo, quando comparados a organismos que utilizam o

sistema TTT para recuperar suas fontes de carbono do meio ambiente.
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4.4.7 Releitura do efeito priming no rio Amazonas

Com base no exposto neste capitulo revisou-se 0 modelo do efeito priming
proposto no capitulo 3 do presente trabalho. Neste modelo (Figura 4.10), levou-se em
conta o contexto genémico dos genes, em que ha um acoplamento da oxidacdo de
lignina e degradacdo de celulose e hemicelulose. Diferentemente do modelo
previamente proposto, aqui sabemos que ha um consoércio que degrada diretamente a
matéria organica terrestre, composto por duas subcomunidades, uma exclusivamente

degradadora de celulose e outra que além disso também degrada a lignina.

Essas comunidades devem trabalhar juntas com o intuito de degradar celulose,
para que recebam carbono estrutural e energia. Entretanto, uma vez que ndo verificamos
o0s aparatos de internalizacdo e metabolizacdo dos compostos aromaticos derivados de
lignina, € esperado que esses microrganismos ndo consumam esses compostos e,

portanto, degradem a lignina, pois esta impede a a¢do das celulases estericamente.

Uma vez que a lignina é degradada, gerando compostos fenolicos, o consércio
microbiano degradador de OM terrestre sofre uma inibicdo. Outros autores reportam um
efeito inibitdrio significante desses compostos em relacdo a celulases (QIN, Lei et al.,
2016) e a dinamica de fermentacdo anaerébica (MONLAU et al., 2014; XUE et al.,

2018) e culturas puras aerdbicas (ASTON et al., 2016).

As comunidades UFAC consomem esses compostos fenolicos derivados de
lignina, eliminando a inibi¢&o por feedback sofrido pelas comunidades degradadoras de
OM terrestre. Essas comunidades também recebem carbono estrutural e energia a partir

da degradagdo de celulose, promovida pelo consércio degradador. Por sua vez, as
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UFAC se caracterizam pelo acoplamento do sistema TTT e os sistemas de degradacao

dos compostos fenolicos derivados da lignina, assim como, a presenca do sistema de

armazenamento de carbono intracelular mediado pela biossintese de PHB. Essas

comunidades ainda realizam de modo intracelular a producdo desse polimero e seu

consumo de acordo com o ambiente extracelular, regulando assim seu proprio

crescimento e expansao clonal. Dessa forma, o efeito priming no rio Amazonas parece

ser devido a eliminacdo da inibicdo decorrente da producdo de compostos fenolicos

derivados da lignina. A degradacdo de celulose é mediada principalmente por enzimas

GH3 e GH1, enquanto a oxidacédo da lignina ocorre via lacases e DYPs.
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Figura 4.10. Esquema de efeito priming a partir das evidéncias gendmicas. As setas

verdes mostram relacdes de efeito benéfico para as comunidades, as setas azuis

representam a secrecdo de ectozimas ou degradacdo de compostos, enquanto as setas
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negras mostram a conversao do substrato em um produto. A seta vermelha mostra uma

relacdo de inibicdo de crescimento e a seta cinza seu bloqueio. (Fonte: Proprio autor)

45 Conclusédo

Foi possivel recuperar 52 PGs ndo redundantes de 106 metagenomas
previamente depositados, obtidos pelo sequenciamento Illumina do DNA ambiental
total de 30 estagbes na bacia do rio Amazonas. Este é o primeiro relato do
estabelecimento de PGs procaridticos na bacia do rio Amazonas. PGs aqui relatados
mostraram maquinarias completas para processar OM terrestre, além de um conjunto
distinto de espécies UFAC, via sistema TTT. Esses genomas ainda revelaram uma
tendéncia do sistema TTT estar acoplado ao armazenamento de carbono via sintese de

PHB e ao uso de compostos aromaticos derivados da lignina, embora haja exce¢oes.

As beta-proteobactérias mostraram-se o grupo envolvido principalmente nos
processos de fluxo de carbono na bacia do rio Amazonas, apesar de estabelecerem uma
rede estruturada espacialmente com outros organismos ao longo do curso do rio. Foi
possivel observar a tendéncia de organismos degradadores da OM terrestre,

estabelecendo consorcios de degradagéo.

Sob a nova Otica do contexto gendmico, o modelo de efeito priming
previamente estabelecido no capitulo 3 pode ser revisto e teve melhorias adicionadas ao
seu escopo. Deste modo, determinamos os principais mecanismos de degradagéo e qual

o0 potencial efeito priming que regula a degradacéo de OM terrestre no rio.

Em resumo, esses PGs derivados da bacia do rio Amazonas sdo alvos

interessantes para estudos visando uma maior compreensao da bacia do rio Amazonas,
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uma vez que representam 0s organismos mais abundantes nesse sistema e podem ajudar

a construir um painel mais completo de ecossistemas tropicais aquaticos.
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51 Introdugéo

As novas tecnologias de sequenciamento em larga escala reduziram
rapidamente os custos de sequenciamento (MARDIS, 2011; MUIR et al., 2016)
permitindo com que diversas areas dependentes de sequenciamento massivo fossem
impulsionadas. O aumento do volume de dados gerado criou demandas por ferramentas
mais réapidas e por analises bioinforméaticas mais profundas (MUIR et al., 2016).
Diversas plataformas tém sido desenvolvidas para este fim, como 0 UPARSE (EDGAR,

2013) e IMP (NARAYANASAMY et al., 2016).

Ha diversos problemas com as aplicacdes atualmente disponiveis, como: longo
tempo de processamento e a requisicdo de altos niveis de processamento
(NARAYANASAMY et al., 2016). Além desses problemas, tecnicamente ha alguns
pontos que devem ser levados em conta. Embora permitam uma melhora na velocidade
e diminuicdo do custo de processamento, algumas estratégias adotadas por essas
aplicacdes, como por exemplo, aquelas heuristicas (perfis HMM) e as por frequéncia de
k-mers, podem inserir bias nos resultados. O grande problema de aplicacdes deste tipo é
que a cada execucdo, elas tendem a apresentar resultados diferentes (EDDY, 2011;

FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011; LEE; PARK, 2014; YOON, 2009).

Por fim, o grande nimero de aplicacGes necessarias para o tratamento completo
dos dados, aliado a necessidade de especializa¢do para lidar com eles, exclui a maioria
dos usuarios que ndo podem lidar com pipelines que ndo sejam totalmente

automatizados.
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Considerando esses desafios, desenvolvemos o BEAF, uma pipeline
automatizada capaz de trabalhar em diferentes conjuntos de dados, executando todas as
etapas, desde a edicdo de reads até a montagem e a anotacdo de ORFs. O BEAF € mais
simples e facil de usar, ndo exigindo conhecimentos especificos de bioinformatica, além

de funcionar adequadamente em computadores portateis de uso pessoal.

5.2 Material e métodos

O programa BEAF foi construido com o auxilio do biotecnologista Guilherme
Bonotti Coppini, meu orientado direto durante sua iniciacdo cientifica, que inclusive
apresentou seu trabalho de conclusdo de curso de graduacdo em biotecnologia,
intitulado “Desenvolvimento de um modulo de anéalises taxonémicas do gene 16S rRNA
de metagenomas para o programa BEAF (Referenced Binning Engine for Autonomous
Finding): BEAF16S” e recebeu mengao honrosa por parte do CoPICT (Coordenadoria
dos Programas de Iniciacdo Cientifica e Tecnoldgica) da UFSCar por este trabalho.

O programa BEAF foi projetado como um workflow para a analise em todos os
estagios de dados de sequenciamento em larga escala, especialmente metagenémicos,
realizando todas as etapas do processo, desde a limpeza de reads até a busca por ORFs
nos contigs finais, de forma automatizada e mostrando baixo custo de processamento.
Ele consegue categorizar as reads chegando até mesmo ao nivel de sequéncias de
genomas, proteinas preditas ou genes, utilizando-se para tal de buscas referenciadas
(Figura 1). O programa consiste basicamente de um script modularizado escrito para
ambiente bash/shell, com etapas em Python e Perl e se apresenta disponivel na

plataforma GitHub: https://github.com/celiosantosjr/BEAF. Seus cddigos foram
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testados e executados em um laptop com sistema operacional Ubuntu 18.1, contendo
quatro nucleos hyper-threaded, 16 GB de RAM. Para otimizacGes e comparacdo, 0
codigo também foi rodado em um servidor do Laboratory of Microbial Processes &
Biodiversity, coordenado pelo Prof. Dr. Hugo Sarmento associado ao Departamento de
Hidrobiologia — DHB/UFSCar, com 24 processadores, 64 GB de RAM e sistema

operacional Linux Ubuntu 14.04 LTS

FastQ (R1) l FastQ (R2)} Metagenomas
Edigdo de
Verificagdo -
Conversdo /
Intercalagdo de
ek Montagem
Mecanismo de Buckets » Filtro | » Filtro Il

Figura 5.1. Funcionamento do programa BEAF. Utilizando um banco de dados

Verificagao
de qualidade

Ellmlnagao
de Quimeras

referéncia (contendo genomas, genes ou proteinas), 0 programa encontra as reads
ortélogas e as monta em contigs. Esses contigs entdo sdo varridos para que se

encontrem as ORFs e por fim ha uma anota¢do das mesmas. (Fonte: Proprio autor)

O input do programa permite a configuracdo de trabalhos em batelada, sendo

uma tabela organizada em 7 colunas, respectivamente:
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1. T1: discrimina-se 'G' para analisar genomas, ‘T’para a analise de
taxonomia, 'P' para analisar proteinas e ‘N’ com sequéncias
nucleotidicas de proteinas.

2. T2: discrimina-se 'R' para arquivos FASTQ de bibliotecas do tipo
paired-end; 'I' para um arquivo FASTQ intercalado ou de bibliotecas do
tipo single-end; ou 'F' para um arquivo FASTA.

3. R1: direciona o BEAF para o caminho completo do arquivo de
sequenciamento, no caso 0 R1 (sequéncias forward).

4. R2: direciona o0 BEAF para o caminho completo do arquivo de
sequenciamento, no caso 0 R2, no caso de arquivos de amostra
intercalados, o usuario deve inserir 'NA' neste campo, caso esteja no
modo taxonémico.

5. Ref: 0 endereco completo do arquivo de referéncia para o uso do
BEAF, ou “NA” no caso do uso de apenas sub-referéncias.

6. SubRef: indica uma pasta, contendo arquivos de sub-referéncia, se a
analise é uma categorizacdo de genomas, o usuario deve digitar 'NA' ou
inserir cepas da espécie desejada.

7. Out: designa o nome desejado para a pasta de saida gerada.

Esta configuracdo facilita o processo para o usuario e permite uma analise
funcional dos dados de forma ampla, uma vez que multiplos dados em diferentes niveis
(genomas, proteinas e genes) podem ser coletados numa Unica execucdo do programa,
sem a necessidade de reinicializacdo ou configuracdo constante do programa. O BEAF

realiza todos os processos sem necessidade de qualquer interacdo do usuario, permitindo
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0 acompanhamento do progresso por meio de mensagens na tela do prompt de

comando.

Inicialmente, o programa foi dividido em 3 modos:

- Genomas: busca reads homdlogas ao (s) genoma (s) de referéncia,
depois realizando a montagem das mesmas e comparacao dos contigs
obtidos com o genoma referéncia;

- Genes e proteinas: busca reads homologas as sequéncias referéncia das
familias de genes ou proteinas, montando-as e predizendo possiveis
ORFs;

- Taxonomia: também chamado 16S, identifica reads com identidade
com bancos de dados de genes ancoras filogenéticas (por exemplo 16S,
18S e ITS), realizando assim uma analise do perfil taxonémico da

amostra, com dados da diversidade e abundancia de espécies.

Desta forma ha uma ordem de trabalho no BEAF, em que primeiro se executa
0 modo 16S, com o fim de identificar-se as espécies mais abundantes na amostra.
Posteriormente, obtém-se 0s genomas referéncia dessas espécies e, entdo, executa-se 0
modo gendmico, obtendo-se assim maior eficiéncia do processo. O modo de

genes/proteinas € inerente a identificacdo de espécies e genomas.

Diversos mecanismos foram implementados com o fim de reduzir o tempo de
processamento e aumentar a eficiéncia. Um deles foi a divisao do arquivo de reads apds

sua edicdo e conversdo para o formato FASTA em arquivos menores, também
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conhecidos como buckets de no maximo 256 MiB. A pesquisa de homologos € realizada

em 2 niveis, visando-se a reducao do tempo de busca:

1)

2)

1° filtro: Nesta etapa os buckets sdo buscados com o algoritmo do
programa USEARCH versdao 10 (EDGAR, 2010), no caso de genes Vs.
genes e no caso de genes vs. proteinas. Este filtro consiste nos seguintes
parametros de corte: identidade (95% para genomas e 25% para familias de
proteinas/genes) e e-value (1e-20 para genomas e le-5 para familias de
proteinas/genes) em ambas as fitas. Esta etapa visa a eliminacdo do maior
numero de reads ndo homdlogas possivel, reduzindo assim o dataset para a
proxima etapa, que tem uma maior acuracia,;

2° filtro: Nesta etapa a busca por reads homologas € realizada com niveis
de corte mais altos o possivel (identidade de nucleotideos minima de 90-
97%; identidade de aminoacidos minima de 45%, comprimento minimo de
alinhamento de 25 aminoacidos e cobertura de no minimo 50% do
comprimento da sequéncia), eliminando-se assim qualquer ruido e
aumentando a acuracia dos resultados. Neste filtro é possivel utilizar sub-
referéncias de genomas, para identificacdo de cepas; ou mesmo de
subfamilias de proteinas/genes, além do modo taxonémico convencional

que o utiliza para eliminar resultados falso-positivos.

Para a recuperacdo de genomas, as reads sdo montadas com 0 programa

SPADES (BANKEVICH et al., 2012) e a qualidade dos contigs é posteriormente

testada contra o genoma de referéncia por meio do programa QUAST (GUREVICH et

al., 2013).

135



Capitulo 5 — Desenvolvimento do dispositivo automatico de binning por referéncia (BEAF)

Para genes, proteinas e no modo taxonémico, 0 proximo passo envolve a
montagem de reads usando o programa SPADES (BANKEVICH et al., 2012) no modo
“only assembler”. Abundancia de acertos é calculada como correspondéncias por
milhdo de reads (ppm). Entdo, para ambas as analises, a previsdo de ORFs ocorre
usando um script perl descrito por outro autor (SENALIK, 2013).

Existe um sistema recursivo que testa a eficacia da montagem e reanalisa a lista
de k-mers quando esta falha. No entanto, pode-se perder novos arranjos do genoma ou
variantes de proteinas/genes, uma vez que a analise é baseada em uma pesquisa de
similaridade. As ORFs encontradas dessa forma sdo reanalisadas por meio de nova
busca de homdlogos contra o banco de dados, de modo que as correspondéncias sejam
duplamente confirmadas.

Se os arquivos de referéncia ou sub-referéncia forem grandes bancos de dados
é uma opcdo viavel reduzir o tempo de calculo, reutilizando bancos de dados mantendo-
os ja formatados no estilo BLAST com o parametro “--KeepBlastsDBs». O BEAF
testara o arquivo de entrada antes de iniciar os procedimentos e indicara se ele falha no

teste, indicando suas possiveis correcdes para 0 USUario.

Desta forma o0 BEAF gera um output completo para o usuario contendo:

1) Todos os modos: Arquivo contendo o resumo de todas as execucdes:
Log.tsv;

2) Modo genoma: Arquivo contendo o resumo da analise: Log.txt; Arquivo
contendo as leituras identificadas como ocorréncias: hits.fa.gz; Arquivo
contendo 0s contigs ou scaffolds obtidos na montagem dos hits:
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scaffolds.fa.gz; Arquivo contendo a avaliagdo da montagem:
assessment.tar.gz; Pasta contendo os resultados da qualidade das reads
obtido com o programa FASTQC (ANDREWS, 2017) inicial e final:
FASTQCresults; Arquivo contendo as ORFs identificadas: ORFs.fa.gz.

3) Modo de genes/proteinas: Pasta contendo os resultados da analise de
qualidade de reads pelo programa FASTQC (ANDREWS, 2017) antes e
depois da edicdo de reads: FASTQCresults; Arquivo contendo o resumo
da analise: Log.txt; Arquivo contendo apenas a tabela SubReference:
SubRefs.tsv; Arquivo contendo as leituras identificadas como ocorréncias:
hits.fasta.gz; Pasta contendo os resultados do Blastx/n: blast_hits; Pasta
contendo sequéncias ap6s a filtragem com o Blast: read hits; Pasta
contendo contigs apdés a montagem: contigs; Pasta contendo arquivos

identificados das ORFs por contigs: ORFs.

53 Resultados e Discussao

Testou-se exaustivamente o programa BEAF, por meio da andlise de duas
comunidades simuladas, a primeira contendo 73 genomas (NARAYANASAMY;
JAROSZ; WILMES, 2016) e outra obtida por sequenciamento Illumina contendo o
material gendmico de 26 organismos (SINGER et al., 2016). Para os testes com a
pipeline BEAF utilizou-se por convengdo no modo de taxonomia o arquivo R1 (fita
forward) gerado pelo sequenciamento Illumina™. Os resultados apresentados a seguir
sdo um exemplo da aplicacdo do programa BEAF e dos resultados possiveis de se obter

a partir dessas analises.
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5.3.1 Taxonomia

Os testes com diferentes niveis de clusterizacdo do banco de dados referéncia
Greengenes (DESANTIS et al., 2006) para as buscas por homologia com a comunidade
simulada IMP-Narayanasamy (NARAYANASAMY; JAROSZ; WILMES, 2016)
mostram que o banco referéncia utilizado causa pouca influéncia no resultado final,
assim h& uma variacdo muito baixa do nimero de sequéncias e unidades taxonémicas

operacionais (OTUs) encontradas em diferentes condigdes.

Diferentes niveis de clusterizacdo afetam consideravelmente o tempo de
execucdo do programa, assim avaliou-se a porcentagem de cada tipo de acerto e erro
(Figura 5.2). As condi¢cbes que garantem um baixo tempo de processamento e
resultados satisfatérios foram encontradas quando utilizou-se o banco de dados
referéncia do Greengenes (DESANTIS et al., 2006) clusterizado a 97% de identidade
para a primeira busca por homologia, e a 100% de identidade para a segunda busca,
apresentando um namero maior de ortlogos classificados corretamente selecionando-

se, assim, a condi¢do padrdo de analise do programa.

E importante mencionar-se que o programa BEAF também pode utilizar outras
bases de dados referéncia, uma vez que é uma pipeline flexivel e facilmente ajustavel as
necessidades do usuario. A alteracdo da base de dados ¢ feita por meio da indicagdo do
banco de dados a ser utilizado no arquivo de configuracdo inicial, extraindo-se os index
para identificacdo de OTUs e tdxons no novo banco (isso pode ser feito atraves do

instalador disponivel online juntamente com o programa BEAF).
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Figura 5.2. Diferentes niveis de clusterizacdo da base de dados referéncia e seu
efeito na busca por ort6logos com o programa BEAF. O banco de dados Greengenes
foi utilizado com duas clusterizacGes ao nivel de identidade indicado no grafico para as
buscas com os filtros 1 e 2. O grau de erros, acertos (em nivel de espécie e cepa) e de

resultados incertos foi mostrado. Fonte: Adaptado de Coppini (COPPINI, 2018).

Testou-se combinac@es pareadas de cut-off por identidade para o primeiro filtro
(90% e 95% de identidade) e para o segundo filtro (95%, 99% e 97% de identidade), a
fim de se realizar uma avaliacdo dos melhores parametros de filtragem por homologia.
Analisando-se a porcentagem de erros e acertos nas condicdes testadas observou-se uma
pequena influéncia de parametros como maxaccepts e maxrejects, havendo uma
diferenca inferior a 0,07% nas proporc6es de acertos e erros finais, dessa forma estes
parametros foram estabelecidos como 5000, a fim de se acelerar as buscas. As melhores
identidades para os filtros de busca foram, respectivamente, 90% e 97% (Figura 5.3),
devido a maior sensibilidade de seus resultados a nivel da identificagdo de cepas,
espécies e género. Observou-se uma variacdo muito pequena na sensibilidade dos

resultados do programa BEAF quando utilizadas diferentes condiges de teste,
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mostrando que hd um alto nivel de reprodutibilidade e uniformidade dos resultados.
Esta caracteristica também foi inferida quando o programa foi testado em maquinas

diferentes, ainda obtendo-se resultados consistentes.
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Figura 5.3. Performance do programa BEAF em modo taxondmico alterando-se o
a identidade de busca de ortologas na base de dados referéncia nos filtros de
homologia 1 e 2. Os erros sdo tidos como resultados ndo confiaveis, enquanto 0s
resultados incertos sdo resultados que podem ter sido indevidamente classificados, por
conta de inconsisténcias durante a anotacdo do banco de referéncia. Os resultados
corretos foram dados separadamente em nivel de espécie e cepa. Fonte: Adaptado de

Coppini (COPPINI, 2018).

Utilizando-se as configuracfes Otimas determinadas pelos pré-testes, o
programa BEAF foi utilizado para avaliar os microrganismos componentes da

comunidade simulada MBARC-26, composta por 26 espécies. Apenas 65.4% das
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especies foram encontradas pelo programa em nivel de cepa, no entanto, 92.3% dos
microrganismos componentes da comunidade simulada foram identificados, se também
considerarmos espécies sem a informacdo de suas cepas. Ha duas espécies que néo
puderam ser identificadas na amostra, Natronobacterium gregoryi e Nocardiopsis
dassonvillei, sendo que N. dassonvillei também ndo p6de ser identificada pelo grupo de
pesquisadores que caracterizou a comunidade simulada MBARC-26 (SINGER et al.,

2016), indicando que esta espécie estava ausente na comunidade.

Os erros mais frequentes observados ao longo da execugédo do programa BEAF
no modo taxondémico foram associados a anotacdo ineficiente dos bancos de dados
referéncia, um problema recorrente na literatura (MCDONALD, Daniel et al., 2012;
NELSON; MORRISON; YU, 2011; PETTENGILL; RAND, 2017; WERNER et al.,
2012; ZHANG; SHAO; YE, 2012). A anotagédo dos bancos de dados referéncia ndo tem
um padréo fixo, podendo apresentar divergéncias de classificacdo taxondmica entre
diferentes bases de dados (MCILROY et al., 2015). Por consequéncia, ha uma anotacéao
com um grau de incerteza da taxonomia das OTUs em nivel de espécie. Um exemplo de
ma anotacdo foi o microrganismo Thermobacillus xylanilyticus, componente da
MBARC-26, cujas sequéncias representativas foram mal anotadas no banco de dados
referéncia Greengenes, em que consta uma taxonomia apenas até o nivel de género
Thermobacillus “espécie desconhecida”. Uma vez que o sistema implementado no
programa BEAF modo taxondémico mostrou-se funcional, com erros reportados devido
a inconsisténcias do banco de dados referéncia, hd uma necessidade da geracdo de uma

base de dados com anotacdo consistente, padronizada e sequéncias pouco redundantes.

A analise no modo taxondmico do programa BEAF, dada pelos contigs

complementa a anélise por contagem de reads, e permite a confirmacdo de parte dos
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resultados, entretanto, apresenta alta taxa de falsos negativos, ndo devendo ser utilizada

de forma independente (Figura 5.4).

Uma comparagdo dos resultados obtidos com o programa BEAF no modo
taxonémico e dos resultados obtidos pela pipeline miTAGs (LOGARES et al., 2014)
para a comunidade simulada MBARC-26 (SINGER et al., 2016) com a base de dados
referéncia Greengenes (DESANTIS et al., 2006), foi realizada com fins de validagédo
técnica (Figura 5.4). Apesar do aparente ganho de tempo de execucdo com a pipeline
miTAGSs, o programa BEAF teve uma melhor performance a nivel de acertos (Figura
5.4). Outro ponto, é que o ganho por processador com o programa BEAF, sugere uma
maior capacidade de paralelizacdo, ou seja, aumentando-se 0 nimero de processadores
utilizados, pode-se reduzir ou até mesmo eliminar-se a diferenca de tempos de execugédo
entre as 2 pipelines. Os resultados das duas pipelines apresentam alta correlacdo (R? =
0.9875), e o teste de similaridade de Kolmogorov-Smirnov entre essas distribuices,
sugere que nao ha diferenca estatistica (p-value = 0,950), significando uma mesma
proporcdo dentro das espécies identificadas entre as duas metodologias e, portanto, uma

conformidade dos seus resultados.
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Figura 5.4. Comparacao entre as pipelines BEAF-16S e miTAGs. A primeira coluna
indica os resultados encontrados em termos de contigs obtidos no médulo taxonémico
do BEAF, enquanto a segunda mostra os dados referentes a contagem das reads. O
tempo de execucdo das pipelines foi contabilizado como os valores nas linhas amarela,
para o tempo de execucdo em um servidor utilizando 21 processadores, e marrom, para
o tempo de execucdo em um laptop pessoal utilizando 7 processadores. Fonte: Adaptado

de Coppini (COPPINI, 2018).

5.3.2 Recuperacao de genomas

Tentou-se a recuperacdo dos 26 genomas constituintes da comunidade
simulada MBARC-26 a partir dos genomas-referéncias disponiveis no NCBI. A
recuperacdo dos genomas foi verificada como um médulo bem-sucedido do programa
BEAF, em que se recuperou mais de 90% dos genomas de 25 das 26 espécies que

compuseram a comunidade MBARC-26 (Figura 5.5).
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De modo geral, o programa BEAF recuperou fragcbes gendmicas menores de
todos os outros organismos (Figura 5.5) quando comparado aos dados de Singer et al.
(SINGER et al., 2016). No entanto, ha uma diferenca entre as duas abordagens, em que
0 programa BEAF obtém os contigs do genoma, pela montagem das reads com o
programa SPADES (BANKEVICH et al., 2012), e avalia a fracdo genémica recuperada
com o programa QUAST (GUREVICH et al., 2013). Singer et al. (SINGER et al.,
2016), por sua vez, utilizaram-se de um mapeamento de reads para obter essa
estatistica. Uma vez que a porcentagem de reads montadas ao nivel de contigs tende a
ser muito inferior ao total de reads que inicia o processo, esta informacdo ndo seria
contabilizada nos calculos de fracdo gendmica do programa BEAF, subestimando esses

valores.

Apenas 0,004% do genoma de Nocardiopsis dassonvillei pode ser recuperado,
remetendo provavelmente ao efeito de artefatos de técnica, algo observado
anteriormente por outros autores (SINGER et al., 2016). Dentre 0s outros
microrganismos componentes da comunidade simulada MBARC-26, a menor fragdo
gendmica recuperada pertenceu ao Terriglobus roseus, com 91,04% recuperado. Algo
similar foi anteriormente observado por Singer et. al (SINGER et al., 2016), que obteve

niveis de recuperacdo desse genoma de 83,95%.
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Figura 5.5. Comparacdo da fracdo gendmica recuperada dos organismos que
compde a comunidade simulada MBARC-26 pelo programa BEAF e Singer et al.
(SINGER et al., 2016). A porcentagem dos genomas recuperados por Singer et. al
(2016) é maior por se tratar de um célculo com base no mapeamento direto de reads,
alinhando-as diretamente ao genoma referéncia, diferentemente do programa BEAF,
onde a fracdo gendmica foi calculada com base em contigs montados e alinhados contra

a referéncia. Fonte: Adaptado de Coppini (COPPINI, 2018).

Uma explicacdo possivel para uma melhor recuperacdo do genoma de
Terriglobus roseus, uma vez que seu tamanho e conteddo GC néo sdo discrepantes dos
de outras espécies da MBARC-26, ¢ que ha uma maior porcentagem de regides de
repeticdo neste genoma, chegando a ser o dobro do de outras espécies. Apesar de ndo
haver uma repeticdo deste padrdo de recuperacdo de acordo com as taxas de repeticdo

genbmica, observou-se gue 0s organismos com genomas repetitivos foram aquelas cujas
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variacdes entre a porcentagem de recuperacao obtida por Singer et al. (SINGER et al.,

2016) e através da pipeline BEAF foram as mais pronunciadas (Figura 5.5).

5.3.3 Binning de familias de proteinas

Testou-se 0 mecanismo de binning para 3 familias de proteinas do banco de
dados referéncia: buk (quinase de butiratos), but (4-hidroxibutirato co-A transferase) e
hydA (hidrogenase de ferrodoxina) advindas do banco de dados Fungene
(http://fungene.cme.msu.edu/). Esses bancos foram usados para uma analise da
comunidade simulada de Narayanasami et al. (NARAYANASAMY; JAROSZ;
WILMES, 2016), que contém genomas de 73 espécies de bactérias codificado em
9.935.135 paired reads apds o processo de edicdo por qualidade.

A anélise feita com o programa BEAF utilizou sete nucleos de processamento e
demorou cerca de 5,23 h para ser completada em um laptop de uso pessoal com 16 GiB
de memoria RAM e sistema operacional Ubuntu 18. No total, 42.371 ocorréncias (2.134
ppm) foram selecionadas para o segundo filtro de homologia e analise especifica por
familia de proteina. Nossos resultados mostram que o primeiro filtro de homologia é
capaz de acelerar o processo de busca de ortélogos em 2,25 vezes na segunda filtragem
dos dados.

Apos a segunda filtragem, as familias de proteinas testadas tiveram diferentes
numeros de ocorréncias associadas: buk (3.648), but (2.774) e hydA (17.048). Isso
mostra que de acordo com sua abundancia nos genomas de origem 0s genes e proteinas
séo categorizados de modo diferente. A partir da analise de montagem que o programa

BEAF performa através do software SPADES (BANKEVICH et al., 2012) obtivemos o
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seguinte numero de contigs distribuidos de acordo com a familia de proteinas
referéncia: buk (47), but (22) e hydA (220). Esse resultado sugere que um maior nUmero
de reads obtido no segundo filtro pode se relacionar a um maior nimero de contigs
final. As estatisticas das montagens mostram que 0s contigs obtidos foram
relativamente longos (comprimento médio de 904 pb com os maiores contigs variando
entre 3.617 pb e 1.594 pb. Essas estatisticas de montagem refletem um padrdo de
qualidade elevado para o conjunto de dados final, que indica uma acuracia associada aos
resultados obtidos.

Esses contigs foram avaliados quanto a presenca de ORFs completas maiores
que 150 pb, cada familia de proteinas conseguiu recrutar um namero diferente de ORFs:
buk (108), but (56) e hydA (490). Essas ORFs tiveram um comprimento médio de 459
pb, com seu comprimento maximo variando de 1.125 pb a 1.953 pb. Essas estatisticas
revelam que as proteinas preditas encontradas tinham uma estrutura grande o suficiente
para possuir atividade enzimatica.

Um alinhamento com as proteinas preditas de tamanho superior a 500 residuos
encontradas, utilizando-se a familia de proteinas buk como referéncia revelou que
diversos motifs estavam presentes em tandem, sendo conservados nas diferentes
proteinas. Nenhuma delas apresentou tendéncias quiméricas, de acordo com as analises
e anotacOes realizadas via Blastp que o programa BEAF realiza. Em contrapartida,
pudemos encontrar durante a anotacdo apenas 44% das proteinas preditas como
ortologas das proteinas referéncias do banco de dados buk, representando um total de 39
sequéncias diferentes daguele banco. Em uma analise posterior com o software
Interproscan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/sequence-search), foi possivel detectar que
as enzimas com mais de 900 residuos apresentaram, geralmente, os dois sitios tipicos da
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butirato quinase (186-203) e acetato quinase (18-24). Esses resultados demonstram que
0 programa BEAF foi eficiente para a categorizacdo de reads ao nivel de genes e
proteinas preditas com alta confiabilidade e resulta num esforco importante para a

bioprospecc¢édo de projetos metagenoma.

5.3.4 Prospeccdo de familias de genes

Realizou-se dois testes neste mddulo: um deles com um banco de dados
contendo sequéncias referéncia para elementos de transposicdo de bactérias (3.454
sequéncias), protistas (2.497 sequéncias) e fungos (373 sequéncias); e outro contendo
apenas o0 gene da DNA polimerase subunidade beta (4.350 sequéncias). Ambos os
bancos de dados referéncia utilizados neste estudo foram obtidos por meio do download
das sequéncias a partir do NCBI.

No teste envolvendo o banco de dados do gene da DNA polimerase subunidade
beta (DNApolB), o programa BEAF levou cerca de 2,1 h de processamento com 7
nacleos de processamento em um laptop de uso pessoal com 16 GiB de memoéria RAM
e sistema operacional Ubuntu 18. Um total de 308.471 ocorréncias foram selecionadas a
partir da primeira filtragem dos dados, representando uma abundancia de 15.539 ppm.
Essa alta abundancia inicial era esperada ja que o gene da DNApolIB é considerado um
gene do tipo housekeeping e, portanto, presente em todos os genomas avaliados.

A analise com o banco de dados da DNApoIB levou a um numero final de
ocorréncias de 703 reads depois da segunda filtragem, reduzindo a abundéncia para 35
ppm. Obteve-se 8 contigs ap0s 0 processo de montagem dessas reads, cujo

comprimento medio foi de 1.140 pb e o comprimento maximo de 1.375 pb. A predigédo
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de ORFs gerou 36 ORFs, cujo comprimento médio foi de 284 pb e maximo de 861 pb.
Essas ORFs foram filtradas para um comprimento minimo de 800 pb, encontrando-se
apenas 4 finais. As ORFs selecionadas foram traduzidas e alinhadas mostrando uma
identidade de 100% com conservacgdo de comprimento (861 pb) e completa de motivos
protéicos. Obteve-se basicamente 4 cdpias do gene em diferentes contextos genémicos,
uma vez que os contigs continham exatamente a mesma proteina, mas eram distintos
entre si.

No teste envolvendo elementos de transposicéo, os dados relativos a ORFs e
proteinas preditas ndo podem ser aplicados, pois ndo ha uma identificacdo direta delas
nesse contexto. Portanto, os elementos transponiveis identificados foram analisados
quanto a sua identificacdo em termos de anotacdo e alinhamentos. O programa BEAF
trabalhando nas mesmas condicGes ja citadas levou cerca de 3,99 h para terminar a
analise. Ao todo, 308.471 ocorréncias foram selecionadas a partir do primeiro filtro e
apenas 135.675 foram selecionadas no segundo filtro, contabilizando uma abundancia
de 6834 ppm. Elementos gendmicos mdveis tendem a se apresentar em tandem de modo
repetitivo, 0 que pode aumentar sua representacdo durante o sequenciamento.

Na analise por subreferéncia, ndo foi encontrada nenhuma ocorréncia para
protistas e apenas 36 para fungos, o que reflete a composi¢do da comunidade simulada,
que ndo possui organismos eucariéticos. Obteve-se 687 contigs para a montagem das
reads filtradas com a subreferéncia de elementos de transposicdo bacterianos, com
comprimento médio de 827 pb e maximo de 9.498 pb. Esses contigs renderam cerca de
1.339 ORFs, com comprimento médio de 367 pb e maximo de 2.451 pb. Na analise da
anotacdo destes contigs, foram identificados 634 sequéncias ortdélogas com 260
sequéncias de elementos de transposicdo do nosso banco de dados. Diferentemente das

149



Capitulo 5 — Desenvolvimento do dispositivo automatico de binning por referéncia (BEAF)

analises anteriores, observou-se sinais de ortologia conflitantes, em que diferentes
referéncias de elementos de transposicéo de espécies distintas possuiram identidade com
0 mesmo contig (~5%), sugerindo sinais de quimerismo nessas sequéncias, 0 que cria a

necessidade de sua filtragem a posteriori.

54 Conclusédo

O BEAF revelou-se um fluxo de trabalho integrado e eficiente na analise de
dados do tipo WGS, tanto com arquivos no formato FASTA, quanto FASTQ de
bibliotecas singled-end e paired-end. Ao contréario das pipelines anteriores, 0 BEAF é
uma aplicacdo que utiliza pouca memoria e processamento, podendo funcionar
rapidamente na categorizacdo de genomas e prospeccdo referenciada de genes e
proteinas. Além disso, o BEAF é uma aplicacdo flexivel devido a sua configuracdo
automatizada. Os arquivos de log fornecem relatérios em cada estagio analitico. O
construtor de referéncias integrado com um montador eficiente e uma avaliagcdo de
qualidade dos contigs, torna 0 BEAF uma ferramenta valiosa. A implementacdo dessa
pipeline permite que os usuérios concluam, de maneira rdpida e eficiente, as
prospeccBes primarias em metagenomas e sequenciamento de genomas obtidos com
tecnologias de alto rendimento. A bioprospeccdo de sequéncias pelo sistema de
subreferéncias de genes e proteinas foi eficiente reiterando a utilizagéo deste programa
neste tipo de abordagem em dados metagenémicos economizando substancialmente o

tempo de analise de grandes conjuntos de dados.
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6.1  Introducgéo

No presente trabalho, em seu capitulo 3, foi apresentado um catalogo de genes
microbianos ndo redundantes da bacia do rio Amazonas. Este catalogo de genes, com
seus mais de 3,7 milhGes de genes, possui preciosas informacBes tanto de cunho
biotecnologico quanto ecoldgico. Utilizando essas informacdes foi possivel analisar as
comunidades do rio Amazonas e tirar conclusdes importantes sobre seus nichos,

entretanto, ainda ndo se abordou as questdes pertinentes a bioprospecgéo.

A bioprospeccdo pode ser em termos funcionais ou de ortologia, a primeira
utiliza-se da busca direta de termos nos bancos de dados anotados, como: classes
funcionais, cofatores ou nome de enzimas diretamente; ja a segunda utiliza-se da busca
de sequéncias diretamente por meio de algoritmos de alinhamento e com base nos
scores, atribuindo-se funcbes de interesse. Nesses dois casos a melhor metodologia é
uma abordagem polifasica onde pode-se por meio de etapas envolvendo os dois
principios confirmar os dados obtidos. O sistema do catdlogo de genes AMnrGC é
interessante, pois apresenta uma anotacdo completa com sete bancos de dados referéncia
diferentes, além de ter a possibilidade da busca direta de sequéncias, assim, ele é ideal

para bioprospeccdes tipicas.

Pensando nisso, o presente capitulo vai abordar um sistema de busca e
gerenciamento de genes e proteinas preditas do AMnrGC que torna a bioprospec¢do
acessivel e rapida, também facilitando quaisquer estudos que envolvam a busca por

classes de proteinas especificas e suas caracteristicas.
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6.2  Implementagdo

O sistema de gerenciamento de genes do rio Amazonas, ou Amazon River
Genes Searching System — AGSSY, foi produzido para lidar com essas questdes. Ele
consiste num esquema tipico de script feito em linguagem hibrida bash/perl e
bash/python que atua de modo interativo com o usuéario. O codigo do programa

apresenta-se disponivel no Apéndice 11.

O AGSSY funciona com uma plataforma grafica (Figura 6.1) que permite
inicialmente a busca de: (1) codigos de clusters ortlogos, familias de proteinas, funcéo
celular, ou termos e palavras-chave; (2) sequéncias via alinhamento estatistico; (3)
perfis de abundancia génica por metagenoma analisado e (4) sequéncias de proteinas e

nucleotideos com base nos seus codigos de identificagéo.
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Figura 6.1. Telas do programa AGSSY. Em (A) temos o menu principal, o qual selecionando-se uma opc¢éo, redireciona o usuario até um sub-
menu (B), e depois a uma janela de input, em que o programa pede seu arquivo de interesse de acordo com a opcdo. Por fim, ap6s o

processamento, o programa informa o output gerado para o usuario e pede a confirmacdo da mensagem (D). (Fonte: Proprio autor)
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O AGSSY foi desenhado para trabalhar numa ordem especifica, em um
esquema polifasico. Primeiramente o usuario seleciona a busca por termos, onde ha um
sub-menu com 2 opcdes: (1) busca em um banco de dados especifico ou (2) busca geral
usando uma lista de palavras-chave. Caso o usuario escolha a primeira opcao, entdo o
programa o redireciona a um outro sub-menu, contendo desta vez mais 7 opcdes: (1)
PFAM numbers or terms; (2) KO numbers; (3) GO numbers; (4) COG numbers; (5)
eggNOG clusters or terms; (6) doCAN families or terms, e (7) Quit. Todas estas opg¢des
de 1 a 6, quando selecionadas, redirecionam o usuario para uma tela do bash em que o
AGSSY pede uma palavra-chave ou cddigo a ser digitado diretamente. A partir desse
termo, ha uma busca mediada pelo dispositivo zgrep do Linux e o retorno de uma tela
contendo o nome do arquivo gerado com as informacGes obtidas, o usuario entdo
pressiona a tecla Enter e encerra o programa. Caso o usuario opte pela opcao de busca
geral usando uma lista de palavras-chave, o programa o direciona a uma janela negra do
bash em que pede o endereco completo do arquivo contendo as palavras-chave de
interesse. Uma vez preenchido o requerimento é analisado da mesma forma que o
anterior, por meio do dispositivo zgrep e o programa edita e organiza os resultados para
que tudo seja entregue ao usuario em um dnico arquivo com os resultados separados por
banco de dados utilizado na anotacdo. Novamente, € gerado um arquivo de saida que é
indicado numa nova janela do programa em que é requerido ao usuario pressionar a

tecla Enter para que o programa seja encerrado.

Depois da busca por termos, deve-se fazer a busca por ortélogos, em que se
seleciona a opcdo 4 do menu inicial (Orthologs search using a query). O usuério é
direcionado a um sub-menu no qual é questionado sobre qual tipo de input ou output ele

deseja: (1) Nucleotideos e (2) Proteinas. Independentemente da opgéo selecionada, o
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usuério sera direcionado a uma tela do bash em que lhe é requerido o endereco
completo do arquivo do tipo FASTA em que estdo contidas as sequéncias de interesse.
Caso a opcdo selecionada seja a (1), o AGSSY faz uma busca por meio do algoritmo
nhmmer implementado no programa HMMER versdao 3.1bl (EDDY, 2011), com e-
value méximo de le-5, retornando uma tabela de saida no modelo do DFAM (HUBLEY
et al., 2016). Caso a busca seja por proteinas, o algoritmo phmmer também
implementado no programa HMMER versdo 3.1b1 (EDDY, 2011) sera utilizado, com
e-value maximo de le-5, retornando uma tabela de saida no modelo de tabela de

dominios (DOMTBLOUT).

A busca por ortélogos é feita por meio de alinhamentos estatisticos utilizando-
se perfis HMM-like, por duas principais razdes: primeiro, porque eles levam em conta
desvios relativos a mutacdo e sdo melhores em alinhamentos de ort6logos divergentes; e
segundo, pois o tamanho dos bancos de dados do AMnrGC sdo muito grandes para uma
busca formal por alinhamento, que demoraria de horas a dias, com um ndmero
relativamente pequeno de sequéncias referéncia. Assim, reunindo-se as duas razdes
adotamos os algoritmos implementados no programa HMMER que se tem mostrado

precisos e rapidos o suficiente para buscas pequenas e relativamente longas.

Uma vez gerados os arquivos de busca por ortélogos, o usuario com comandos
simples pode cruzar os dados de ambos os resultados e determinar quais genes e
proteinas foram identificados por ambas as metodologias, abaixo um exemplo de
cadigo:
(1) Com o arquivo obtido da busca de termos no PFAM por exemplo:
awk ‘{print $1}’ file | sort | uniq > list1
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(2) Com o arquivo obtido na busca de ortélogos - proteinas:
awk ‘{print $1} file | sort | uniq > list2
(3) Uma vez que o AMnrGC tem um padrdo de diferenciacdo de genes e
proteinas correspondentes pelo mesmo codigo, com a diferenca de que as
ultimas possuem o sufixo “ 17, pode-se também obter a lista de genes
observados em comum entre 1 e 2:
sed ‘s/..$//° list2 | sort | uniq > list2.1

comm -1 -2 listl list2.1 > common.genes.list

Uma vez com essas listas, basta selecionar-se a op¢édo (1) “Retrieve sequences”
do menu principal e depois selecionar-se respectivamente (1) “by gene code” ou (2) “by
protein code”. Qualquer das opc¢des que for selecionada no sub-menu, redireciona o
usuario para uma tela do bash em que o programa pede pelo endereco completo do
arquivo do tipo lista de codigos de acesso. Uma vez fornecido o arquivo, o programa
busca e extrai do AMnrGC as sequéncias desejadas por meio de um cddigo de Perl e
sdo armazenadas num arquivo FASTA indicado na tela final do programa, em que o
usuario € compelido a pressionar a tecla Enter para finaliza-lo.

Por fim, com a lista de codigos de acesso aos genes, pode-se ainda extrair 0s
perfis de abundancia deles para cada um dos 106 metagenomas utilizados na producéo
do AMnrGC. Ao selecionar-se a opgdo (3) “Search an abundance profile” pode-se
selecionar o perfil de abundancia para um gene (1) ou a op¢éo de uma lista de genes (2)
no sub-menu. Ao selecionar-se a opg¢ao 3-1, digita-se diretamente na janela do programa
0 cddigo do gene e 0 AGSSY gera um arquivo do tipo tabela com 107 colunas e 2
linhas, a primeira um cabecalho e a segunda contendo na primeira coluna o nome do
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gene e nas outras colunas o valor de TPM (Transcriptos por milhdo de reads) contido
em cada metagenoma. Caso a opg¢do selecionada seja 3-2, digita-se 0 nome da lista de
genes e a busca gera um arquivo similar ao anterior. Em ambos 0s casos € gerado um
arquivo final que é indicado pelo programa, de modo similar aos outros modulos.

Para um exemplo do funcionamento do AGSSY utilizamos a busca do gene
LacZ de Escherichia coli, um bom exemplo de uma enzima com atividade interessante e
potencial biotecnoldgico. As beta-galactosidades foram entdo buscadas do seguinte
modo:

(A) Selecionou-se a opc¢édo de busca por termos e palavras-chave, depois a
busca por uma lista de termos em todos os bancos de dados ao mesmo
tempo, buscando-se pelo termo “beta-galactosidase”.

(B) Gerada a lista A, selecionamos os resultados do banco de dados KEGG
para gerar-se a lista 1, como o procedimento anteriormente mostrado
sugere.

(C) A busca por ortélogos na base de nucleotideos foi feita com o gene
“NC _000913.3:¢366305-363231” e a de proteinas foi feita com a
proteina “NP_414878.1” ambos de Escherichia coli str. K-12 substr.
MG1655.

(D) As tabelas geradas foram usadas numa comparacéo entre elas.

(E) Os resultados finais foram buscados por meio do dispositivo de busca
direta do gene e proteinas, e por fim, alinhados com as proteinas e
genes de interesse utilizados na busca por meio da ferramenta Multalin

(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
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(F) Os perfis de abundancia foram usados para geracdo de um HeatMap

gue mostra a abundéncia de cada um desses genes por metagenoma.

6.3 Resultados e discussao

A busca por palavras-chave rendeu diferentes nimeros de genes/proteinas por
banco de dados avaliado (Tabela 6.1). Observa-se também que com uma busca rapida
do termo beta-galactosidase na internet também pode-se inferir diferentes termos que
remetam a mesma enzima, como por exemplo seus cédigos de KO (K01190), COG
(COG3250), GO - gene onthology (GO:0004565, GO:0009341), eggNOG
(ENOG4105CNT) e PFAM (PF02929, PF00703, PF02836, PF02837). Neste exemplo
utilizamos apenas o nome da enzima, e, por conseguinte algumas analises que néo
contém o termo ou expressdo com o nome da enzima em seu output, como no caso da
anotacédo pelo banco de dados PFAM, os resultados sdo muito reduzidos. Alterando-se a
metodologia de busca para codigos especificos por banco de dados, espera-se haver um

ganho substancial nas descobertas.

Na busca direta utilizando-se a sequéncia referéncia do gene lacZ obtivemos 96
ortélogos e com a sequéncia da proteina, obtivemos 163 ort6logos. Esses ort6logos
foram cruzados e observou-se que 47 ortdlogos eram comuns a ambas as listas. Esses 47
ortélogos foram por sua vez verificados nas anotagdes obtidas com a busca por termos
(Tabela 6.1), e observou-se que o Unico banco de dados referéncia que gerou anotacoes
com sobreposicdo aos resultados de busca direta de ortélogos foi o KEGG, com 25

ocorréncias.
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Tabela 6.1. Diferente nimero de proteinas encontrado na busca unificada em
diversos bancos de dados com o termo “beta-galactosidase”. Observa-se uma
variacdo decorrente da diferenca no modelo de estrutura da anotacdo. Os bancos de
dados Uniprot, PFAM e dbCAN foram eliminados da tabela, pois ndo retornaram

nenhum resultado durante a busca por palavras-chave. (Fonte: Proprio autor)

Bancos de Ocorréncias na busca por Comum com a busca de
dados termos ortélogos
KEGG 138 25
COG 241 0

eggNOG 46 0

Optou-se por captar os 25 ortélogos confirmados e recuperar suas sequéncias.
O AGSSY recuperou as 25 sequéncias de proteinas e genes num periodo de 60 s. Com
as sequéncias de aminodacidos realizamos um alinhamento com sua referéncia (Apéndice
12). Observa-se que as proteinas obtidas tém comprimento varidvel, o que faz sentido
devido a forma como foram obtidas no catalogo. Entretanto, apesar desse comprimento
relativamente irregular, as regides alinhadas mostram uma conservacdo dos sitios de
ligacdo ao substrato e dos sitios ativos, com a conservacdo global do residuo E569 e
P564. Isso sugere, potencial de que estejam funcionais, mesmo com 0 gene

relativamente alterado em termos de tamanho.

Com os cédigos dos ortdlogos obtidos nessa abordagem, extraiu-se o perfil de
abundancia de acordo com os 106 metagenomas. O perfil de abundancia serviu como

input do programa HeatMapper (http://www1.heatmapper.ca/expression/) — Figura 6.2.
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No heatmap é possivel observar os genes mais abundantes de modo geral,
aqueles contidos em um pequeno grupo de metagenomas e outros que estdo em pequena
abundancia em todos eles. Assim, além de possibilitar conhecer quais 0s genes com
potencial biotecnolégico, o software AGSSY também auxilia na geracdo dos dados de

distribuicdo geogréafica dos mesmos.
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Metagenomas

Figura 6.2. Heatmap da abundéancia dos ortélogos encontrados pelo AGSSY. A
abundancia em TPM foi obtida com o AGSSY e usada para calcular o Z-score por
metagenoma utilizado no desenho deste mapa. No eixo “x” foi representado 0S

metagenomas, sem identifica-los devido a noc¢Ges de escala. Em y estdo representados
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os ortdlogos com o prefixo tipico “AM_AGSSY ” substituido por X. (Fonte: Préprio

autor)

6.4 Concluséao

Num modelo de busca, o gene lacZ foi utilizado como referéncia e encontramos
cerca de 25 ortdlogos com motifs que garantem sua completude funcional e conservagéo
estrutural. Os genes encontrados puderam ser analisados quanto a sua abundancia e
distribuicdo geogréafica dentro dos 106 metagenomas. As anotagBes mostraram-se
consistentes com a busca de ortélogos via alinhamento estatistico, entretanto, observou-
se que a natureza da sequéncia referéncia influencia na consisténcia do contetdo de
ortélogos também encontrados nas anotagGes com os diversos bancos de dados. Assim,
0 AGSSY mostrou-se um sistema eficiente e rapido para a bioprospec¢do de genes e
proteinas. Ele possibilitou um conjunto de opera¢cfes importantes para a busca eficiente
de funcbes e enzimas dentro do AMnrGC. Essas buscas quando orientadas por um
objetivo consolidado podem levar a descoberta de enzimas e proteinas com novas
funcdes e propriedades que tem elevado valor agregado na industria de biotecnologia.
Outro ponto forte mostrado pelo AGSSY foi sua portabilidade e facilidade de uso, em
que o usuario tem uma interacdo limitada por uma interface grafica que permite
decisdes simples e direcionadas que tornam o uso mais democratico. Dessa forma,
recomendamos o uso do AGSSY para trabalhos futuros utilizando os genes presentes no

AMnNrGC.
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Ao inicio do presente trabalho nos propusemos a responder a seis questdes de
pesquisa importantes para o tema abordado, agora vamos resumir os achados dispostos

para cada uma delas:

Q1 A diversidade génica presente nos microrganismos do rio Amazonas reflete

processos evolutivos locais ou é similar a outros sistemas fluviais?

A partir de uma anélise de diversidade de k-mers, fizemos a
comparagdo do rio Amazonas, com 0s rios Mississipi e sistemas da bacia
hidrogréfica do Canada (ambos de clima temperado), e também com o solo da
floresta amazébnica. O que verificamos € que 0s microrganismos presentes no
rio Amazonas se diferenciam em termos de diversidade de k-mers dos demais
ambientes testados, além de sua aparente similaridade com alguns pontos dos
sistemas temperados do Canada, que ao fim parecem se dever a um efeito
antropico similarmente distribuido dentro de ambos os sistemas. Outro ponto
relevante a se observar é que também foi verificada uma baixa influéncia de
microrganismos de solo nos dados coletados para o rio Amazonas, reforgando
que os achados apresentados nesta tese sdo basicamente derivados de

microrganismos aquéticos do sistema fluvial da bacia do Amazonas.

Assim, concluimos que a microbiota do rio Amazonas, altamente
heterotrdfica, possui sim diversidade genética derivada de processos locais de

evolucdo que se diferenciam de outros sistemas de agua doce e solo, e que
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talvez possam ser representativos de outros sistemas tropicais até entdo nao

estudados.

Q2. Ha uma estrutura espacial na ocorréncia de genes ao longo do curso do rio

Amazonas que poderia indicar especializacdo metabolica?

No capitulo 3 podemos verificar facilmente que ha uma estrutura
espacial, que inclusive identifica um zoneamento de metabolismos, em que nas
aguas doces hd uma preponderancia da degradagdo de lignina e hemicelulose,
enquanto que nas aguas salobras e pluma, essa dominéncia se inverte e a
degradacdo de celulose parece ser responsavel pela maior parte do
metabolismo microbiano. Também foi observado que dentre os produtos
gerados pela oxidacéo da lignina, h4 uma preferéncia de transporte e consumo
de monoaris pelas comunidades a jusante de Manaus, enquanto

microrganismos & montante tendem a consumir diaris.

A salinidade se mostrou uma barreira importante para esses microbios,
fato que ja havia sido previamente observado por outros autores (SATINSKY
et al.,, 2015). A regido a montante também parece ser mais diversa que as
porcBes do rio Amazonas a jusante da cidade de Manaus. Essa diversificacdo a
montante provavelmente é devido a alteragdes da agua ap0s a mistura das
aguas brancas e pretas que dilui os nutrientes e altera o pH, fazendo com que a

populacdo microbiana seja selecionada ao longo do curso do rio.
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Assim, concluimos que apesar dos perfis metabdlicos serem mantidos,
as funcBes ndo-centrais desse metabolismo se alteram para o metabolismo
secundario e degradacdo de xenobidticos, que podem inclusive sofrer um
zoneamento de funcdes. Com relacdo a degradacdo de OM terrestre, parece que
0s microrganismos de agua doce e salgada alternam os seus substratos
preferenciais, sendo a degradacao de celulose associada a ambientes marinhos

e a degradacéo de lignina e hemicelulose a ambientes de agua doce.

Q3. Quais as principais familias de proteinas associadas a degradacdo de OM

terrestre?

Nos capitulos 3 e 4 fazemos uma revisdo dessa questdo. No capitulo 3,
verificamos um perfil geral das enzimas utilizadas no processamento de
celulose, hemicelulose e lignina. Essas enzimas foram classificadas em termos
de abundancia e localizacdo geogréfica. Verificamos que ha uma preferéncia
para que a degradacdo de lignina seja mediada principalmente por DYPs e
lacases, a degradacdo de celulose via GH3 e GH1, e a de hemicelulose via

GH10.

No capitulo 4 vimos que esses sistemas de degradacdo estavam
acoplados, de modo que microrganismos que oxidavam lignina tinham a

capacidade de degradar celulose, através das mesmas enzimas ja citadas.
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Interessantemente, a degradacdo dos compostos derivados de lignina
se mostrou desacoplada do sistema de oxidacdo extracelular da mesma. Ele foi
reconhecido em uma comunidade secundaria que aparentemente utiliza o
sistema TTT de modo integrado e tem a capacidade de armazenar carbono via

producdo e degradacdo de PHB/A.

Essas populagfes se mostraram diversas em termos taxondmicos,
sendo que a populacdo de degradadores parece funcionar na forma de um
consorcio de espécies de diversos grupos, inclusive contendo diversos genomas
ndo identificados de bactérias. Enquanto isso, a comunidade de degradadores
secundarios é principalmente composta por beta-proteobactérias, em especial

do grupo Burkholderiales.

Q4. Ha mecanismos alternativos promovendo o uso de fontes de carbono
secundarias ou o0 armazenamento de carbono na microbiota da bacia

Amazobnica?

Sim. No capitulo 4 esté relatada a descoberta, em primeira mao, do
sistema TTT sendo associado a sistemas de degradacdo de compostos
aromaticos derivados de lignina e também a via do PHB, mostrando que
sistemas utilizados pelos UFAC sdo importantes para o funcionamento do
ecossistema no micro-habitat aquatico do rio Amazonas. Esses sistemas

mostraram-se completos e ainda se pode inclusive verificar nos dados expostos
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naquele capitulo, os perfis de expressao génica, mostrando-se que ha uma clara

preferéncia destes pela agua doce.

Q5. Ha evidéncias de um priming effect e quais os mecanismos para tal?

No presente trabalho propusemos dois modelos de efeito priming para
explicar a degradacdo de OM terrestre no rio Amazonas (Capitulos 3 e 4).
Esses modelos foram tomados utilizando-se dados distintos, uma vez que o
primeiro deles foi feito com base em dados génicos e o segundo com dados
genémicos. O contexto gendmico auxiliou numa evidente melhoria do modelo
de modo que propusemos que o segundo modelo seja 0 mais adequado para
futuras adequacdes da teoria ao ambiente amazonico. De acordo com as nossas
observacdes, provavelmente o efeito priming no rio Amazonas se deve a
eliminacdo da inibicdo que a comunidade degradadora de OM terrestre sofre

pelos compostos fenolicos derivados da lignina.

Brevemente, hd um consércio que degrada diretamente a OM
terrestre. Essas comunidades recebem carbono estrutural e energia da
degradacdo da celulose, que s6 pode ocorrer uma vez que a lignina que a
envolve for oxidada. A lignina degradada gera compostos fenélicos que inibem
0 consorcio microbiano degradador de OM terrestre. As comunidades
secundarias (UFAC) consomem esses compostos fendlicos derivados de

lignina, eliminando a inibicdo. Essas comunidades também recebem carbono
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estrutural e energia a partir da degradacédo de celulose, sendo promovidas pelo

consorcio degradador.

Q6. As inferéncias obtidas por meio do uso do catalogo de genes sdao mantidas

quando avaliado o contexto genémico?

N&o. Elas tendem a se alterar um pouco, devido a alguns ajustes finos.
Esta questdo conecta-se com as questdes 4 e 5. A sua resposta é que os dados
do contexto gendbmico somam-se as observacgdes génicas e reforcam os achados
anteriores, adicionando-se certa complexidade necessaria ao modelo que
auxilia numa maior representacdo da realidade. O contexto da gendmica
auxiliou na reavaliacdo dos dados e reestruturacdo de algumas respostas, como
por exemplo, que os sistemas de oxidagéo de lignina e degradacéo de celulose
funcionariam acoplados num mesmo organismo; e que, além disso, 0s
mecanismos do consumo dos compostos aromaticos gerados na oxidacdo da

lignina sdo desacoplados do seu processo de producao.

Q7. Pode-se produzir um software que realize as analises basicas de
metagenomas sem a necessidade de conhecimentos amplos na area de

bioinformética?
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Sim. De fato para atender as necessidades dos usuarios do AMnrGC
foi desenvolvido no capitulo 6, o AGSSY um sistema intuitivo para
bioprospec¢do que mostrou-se eficiente e rapido na gestdo dos genes do
catalogo. Enquanto isso, nas analises de metagenomas ainda no nivel de reads
foi desenvolvido no capitulo 5, o programa BEAF que realiza analises desde
taxonomia com um banco de dados referéncia até mesmo a categorizacdo de
genomas e busca de genes e familias de proteinas neste tipo de arquivo. Ele
funciona sem a necessidade de interacdo com o usuario de forma automatica e
supre a demanda de softwares de simples execucdo a baixos custos de
processamento, uma demanda de pesquisados de paises subdesenvolvidos. O
BEAF mostrou-se competitivo com outros programas similares, apresentando

um rendimento e resultados bastante satisfatorios.

Uma vez que as questdes aqui propostas foram respondidas, ainda gostariamos

de propor novos rumos para este trabalho no futuro. Um dos mais proeminentes seria o

sequenciamento dos genomas aqui obtidos como PGs, mas desta vez por meio de novas

coletas utilizando-se a tecnologia de SAGs (Single Amplified Genome), que permitira

uma maior resolucdo e estudos de mutagdes pontuais dentro da populacdo microbiana

do rio Amazonas.

Outra questdo interessante é a verificacdo do efeito priming, proposto nos

capitulos 3 e 4, por meio de outros métodos, como também associar os dados de

metatranscriptdmica aos achados aqui apresentados. Além disso, também realizar-se

experimentos ambientais, com a finalidade de se verificar a veracidade desta teoria.
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Um ponto que permanece em aberto é o potencial biotecnoldgico do catalogo
de genes proposto no presente trabalho, que por meio do programa AGSSY, pode ser
mais facilmente explorado, chegando-se a novos genes e enzimas cujo potencial
biotecnologico sO tende a agregar a producdo industrial de bens e servicos, além de

representar potenciais novas terapias e tratamentos.
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Devido ao grande volume ocupado pelas tabelas e dados apresentados neste
topico, os 12 apéndices referidos no texto estdo disponiveis online permanentemente no

link. E podem ser citados conforme segue:

Célio Dias Santos Janior. (2019). Material suplementar da tese intitulada
"Degradacdo de matéria organica terrestre por microrganismos do rio
Amazonas - Metagendmica e Gendmica Populacional” [Data set]. Zenodo.

http://doi.org/10.5281/zenodo.2530038.
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