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RESUMO

Contexto genémico e expressédo de genes envolvidos nareducao do sulfato
em solos de manguezal

Os manguezais compdem um bioma de interface entre o continente e o oceano
em regides intertropicais, ambiente este caracterizado por condi¢cdes Unicas
ambientais e uma elevada biodiversidade. Este projeto tem como objetivo estudar,
utilizando abordagens de metagendémica e metatranscriptomica, as comunidades
microbianas encontradas nos manguezais localizados nos municipios de
Bertioga/SP e Cananeia/SP, com enfoque nos genes relacionados ao processo de
redugdo do sulfato. Para tanto, uma biblioteca metagendémica contendo 12.960
clones em vetor fosmideo foi triada por meio de PCR especifico para o gene dsrB,
ao mesmo passo que esta foi completamente sequenciada em plataforma Illumina
HiSeq2000. Foram obtidos trés insertos metagenomicos (23D5, MGV 10001431 e
MGV 10016026, com 31, 31 e 34 kb, respectivamente). Estes foram entdo anotados
e analisados mais detalhadamente. A insercdo 23D5 foi a Unica a apresentar genes
essenciais para a reducao dissimilatéria do sulfato (apr, hdr, dsr, sat). A diversidade
taxondbmica dos grupos relacionados ao ciclo do enxofre demonstrou a
predominéncia dos filos Bacteroidetes e Proteobacteria enquanto a andlise
filogenética para gene dsrB apresentou diferencas entre os trés insertos, afiliando os
mesmos a sequéncias similares a Firmicutes e Deltaproteobacteria e revelando
serem diferentes das sequéncias presentes em base de dados. A analise de
metatrascriptomica dos quatro manguezais apresentou um padrdo de expressao
diferencial para o cluster dsr de acordo com o estado de conservacdo dos
manguezais estudados. Estes resultados compdem o primeiro acesso a fragmentos
gendmicos e a funcionalidade dos mesmos em microrganismos redutores de sulfato
em solos de manguezais.

Palavras-chave: Ciclo do enxofre; Metagenomica; Fosmideo
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ABSTRACT

Genomic context and expression of genes involved in sulfate reduction in
mangrove soils

Mangrove is a biome composed of the interface between the continent and the
ocean in tropical areas, characterizing by unique environmental conditions and high
biodiversity. Here, we aimed to study, using metagenomic and metatranscriptomic
approaches, the microbial communities identified in the mangroves located in the
cities of Bertioga/SP and Cananeia/SP, focusing on genes related to the sulfate
reduction process. For this purpose, a metagenomic library containing 12.960 clones
in fosmid vector was screened by PCR for the specific dsrB gene, and the whole
library was also completely sequenced by the lllumina HiSeg2000 platform. Three
metagenomic inserts were obtained (23D5, MGV 10016026 and MGV 10001431,
with 31, 31 and 34 kb, respectively), which were recorded and detail analyzed. The
insertion 23D5 was the only one that presents essential genes for dissimilatory
sulfate reduction (apr, hdr, dsr, sat). The taxonomic diversity of groups related to the
sulfur cycle demonstrated the predominance of Bacteroidetes and Proteobacteria
phyla, while phylogenetic analysis to dsrB gene showed differences between the
three inserts, affiliating them to similar sequences of Firmicutes and
Deltaproteobacteria, and revealing differ from the sequences present in the data
base. The metatranscriptomic analysis of the four mangroves showed a pattern of
differential expression for the DSR cluster according to the conservation status of the
studied mangroves. These results constitute the first access of genomic fragments
and functionality of the sulfate reducing microorganisms in mangrove soils.

Keywords: Sulfur cycle; Metagenomic; Fosmid
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1. INTRODUCAO

Dentre os ecossistemas terrestres, alguns chamam atencdo devido a
particular combinacdo de condicbes ambientais, que resultam na evolugdo de
espécies capazes de colonizar restritamente esses ambientes. Os manguezais sao
areas localizadas nas planicies de inundacdo das marés, compondo um dos
ambientes naturais mais degradados no Brasil, onde ocorrem sérios impactos
ambientais. O Brasil tem uma das maiores extensfes de manguezais do mundo,
desde o Cabo Orange no Amap4a, até o municipio de Laguna em Santa Catarina,
abrangendo uma &rea de 25.000 Km?.

Dentre os grupos de organismos encontrados no ecossistema manguezal,
0S microrganismos apresentam papel fundamental na manutencdo dos ciclos vitais
neste ambiente, onde possuem como principal funcédo a ciclagem de nutrientes, o
que resulta na interacdo destes com 0s demais organismos presentes no
ecossistema, em especial as plantas. Embora ecossistemas de manguezais sejam
ricos em matéria organica, estes sdo deficientes em nutrientes, especialmente
nitrogénio e fosforo, que apesar de serem abundantes ndo se encontram
disponiveis, por ser o manguezal um ambiente redutor. Isto justifica a importancia
dos microrganismos neste ambiente, onde atuam diretamente na disponibilizacédo
destes nutrientes.

Mesmo com o desenvolvimento de técnicas de estudo de ecologia
microbiana de maneira independente de cultivo, a maioria dos estudos acessa
apenas a diversidade destas comunidades, focando as andlises em genes
ribossomais, como 16S rDNA, inferindo sobre alteracdes na composicdo destas
comunidades. Estes estudos deixam em aberto respostas sore altera¢des funcionais
dentro da microbiota. Dessa forma, o uso de metodologias que acessam o0
funcionamento dos grupos microbianos nos manguezais, bem como a descri¢éo dos
grupos que hospedam genes relacionados a importantes transformacfes neste
sistema, € importante no avango do conhecimento sobre este ambiente Unico,
encontrado apenas em regides tropicais e subtropicais de nosso planeta.

Por ser um ambiente redutor, os solos de manguezais preservam
caracteristicas peculiares, como a utilizacdo do sulfato como aceptor final de
elétrons, sendo este utilizado como base metabolica da microbiota. Este ponto

merece atencdo, uma vez que pouco se sabe sobre a diversidade microbiana
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envolvida neste processo, sendo os estudos ja realizados apenas focados em um
gene marcador, o dsrB.

O presente estudo foi desenvolvido com o objetivo de acessar genes
importantes no ciclo biogeoquimico do enxofre em solos de manguezais,
descrevendo o contexto genémico em que estes ocorrem, e a expressao génica dos

mesmos em manguezais sob distintos histéricos de contaminacéo.
1.1 O ecossistema manguezal

O manguezal é um ecossistema costeiro localizado em regides de interface
entre os ambientes terrestre e marinho, uma area Umida caracteristica de zonas
tropicais e subtropicais (HOLGUIN; VAZQUEZ, BASHAN; 2001; THATOI et al.,
2013). Consiste em um ambiente Unico que apresenta condi¢des de alta salinidade e
temperatura, muito lodo, solo anaerébico e rico em matéria organica (GHIZELINI et
al., 2012; KRAUSS et al., 2014). Dessa forma, o manguezal abriga diversas plantas
e microrganismos com adaptacdes ecofisiolégicas para viver nessas condicfes
(ALONGI, 2009, THATOI et al., 2013).

O ecossistema de manguezal apresenta-se amplamente distribuido
geograficamente, cobrindo cerca de 60 a 75% da linha costeira mundial. O Brasil, a
Indonésia e a Austrdlia sdo os paises mais abundantes em ecossistemas de
manguezais, sendo que s6 na América Latina, encontram-se cerca de 400.000
hectares (HOLGUIN; VAZQUEZ, BASHAN; 2001, 2006, GIRI 2008; ELLEGAARD et
al., 2014). No Estado de Sao Paulo, na regido da baixada santista, formada pelos
municipios de Bertioga, Cubatdo, Guaruja, Itanhaém, Mongagua, Peruibe, Praia
Grande, Santos e S&o Vicente; encontra-se uma das maiores concentracdes de
manguezais do estado, apresentando uma area de 231 Km? (CUNHA-LIGNON,
2009, DUKE, et al 2007).

Esses ecossistemas apresentam elevada importancia econbémica e
ecoldgica nas regides costeiras, onde desempenham um papel fundamental como
fonte de entrada de nutrientes para manutencéo das cadeias alimentares estuarias e
marinhas (HOLGUIN; VAZQUEZ, BASHAN, 2001), onde reside uma grande
produtividade bioldgica com alta diversidade de peixes, crustaceos, moluscos, aves,

répteis e mamiferos, sendo um dos ambientes mais produtivos do mundo. Toda esta
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diversidade exige uma alta ciclagem de nutrientes no inicio da cadeia trofica (DIAS
et al., 2009).

Apesar do seu elevado valor econbmico e ecoldgico, 0s manguezais
encontram-se entre os ecossistemas mais ameacados do mundo, atingindo o nivel
de risco de extincao. Isto se deve aos impactos negativos de diversas origens devido
a presenca das muitas atividades antropogénicas, tais como expansao urbana
desordenada, poluicdo e presenca de polos industriais e petroquimicos, portuario,
pesqueiro e exploracdo mineral, desenvolvidas em suas areas proximas (OLIVEIRA
et al., 2007; SANTOS et al., 2010). Uma das atividades que geram maior impacto no
ecossistema sdo os vazamentos de petréleo, cujo efeito pode durar até 20 anos
(BURNS et al., 1994), podendo provocar desfolha das arvores, impedindo seu
crescimento adequado, influenciando diretamente a sua sobrevivéncia e fazendo
com que a recuperacao dessas areas seja dificil e de custo elevado (SANTOS et al.,
2010).

1.2 Diversidade microbiana em sedimentos de manguezais no Brasil

Os manguezais sdo ambientes altamente variaveis e dindmicos permitindo o
sucesso ecoldgico de muitos grupos microbianos. Essa diversidade pode variar com
o local, a profundidade, a sazonalidade e as condi¢cGes fisicas e quimicas do
ambiente que exercem pressado seletiva sobre as comunidades microbianas, sua
estrutura e funcionalidade (DIAS et al., 2010; VARON-LOPEZ et al., 2013).

A comunidade microbiana em manguezais exerce papel fundamental no
bom funcionamento desse ecossistema, exibindo grande diversidade taxonémica e
funcional. Processos importantes, como a ciclagem de nutrientes do manguezal,
estdo diretamente relacionados com a atividade e diversidade das comunidades
microbianas que formam a base da cadeia alimentar da flora e fauna desse
ecossistema. E possivel formular a hipétese de que na auséncia ou reducido da
microbiota, havera prejuizo nas atividades comerciais e ecolégicas, e possivelmente
a destruicdo dos ecossistemas de manguezais (HOLGUIN; VAZQUEZ; BASHAN.
2001, THATOI et al., 2013). Portanto, o conhecimento das comunidades microbianas
dos manguezais é de grande relevancia para entender melhor a dindmica desse
ecossistema, destacando sua preservacdo e manutencdo (HOLGUIN; VASQUEZ;
BASHAN; 2001; THATOI, et al., 2013).
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Em relacdo as areas amostradas no presente estudo (Cananéia e Bertioga),
0s grupos de bactérias, arquéias e fungos foram descritos de maneira independente
de cultivo. O grupo das bactérias foi acessado pela metodologia de biblioteca de
clones, onde 166 sequéncias foram obtidas a partir de amostras de sedimento do
manguezal localizado na cidade de Cananéia (DIAS et al., 2010). A analise das
sequéncias revelou a predominancia de bactérias afiliadas a Alphaproteobacteria
(40,36%), Gammaproteobacteria (19,28%) e Acidobacteria (27.71%), enquanto que
grupos minoritarios se afiliaram a Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria,
Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes (DIAS et al., 2010). Em uma analise
incluindo o manguezal de Cananéia utiizando a metodologia de
pirosequenciamento, foi utilizada com base no gene ribossomal 16S RNAr,
observando uma configuracdo diferenciada desta comunidade, mostrando uma
prevaléncia de sequencias afiliadas a Deltaproteobacteria e Gammaproteobacteria
em ambos os manguezais (VARON-LOPEZ, 2013).

A composicdo das comunidades de arquéias foi descrita nos manguezais de
Cananéia e Bertioga baseadas no sequenciamento de genes ribossomais.
Inicialmente, a descri¢éo foi feita com base em uma amostra composta de todos os
manguezais, representados por 81 sequéncias, indicando uma predominéancia de
sequéncias afiliadas a Thaumarcheaota (54,3%) e Euryarcheaeota (29,6%), além da
presenca de um grupo nao afiliado a filos conhecidos (16,1%) (DIAS et al., 2011). No
entanto, a andlise separada para cada uma das areas, e com base na metodologia
de pirosequenciamento, indicou a predominancia de Crenarchaeota (48,6%),
Euryarchaeota (42,6%) e arquéias nao classificadas (8,7%) (VARON-LOPEZ, 2013).

Para o grupo dos fungos, além da andlise comparativa das areas por meio
de PCR-DGGE, foi realizada uma descricdo com base em sequenciamento da
regido ITS, onde foram analisadas apenas amostras dos manguezais localizados na
cidade de Bertioga. Nesta analise foram utilizadas 180 sequéncias, as quais
indicaram a predominancia de grupos afiliados a Epicoccum, Nigrospora,
Cladosporium e basidiomicetos nao identificados (FASANELLA et al., 2012)

A fim de demonstrar de maneira detalhada essa diversidade encontrada em
manguezais do Estado de Sdo Paulo (Bertioga e Cananéia), foi feita uma analise
onde o DNA total das amostras foi sequenciado por pirosequenciamento. Dentro os
grupos encontrados houve o dominio dos filos Proteobacteria, Firmicutes,
Actinobacteria, Bacteroidetes, e Chloroflexi (ANDREOTE et al.,, 2012). Essas
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comunidades atuam de maneira dinamica no fluxo de energia nestes ambientes em
processos associados ao ciclo do nitrogénio (amonificagédo, desnitrificacao e fixagao
de nitrogénio) e do enxofre (oxidacéo e reducdo) (ANDREOTE et al., 2012; DIAS et
al., 2012; VARON-LOPEZ et al., 2014).

No entanto, apesar desta ampla descricdo de grupos microbianos em
manguezais, ainda necessita-se aplicar estudos que visem a descricdo da
funcionalidade da microbiota dos manguezais, bem como as alteracdes sobre cada

funcao.

1.3 Ciclo do enxofre

O enxofre € o decimo elemento mais abundante no planeta Terra,
encontrando-se presente principalmente como pirita (FeS,) ou sulfato de calcio
(CaS0O4) em rochas e sedimentos, e na forma de sulfato em oceanos (MUYZER,
STAMS, 2008). Na natureza, o enxofre é um elemento essencial para o0s
organismos, compondo, aproximadamente, 1% do peso seco de uma célula
bacteriana, com grande importancia para a sintese dos aminoacidos cisteina e
metionina, como também de algumas vitaminas, horménios e coenzimas (SIEVERT
et al, 2007, TOSTEVIN et al., 2014). O ciclo do enxofre (Figura 1) é complexo, uma
vez que este elemento possui uma ampla gama de estados de oxidacédo, variando
de -2, na forma de sulfureto (completamente reduzido) a + 6, na forma de sulfato
(completamente oxidado). Este ciclo pode-se dividir em duas partes: a via
assimilativa e via dissimilativa (GREIN et al., 2013). A primeira inclui assimilagao de
sulfureto e sulfato, enquanto a via dissimilativa inclui processos oxidativos (oxidacao
de enxofre) e processos redutores, tais como reducdo do enxofre e sulfato
(MUYZER; STAMS, 2008; BARTON; FAUQUE, 2009; JAMES, 2014).
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Figura 1. Ciclo biogeoquimico do enxofre. Fonte: adaptado de MADIGAN; MARTINKO; PARKER,
2002.

O maior reservatorio de enxofre biologicamente disponivel na Terra é o
sulfato no oceano, mas uma enorme abundancia de enxofre ocorre contido em
sulfeto de rocha e minerais de sulfato (MADIGAN; MARTINKO; PARKER, 2005). O
ciclo do enxofre é influenciado pela atividade metabdlica microbiana e esta
fortemente ligado a outros ciclos biogeoquimicos, como os ciclos do carbono, do
ferro, do oxigénio e do nitrogénio. Todos 0s organismos assimilam enxofre para a
producdo de cisteina, metionina e componentes enziméticos. Por outro lado,
diversos grupos de procariontes utilizam compostos de enxofre como fontes de
energia para o crescimento celular, fixacdo de carbono e respiracdo anaerdbica. Os
procariontes oxidantes de enxofre estdo representados em diversos grupos
filogenéticos (FRIEDRICH et al., 2001; FRIEDRICH et al., 2005), e podem oxidar
uma variedade de compostos de enxofre, incluindo o enxofre elementar,
polissulfureto, tiossulfato, sulfito, e sulfureto, em reac¢des redox com uma variedade

de aceitadores de elétrons incluindo O,, NO*, Mn *¥/**

, e Fe **. A reducéo do sulfato
€ um processo importante em sedimentos marinhos anaerobicos, onde se estima
gue os procariontes redutores de sulfato sejam responsaveis por metade de
oxidacdo do carbono organico global (CANFIELD et al., 1993; THULLNER et al.,
2009; BOWLES et al., 2014). Os procariontes redutores de sulfato também tém sido

alvos de estudo devido a sua importancia em relagbes sintroficas com arqueias
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anaerobias oxidante de metano (SCHINK, 2006), sendo este consdrcio sintrofico
abundante em alguns sedimentos marinhos (HINRICHS; BOETIUS, 2003).

1.4 Reducéo dissimilativa do sulfato

A respiracdo do sulfato € um processo anaerébio realizado por um grupo
filogeneticamente diversificado de organismos, distribuidos entre os dominios
Bactéria e Archaea. Este processo € um dos principais contribuintes para o ciclo
global do enxofre e carbono em ambientes anaerdbios, e tem impactos ambientais e
econdmicos muito importantes (MUYZER; STAMS, 2008; BARTON; FAUQUE,
2009). Procariotos redutores de sulfato sdo encontrados em ambientes ubiquamente
anaerobicos, e sdo particularmente abundantes nos habitats marinhos, devido a alta
concentragdo de sulfato na agua do mar (RAMOS et al., 2012).

O sulfato (SO4*) é um composto quimicamente inerte, ndo volatil e ndo
téxico encontrado normalmente difundido em rochas, solos e aguas. Pode ser
reduzido por duas vias distintas: a assimilativa e a dissimilativa. Na via dissimilativa,
o sulfato é o receptor final de elétrons da cadeia respiratéria das bactérias redutoras
de sulfato, as quais investem uma molécula de trifosfato de adenosina (ATP) para
ativar o sulfato através de uma sulfurilase de ATP, produzindo fosfosulfato de
adenosina (adenosine phosphosulphate, APS) e pirofosfato inorganico (PPi). Apds a
ativacdo, o APS é reduzido pela redutase do APS para formar sulfito (SO3%) e
monofosfato de adenosina (adenosine monophosphate, AMP). O SOs* é entdo
reduzido a sulfureto de hidrogénio (H»S) por uma redutase dissimilativa de sulfito,
transformacdo que pode acontecer por duas vias: reducdo direta do sulfito a
sulfureto e via tritionato (ONTIVEROS-VALENCIA, 2012; BRADLEY, LEAVITT,
JOHNSTON; 2011).

A reducédo dissimilativa do sulfato é realizada por varios géneros de
bactérias redutoras de sulfato. InUmeros estudos foram realizados de forma a
compreender a transferéncia de elétrons na cadeia respiratéria destes organismos, e
foi proposto que a conservacao de energia € realizada por complexos membranares
de transporte de elétrons, nomeadamente os complexos QmoABC e dsrMKJOP,
cujas subunidades de cada encontram-se relacionadas com as heterodisulfureto

redutases (hdr) de organismos metanogénicos, sendo também capazes de interatuar
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com as quinonas (DAHL; FRIEDRICH, 2008; RAMOS et al. 2012, PIRES et al. 2006,
MUSSMANN, et al. 2005).

As enzimas dSiR (dissimilatérias sulfito redutases) estdo compostas de duas
subunidades, dsrA e dsrB, originadas a partir da duplicacéo do gene primitivo de dsr,
antes da separacdo dos dominios Archaea e Bactéria (OLIVEIRA et al., 2011). Estes
genes codificam para a enzima redutase dissimilatoria de sulfito (dSiR), a qual é
responsavel pela reducéo do sulfato para sulfeto de hidrogénio, tendo funcionalidade
apenas em condicbes anaerobias (MUYZER; STAMS, 2008). Esses genes
apresentam regioes conservadas dentre os procariotos redutores de sulfato, e séo
uns dos genes mais utilizados na caracterizacdo dessas comunidades (MUYZER,;
STAMS, 2008; VARON-LOPEZ et al., 2014). Esse sistema para a deteccdo de
grupos microbianos redutores de sulfato, baseado nos genes funcionais dsrA e dsrB,
€ alvo tanto da quantificacdo por PCR em tempo real, como de estudo de
diversidade por meio de clonagem e sequenciamento (GEETS et al., 2006; VARON-
LOPEZ et al., 2014).

1.5 Grupos envolvidos no ciclo do enxofre em solos de manguezais

O processo de reducao dissimilatéria de sulfato, ou respiracao do sulfato, é
um dos principais mecanismos associados a degradacdo da matéria organica nos
manguezais, visto que esse € um ambiente onde a concentracdo do oxigénio é
extremamente baixa, levando a necessidade de utilizar outro aceptor final de
elétrons para sustentar o metabolismo microbiano (HEIDELBERG et al., 2004).

A reducédo dissimilatéria do sulfato € um processo metabdlico fundamental
para o ciclo biogeoquimico do enxofre e carbono em sedimentos marinhos. O sulfato
€ um dos anions mais comum em aguas e esta presente em grandes quantidades
nos estuarios e oceanos (BLAZEJAK; SCHIPPERS, 2011). A maioria das plantas e
microrganismos podem utilizar o sulfato como sua Unica fonte de enxofre,
convertendo esta molécula para compostos sulfidrilas ou sulfato de hidrogénio (H,S),
sendo este ultimo toxico a muitos microrganismos (MUYZER; STAMS, 2008).

O H,S é produzido durante a decomposicdo da matéria organica pela
reducdo dissimilatoria do sulfato. As bactérias redutoras de sulfato tém um grande

papel na mineralizacdo do enxofre organico e na producao de ferro e fésforo soltvel,
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que sado utilizados por outros organismos nos manguezais, tendo também
contribuicao na fixagcéo de nitrogénio (N2) (RABUS, 2006).

A reducdo do sulfato € um dos processos responsaveis pela degradacéo
anaerobia de compostos organicos. Estudos de enriguecimento com lactato ou Ho,
indicam que principal fragdo da comunidade redutora de sulfato é composta das
espécies bacterianas pertencentes ao género Desulfovibrium (POHORELIC et al.,
2002). No entanto, utilizando enriqguecimento com outras fontes de carbono, esta
diversidade aumentou significativamente, principalmente quando a avaliacao foi feita
por meio de metodologias independentes de cultivo (SCHEID; STUBNER, 2001).
Foram determinandos trés principais grupos envolvidos nesta funcéo; as familias
Desulfovibrionaceae e Desulfobacteraceae e o género Desulfobulbus, todas
pertencentes a classe Deltaproteobacteria.

Com base na andlise comparativa de sequéncias do gene ribossomal 16S
rDNA, as bactérias redutoras de sulfato, podem ser agrupadas em 7 grupos
filogenéticos, 5 dentro do grupo bactéria e 2 dentro das arquéias. Muitos dos
redutores de sulfato pertencem a 23 géneros dentro da classe Deltaproteobacteria,
seguidos do filo Firmicutes e, dentro dele, a classe Clostridia, com destaque para 0s
géneros Desulfotomaculum, Desulfosporosinus e Desulfosporomusa, além dos filos
Nitrospira  (género  Thermodesulfovibrio), = Thermodesulfobacteria  (género
Thermodesulfobacterium) e Thermodesulfobiaceae (familia Thermodesulfobium).
Dentro do dominio Archaea, o género Archaeoglobus, em Euryarchaeota e os
géneros Pyrobaculum, Thermocladium e Caldirvirga em Crenarchaeota, tém
destaque neste processo (LIU; BEER; WHITMAN, 2012; MUYZER; STAMS, 2008;
ZHOU et al, 2011). Até agora, a sua distribuicdo polifilética foi mais
parcimoniosamente explicado pelas transferéncias horizontais mdultiplas de genes,
fornecendo evidéncias de que a transferéncia horizontal de um conjunto de genes
pode ser de fato responsavel pela distribuicdo desigual de redutoras de sulfato
procariontes na arvore filogenética (MUSSMANN et al., 2005).

Em sedimentos dos manguezais, Betaproteobacteria, Gammaproteobacteria
e Deltaproteobacteria sdo os grupos mais abundantes associados com o ciclo do
enxofre (DOS SANTOS et al.,, 2011; PEIXOTO et al., 2011; ANDREOTE et al.,
2012). Taketani e colaboradores (2010) salientaram a ocorréncia de grupos unicos
de sequéncias do gene dsrB em sedimento do manguezal de Cananéia,

evidenciando a importancia deste processo nesse ambiente. Além disso, foi
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observada a ocorréncia de um grupo de microrganismos que muito provavelmente
séo exclusivos desse sistema, taxonomicamente afiliados com Deltaproteobacteria
(VARON-LOPEZ, 2013).

1.6 Fosmideos e analise de contexto genémico

A grande maioria das ferramentas disponiveis para o estudo da microbiota
ambiental infere sobre dados de apenas um gene, com grande destaque neste ponto
para os genes ribossomais (LOUWS et al., 1999). Dessa forma, dificimente os
resultados obtidos para tais genes podem ser relacionados com a funcionalidade
dos grupos identificados em determinada amostra.

Apesar de algumas metodologias, como a marcacdo de DNA com is6topos
estaveis (SIP) buscarem esta ligacdo, ainda ndo existe uma metodologia eficiente de
associar a filogenia de grupos microbianos, com suas fun¢gdes no ambiente onde sao
encontrados (HUNAG et al., 2009, DUMONT et al., 2011). Dentro deste contexto, a
possibilidade de se explorar sequéncias de fosmideos, obtidos a partir da clonagem
de DNA ambiental, pode fornecer importantes informacdes sobre o contexto
gendmico dos microrganismos que vivem na area estudada (SUENAGA et al., 2012,
MUSSMAM, et al., 2005).

Fosmideos sdo vetores de clonagem que se baseiam no plasmideo F-
bacteriano, que conseguem suportar insercbes de DNA de até 40 kb de tamanho,
onde, muitas vezes, a fonte do elemento de insercdo do DNA gendmico € aleatéria.
Uma biblioteca de fosmideos € preparada pela extracdo de DNA gendmico do
ambiente visando a sua clonagem (HALL, 2004). Dentro deste contexto, a
possibilidade de se explorar sequéncias de fosmideos, obtidos a partir da clonagem
de DNA ambiental, pode fornecer importantes informacdes sobre o contexto
gendmico dos microrganismos que vivem na area estudada.

Com a finalidade de se focar neste tipo de estudo, a busca de genes
candidatos, envolvidos em funcgbes particulares, e de interesse no ambiente
acessado, pode ser uma estratégia interessante. Esta metodologia oferece uma
alternativa para a exploracdo do potencial metabdlico de microrganismos que nao
sdo recuperados por métodos baseados em cultivo. O método consistiu-se
inicialmente na clonagem de fragmentos grandes de DNA (40 a 100 kb), obtido a

partir de amostras ambientais, em vetores do tipo BAC (Bacterial Artificial
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Chromosome) ou fosmideos, e analise das bibliotecas resultantes em busca de uma
nova expressdo fenotipica na linhagem hospedeira de Escherichia coli
(HANDELSMAN et al., 1998, SUENAGA 2012). Com o objetivo de compreender a
organizacdo génica em funcdo da adaptabilidade ao ambiente, genes alvos séo
selecionados e iniciar a busca de fosmideos contendo os mesmos. O trabalho de
Brochier-Armanet e colaboradores (2011) usou este tipo de analise em insertos
fosmidiais originarios de arquéias planctdnicas ndo cultivadas. Outros autores
descrevem uma elevada taxa de transferéncia horizontal de genes nestes
organismos, relacionando isto a capacidade de adaptacdo destes organismos ao
ambiente marinho (SUENAGA, 2012, MUSSMANN, et al. 2005).

Conclusivamente, o uso da estratégia metagendmica a partir de fosmideos
permite ainda combinar a busca de genes funcionais com a analise de sequéncias
de genes ribossomais, o que pode representar um mecanismo para se estabelecer
relacbes entre filogenia e funcdo e ajudar a elucidar o papel ecolégico dos

componentes da microbiota em diferentes ecossistemas.

1.7 Metatranscriptomica

Além da analise do DNA ambiental, existe a possibilidade de se basear as
analises de sequenciamento de segunda geracdo na porcao funcional da molécula
microbiana, utilizando moléculas de RNA como molde, num tipo de estudo este
denominado de metatranscriptdmica. Neste contexto, a metatranscriptdmica aparece
como uma metodologia poderosa para determinar padrdoes de expressao génica de
comunidades microbianas sem prévias inferéncias sobre a atividade metabdlica de
grupos dominantes, ou especificidade para o estudo de alguns genes especificos,
como é feito pela metodologia de PCR em tempo real (PORETSKY et al., 2005;
FRIAS-LOPEZ et al., 2008 , ZHI et al., 2014). Em contraste com a metagendmica,
gue fornece uma analise sobre a estrutura genética da comunidade, a
metatranscriptdmica identifica quais destes genes estdo sendo transcritos no
ambiente avaliado (GILBERT et al., 2008; PORETSKY et al., 2010).

O seqguenciamento e andlise in silico de RNA mensageiro
(metatranscriptomica) estd sendo aplicado rotineiramente para as comunidades
microbianas complexas em diversas ecossistemas, incluindo, solo (BAILLY et al
2007; URICH et al; 2008; DAMON et al, 2012) , marinho (GILBERT et al, 2008;
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MARCHETTI et al, 2012; ) e intestinal (GOSALBES et al, 2011) entre outros. Os
objetivos tipicos da metatranscriptomica s&o classificar taxonomicamente
transcricbes, prever suas funcdes e quantificar suas abundancias, e relaciona-los
com os dados ambientais, a fim de revelar como as condigcbes ambientais impactam
comunidades as microbianas em diferentes habitats (TOSELAND et al, 2014). Este
tipo de analise sO se torna possivel devido ao advento da segunda geragcdo de
sequenciadores, com destaque para aos que produzem maior numero de
sequéncias (PORETSKY et al., 2005, 2009; FRIAS-LOPEZ et al., 2008; URICH et
al., 2008; HEWSON et al., 2009a), elevando em vérias ordens de grandeza o
tamanho dos datasets analisados. Permanece ainda para ser determinado, qual o
valor de cobertura que as bibliotecas metatranscriptdbmicas estdo sendo analisadas,
0 que se torna importante se considerarmos que, ao analisar uma biblioteca com
baixa cobertura as sequéncias dominantes poderdo ser advindas de processos
metabdlicos realizadas na grande maioria dor organismos presentes nas amostras,
limitando nossas inferéncias sobre processos realizados por grupos especificos
presentes no ambiente alvo do estudo (HEWSON et al., 2009b; PORETSKY et al.,
2009).

Neste sentido, Shrestha e colaboradores (2009) demonstraram que tal
analise é eficiente em identificar os grupos ativos, bem como as atividade
microbianas metabdlicas abundantes, em comunidades bacterianas do solo. No
entanto, os autores também destacam a importancia do nimero e tamanho das
sequéncias obtidas para a correta inferéncia taxondmica e funcional. Analisando
amostras de comunidades microbianas marinhas, Gilbert e colaboradores (2008)
descrevem observacdes similares, com a alta eficiéncia desta metodologia, e
destacam a possibilidade de detectar genes pertencentes a muitas familias nunca
anteriormente descritas em analises baseadas em moléculas de DNA.
Recentemente Cabral e colaboradores (2016) analisaram o metaranscriptoma de
dois manguezais sob distinto histérico de preservacdo, um na cidade de Bertioga,
contaminado, e um na cidade de Cananéia, sob condi¢des pristinas. Esta anélise
demonstrou que 0s microrganismos ativos mais abundantes nos sedimentos de
manguezais contaminados e pristinos estavam relacionados com os genomas de
Desulfobacterium autotrophicum HRM2 e Desulfatibacillum alkenivorans AK-01,
respectivamente, com func¢des especificas relacionadas com a resisténcia a

xenobidticos. Sequéncias relacionadas a resisténcia a antibidticos também foram
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detectadas demonstrando que a comunidade microbiana esta respondendo a
poluicdo, desencadeando a expressdo de proteinas capazes de lidar com

compostos toxicos presentes no ambiente.
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2. OBJETIVOS E HIPOTESES

O principal objetivo do presente estudo foi identificar genes relacionados a reducéao
do sulfato em uma biblioteca de fosmideos construida a partir de solo do manguezal,
contaminado com petrdleo, localizado no municipio de Bertioga/SP, e inferir sobre a
organizagcdo genomica desses genes e em seguida avaliar a expresséo génica dos
mesmos em solos de dois manguezais com distintos estados de conservacgao
localizados nos municipios de Bertioga/SP e Cananéia/SP. Este objetivo devera
auxiliar na comprovacdo das hipéteses de que areas de manguezais hospedam
organizacdes génicas particulares, diferentes daquelas encontradas em organismos
ja descritos em outros ambientes marinhos e que expressdo dos genes envolvidos
na reducdo do sulfato pode variar de acordo com a contaminacao diferencial dos

solos dos manguezais estudados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Areas de estudo e amostragem

O presente estudo esta inserido no projeto intitulado “Metatranscriptémica e
contexto gendmico de genes microbianos relacionados aos ciclos biogeoquimicos
em manguezais” processo FAPESP n°® 12/06245-2, cujo pesquisador responsavel é
o Prof. Dr. Fernando Dini Andreote. Neste projeto foram avaliadas as comunidades
microbianas presentes em quatro areas de manguezais do Estado de S&o Paulo,
sendo trés localizadas no municipio de Bertioga, e uma localizada na cidade de
Cananéia (Figura 2). Os manguezais selecionados apresentam caracteristicas
distintas, sendo que um dos manguezais localizados no municipio de Bertioga é
altamente contaminado com petréleo (Oil Mgv), devido a um derramamento de 35
milhdes de litros de 6leo cru, ocorrido no ano de 1983. Neste manguezal a mata
nativa apresenta-se ainda em processo de regeneracao. Proximo a este manguezal
situa-se outro, sem a presenca de derramamento de O6leo, porém ainda com a
pressédo de contaminantes oriundo da proximidade com o centro urbano de Bertioga
(Ant Mgv). Em contraste, o manguezal, localizado no municipio de Cananéia,
encontra-se situado em area de reserva ambiental na llha do Cardoso, tendo como
fator externo de impacto apenas um baixo efeito antropico (Prs Mgv). Além dos
fatores ambientais ou antropicos considerados distintos entre os dois manguezais,
pode ser salientada também a disponibilidade de oxigénio, a quantidade de
nutrientes e de matéria organica, que sao distintas entre os manguezais (DIAS et al.,
2011; ANDREOTE et al., 2012). Dentre tais fatores, algumas variaveis com grande
diferenca entre os manguezais sdo a salinidade, a condutividade elétrica que podem
estar ligadas a inundacdo do manguezal de Cananéia diretamente pelo mar,
enguanto que os manguezais de Bertioga sdo banhados por uma mistura de agua
oriunda do mar e do rio Iriri. Estes trés manguezais foram divididas, com base em
caracteristicas de contaminacdo, vegetacdo e microbiologicas, em quatro areas
distintas, conforme Andreote et al. 2012 (Tabela 1).

Foram coletados aproximadamente 300 gramas de solo por ponto
amostrado. As amostras foram colocadas em sacolas plasticas, fechadas e levadas
ao laboratoério. A partir destas amostras, aliquotas de 5,0 gramas de solo foram e

utilizados para extracdo do material biologico alvo de andlise (DNA e RNA).
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Bertioga

continente Oil Mgv Ant Mgv PrsMgv
I BrMgv02 = ]
‘ _ BrMgv03 BrMgv04
l BrMgv01 " |
' ‘ 2 |
oceano L——— Bertioga — — Cananéia —

Figura 2. Esquema da localizacdo geogréfica dos manguezais avaliados, sendo BrMg01 e BrMg02
contaminados com baixo e alto teor de petréleo respctivamente e BrMg03 com contaminagao
antropogénica, ambos situados em Bertioga e um localizado em Cananéia, BrMg04, sendo o

manguezal preservado. Modificado de Dias e colaboradores (2011).

Tabela 1. Caracteristicas das quatro areas de manguezais estudadas (Andreote et al. 2012).

Areas de
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contaminagéo .
dentro do CEWAQ Mistura do Baixo efeito do Presenca d_e
. 23°53'49’' S mar e todas especies
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46°12'28' W  pequenos caracteristicas do
afetado pelo : Petroleo ;
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derramamento
~ dooleo
Area altamente Mistura do Alto efeito do Em recuperacéo,
afetada como . 23°53'49’' S mar e baixa densidade
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derramento de 46°12'28' W  pequenos . de Rhizophora
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Oleo rios mangle
'\122%5.’523 Abundante,
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BrMgv04 em umareserva Cananéia 47°57'42' W mar Muito baixa compostas

ambiental

por espécies
tipicas
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Estes manguezais tém ampla caracterizacao fisica e quimica, determinadas
e reportadas em outros trabalhos (DIAS et al., 2011; TAKETANI et al., 2010;
ANDREOTE et al., 2012). Andlises de enxofre total (S), contetido de sulfato (SO42),
contedado de matéria organica e pH foram realizadas previamente por Varon-Lopez

et al. (2014), no Laboratodrio de Andlises de Solo da Escola Superior de Agricultura —

"Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP, Piracicaba, Brasil), utilizando-se a metodologia

descrita em Raij e colaboradores (2001) (Tabela 2).

Tabela 2. Caracteristicas fisico-quimicas dos solos utilizados das quatro areas de

manguezais utilizadas neste estudo.

BrMg01 BrMg02 BrMg03 BrMg04
Areia 27+0,0 53,0+ 16,0 48,5125 78,5%6,5
Silte 42,5+3,5 37,0+£16,0 32+2,0 7,0£2,0
Argila 30,5+2,5 10,0+£0,0 19,5+0,5 145+45
Umidade (%) 59,1+3,0 75,0+5,4 71,4+2,5 48,8 + 14,0
pH 5,4+0,5 6,3+0,0 6+0,9 6,9+0,0
Materia Organica g/dm3 129,5+1,5 271,0+£52,2 235,7+7,3 71,0+ 14,0
P 24,5+9,5 37,0£8,0 56+5,0 6,0+1,0
K 48+1,9 11,7+1,9 12,4+0,8 7,25+1,0
Ca 51,0+2,0 183,0+9,0 785+7,8 51,0+ 15,0
Mg 124,0+£29,1 239,5+92,8 161,75+8,3 93,5+22,6
H+Al 48,0+ 10,0 36,5%5,5 31,2+3,3 27,5%5,5
SB 179,4+29,5 434,4+85,6 253,2+1,3 151,4 + 38,6
CTC 227,4+39,5 470,9%79,7 284,2+2,1 179,0 + 43,8
Vv 79,0+1,0 91,5+2,5 88,75+1,3 82,7+0,3
Eh 390,5+44,6 123,0+101,3 180,2+18,3 438,01+ 22,1
Sulfato (mM) 10,3+0,3 9,5+2,4 9,2+0,6 8,0+5,0
Enxofre(S) (%) 0,3+0,02 0,34+0,0 0,23+0,0 0,18+0,0
Sulfato/ Enxofre 11,1+0,7 8,9+1,7 12,5+0,6 12,4 +5,7
Ferro piritico (FeS2) (imol g-1) 172,2+156 279,5+61,3 308,4+31,2 174,3+134,3
DOP (%) 56,4 + 3,0 84,0+2,6 74,1+49 79,3+3,2

3.3 Obtencéao da biblioteca metagenémica

A construcdo da biblioteca metagenémica utilizada neste estudo faz parte do

projeto “Prospeccao de metagendéma microbiano de sedimentos de manguezais na

busca por novos compostos bioativos” (Processo FAPESP n° 11/50809-5) sobe
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responsabilidade da pesquisadora Dra. Valéria Maia de Oliveira. Foram utilizadas as
amostras do ponto BrMgv 02 (manguezal de Bertioga contaminado com 6leo) para a
construcéo desta biblioteca.

A metodologia utilizada foi a mesma descrita por Vasconcellos et al. (2010).
Os passos envolvidos na construgcdo da biblioteca consistem na extracdo direta do
DNA do ambiente e sua clonagem em um vetor fosmidial (pCC2FOS).
Posteriormente, o DNA recombinante vetor-inserto foi introduzido em um hospedeiro
cultivavel (Escherichia coli EPI300™-T1R) para a analise dos genes, e para

determinacao de sua sequéncia, e estdo esquematizados na figura 3.

&
+ 4
L - v
) ) Fragmentagho do Vetor de
Extragio do DNA DNA gendbmico clonugem
gendémico linearizado

Plasmideo -
Célula hospedeira DNA solo

Biblioteca
Metagendmicn (E colt) clonado

recombinante

Figura 3. Etapas envolvidas na construcdo de bibliotecas de fosmideos, utilizando-se o Kit
“CopyControlTM Fosmid Library Production” (Epicentre). FONTE: (adaptado de Daniel 2005).

A partir da biblioteca obtida, composta de 12.960 clones, diversos estudos
foram desenvolvidos para a exploragcdo dos genes nesta contidos. Dentre estes, 0
presente trabalho desenvolveu na busca e caracterizagao de insertos que possuem
genes envolvidos na transformacdo do enxofre, com destaque para aqueles
relacionados ao processo de reducéo do sulfato.

A busca por estes insertos se baseou em duas estratégias complementares,
a analise do sequenciamento completo da biblioteca de clones, e a localizacdo, por
meio de PCR especifico, de clones contendo o gene dsrB, marcador filogenético de

grupos microbianos redutores de sulfato.
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3.4 Extracéo e sequenciamento de DNA fosmidial da biblioteca metagendmica

Nesta estratégia, todos os 12.960 clones obtidos foram submetidos a
extracdo do DNA fosmidial, sendo os produtos de extracdo misturados e
posteriormente submetidos ao sequenciamento de DNA, realizado na plataforma
lllumina HiSeq2000 (Next Generation Sequencing — NGS).

Para essa etapa, as extracdes foram realizadas em pools de 10 placas por
vez. Para tanto, cada placa de 96 pocos do estoque da biblioteca teve seus clones
reativados em placas deep well contendo, em cada poco, 1,0 mL de meio LB liquido
com 12,5 pg/mL de cloranfenicol. Com auxilio de um carimbo de placas, uma
aliquota dos clones foi transferida da placa estoque de origem para a placa deep
well, que posteriormente foi disposta em shaker a 37 °C por 16 horas e rotacao de
180 rpm. Ao término da incubacédo, 500 uL de cada 1 dos 96 pocos da placa foram
recolhidos em tubos de 50 mL (o volume de 1 placa de 96 pocos ocupa 1 tubo de 50
mL). Esse procedimento foi repetido com 10 placas de 96 pocos por vez, as células
foram precipitadas por centrifugacdo a 9.500 rpm por 15 minutos a 4°C e o
sobrenadante foi descartado. Ao final, foram obtidos 13 pools de células de toda a
biblioteca, e o DNA fosmidial foi extraido com o kit Large-Construct, da Qiagen,
seguindo orientacdes do fabricante.

O DNA resultante foi sequenciado por lllumina HiSeq2000, por meio da
Facility para Genbmica Funcional para Estudos de Agricultura na ESALQ/USP
(Piracicaba, SP). O sequenciamento foi realizado em um lane do lllumina
HiSeq2000.

3.5 Tratamento das sequéncias, montagem e anotacéo dos contigs

As sequéncias obtidas foram inicialmente trimadas, onde reads menores que
50pb ou com baixa qualidade (Phred score < 20) foram removidos. As sequéncias
remanescentes foram submetidas a busca de sequéncias do vetor pCC2FOS e do
DNA gendmico da linhagem hospedeira Escherichia coli EPI- 300, as quais quando
presentes, foram excluidas das analises subsequentes. As sequéncias com alta
qualidade foram submetidas a montagem com a utilizagdo do programa CLCbio
Genomics Workbench (Qiagen, Germany) utilizando a ferramenta de novo assembly

tool. Um total de 189 contigs apresentaram tamanho acima de 10 kb, os quais foram
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submetidos a anotacdo automatica de genes, realizada na plataforma IMG/MER 4
(Integrated Microbial Genomes and Metagenomes) (MARKOWITZ et al., 2014).

3.6 Rastreamento de clones contendo o gene dsrB

Paralelamente ao desenvolvimento da primeira estratégia, foi também
realizada a triagem dos clones que continha o gene dsrB, associado a atividade de
reducao dissimilatéria do sulfato. Para isto, as 135 placas da biblioteca, contendo 96
clones cada (totalizando 12.960 clones), foram cultivadas em placas de Petri
descartaveis (15 cm de didmetro) em meio de cultura Luria Bertani (LB) solido, com
acréscimo de 12,5ug/ml de cloranfenicol.

As placas foram incubadas em camara incubadora (BOD) a temperatura de
37°C durante 24 horas. ApoOs esse periodo, os 96 clones de cada placa foram
agrupados em uma Unica amostra originando 135 amostras (demoninadas pools), as
guais foram utilizadas para a realizacdo da extracdo de DNA, utilizando o protocolo
descrito a seguir: os clones foram cultivados em 5 mL de meio de cultura liquido por
18 a 24 horas a 37 °C. Em seguida 2 mL da cultura de células foram transferidos
para um eppendorf de mesmo volume, e e centrifugados a 10.000 g durante 2
minutos e o sobrenadante descartado. Resuspendeu-se a amostra em 500 pL de
tampdo de extracdo (10ul DE TRIS 1 M pH 8; 2ul EDTA 0,5 M pH 8.0). Em seguida
adicionou-se 10 pL de SDS 10% e glass beads e agitou-se durante 2 minutos em
vortex. Foram acrescentados 1 mL de cloroférmio-fenol-alcool isoamilco (25:24:1),
homogeneizou-se a amostra, e em seguida centrifugou-se durante 5 minutos a
10.000g. O sobrenadante foi transferido para um novo eppendorf, acrescentado 10
microlitros de acetato de aménio 5 molar (pH 5.2) e 400 pL isopropanol gelado em
seguida inverteu-se o eppendorf lentamente algumas vezes e armazenou-se em
freezer -20° C por um periodo de 5 minutos. Os eppendorfs foram centrifugados
durante 5 min. a 10.000g e fora descartado o sobrenadante. Acrescentou-se 500 L
de etanol 70% gelado, e centrifugou-se durante 3 minutos a 10.000g. Em seguida o
sobrenadante foi descartado e os eppendorfs foram secados em estufa de
ventilacdo. ApOs serem secos resuspendeu-se o DNA precipitado em 50 pL de agua
ultrapura autoclavada.

Em seguida, foram realizadas reacdes de PCR utilizando primers especifcos
para o gene dsrB. A selecéo dos insertos positivos foi realizada utilizando os primers
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DSRp2060F (5’-CAACATCGTYCAYACCCAGGG-3’) e DSR4R (5'-
GTGTAGCAGTTACCGCA-3’), utilizando a metodologia descrita por Geets e
colaboradores (2006). Os pools que apresentaram resultado positivo tiveram seus
96 clones triados separadamente, com o intuito de identificar os clones que
continham o inserto desejado.

Os clones que apresentaram resultados positivos foram submetidos a
extracdo do DNA fosmidial. Primeiramente, foi realizada a reativacdo dos clones
estriando-os por esgotamento, em placas de Petri, contendo meio de cultura Luria
Bertani (LB) sdélido, com acréscimo de 12,5 ug/ml de cloranfenicol e incubados em
temperatura média de 37°C. Apds 12 horas de crescimento, foi retirada uma Unica
colonia isolada para inoculacdo em tubos contendo 5 ml de meio LB liquido com
12,5 ug/ml de cloranfenicol (cultura starter) e incubados em shaker com temperatura
média de 37°C e rotacdo de 100 rpm. Decorridos 12 horas de crescimento, foi
inoculado 1ml da cultura starter em erlemeryers contendo 500 ml do mesmo meio
liquido, sob agitacdo de 100 rpm a 37°C por 18 horas. A partir do crescimento final,
as células foram recolhidas por centrifugacdo a 13.000 rpm durante 15 minutos a
4°C. Este material foi usado para a extracdo do DNA fosmidial, realizada com o Kit
Qiagen Large-Construct, seguindo recomendacfes do fabricante. Apds obtencdo do
DNA fosmidial, as amostras foram quantificadas em gel de agarose 2% utilizando os
marcadores moleculares 1kb e Low Mass e via QubitTM, utilizando-se o Kit Quant-
iTTM dsDNA BR assay (Fluorometric Quantitation - Invitrogen).

3.7 Sequenciamento dos clones positivos na plataforma lon Torrent

O sequenciamento do DNA fosmidial contendo o gene dsrB foi realizado
pela plataforma lon Torrent (Life Technologies, EUA) utilizando o sequenciador
modelo PGM (Personal Genome Machine). Este equipamento detecta a
incorporacdo dos nucleotideos por meio de um chip semicondutor. No presente
trabalho foi utilizado um chip 316 com capacidade para gerar at¢é 100 Mb de
sequéncias (reads) com tamanho entre 50 a 200 pb (ROTHBERG et al., 2011).

O preparo das amostras consistiu de duas etapas: construcdo da biblioteca e
enriguecimento da amostra, desenvolvidas de acordo com os protocolos disponiveis
na “lon Community”. A quantidade de cada amostra de DNA fosmidial foi de 1ug

eluido em 10ul de H20 deionizada esterilizada (100 ng/ul). Para a construgao da
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biblioteca foi utilizado o Kit ION Xpress DNA Fragment Library, que é constituido das
etapas: i) Fragmentacdo; ii) Purificacdo; iii) Ligacdo dos Adaptadores; iiii)
Amplificacao.

ApOs a construgdo da biblioteca, foi utilizado o Kit ION XpressTM Template
v2.0, para realizacdo do enriquecimento das amostras utilizando o “mini robd” ION
Touch, o qual faz a ligacdo das beads metalicas (semicondutores) com o0s
fragmentos marcados com adaptadores especificos. Somente apds a construcdo e

enriquecimento, pode ser realizado o sequenciamento.

3.8 Tratamento das sequencias e montagem dos contigs

Apos realizacdo da etapa de sequenciamento dos insertos de interesse, as
sequéncias foram analisadas na plataforma de analise de genomas CLC Genomics
WorkBench versdo 7.0.3. Neste momento, foram removidas as sequéncias dos
adaptadores, do genoma da célula hospedeira (Escherichia coli EPI- 300) e do vetor,
além de sequéncias de baixa qualidade. Estas etapas foram realizadas de maneira
separada para cada clone de interesse. Para isto, inicialmente foi realizado o Upload
File das sequéncias no formato fastaq por meio da ferramenta Import Data. Foram
utilizados os comandos em sequencia, disponiveis na ferramenta de trabalho, TOOL
BOX, sendo: i) Create Sequencing QC Report — andlise da qualidade dos reads
gerados pés-sequenciamento; ii) Trim Sequences — remocédo dos adaptadores e do
primer reverse, assim como reads de baixa qualidade; iii) Maps Reads to Reference
- remocéao das sequencias referentes a Escherichia coli EPI- 300 e vetor fosmideo
pCC2FOS. Esta metodologia foi primeiramente desenvolvida e utilizada por Soares
Jr. (2015). O processo de montagem dos contigs foi realizada por meio do comando

De Novo Assembly, utilizando os parametros padrdes do CLC.

3.9 AnotagOes dos genes relacionados ao ciclo do enxofre

A identificacdo dos quadros abertos de leitura (ORFs - Open Reading
Frames), a partir dos contigs reconstruidos foi realizada por meio do servidor web
RAST - Rapid Annotation using Subsystem Technology (http://rast.nmpdr.org) (AZIZ
et al, 2008). Esta anotacdo foi posteriormente curada manualmente utilizando os
programas ARTEMIS®: Genome Browser and Annotation Tool (RUTHERFORD,
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2000) e Glimmer3 (DELCHER, 1999). O ARTEMIS® € um anotador de sequéncias
de DNA que permite a visualizagao dos resultados dentro do contexto da sequéncia
com traducédo para as 6 fases. A identificacdo de ORFs pelo ARTEMIS® é realizada
basicamente pela procura entre cédons de inicio e parada de traducdo. Ja o sistema
Glimmer3 pode ser treinado com um subconjunto de sequéncias do DNA do
organismo a ser anotado podendo, desse modo, utilizar outros parametros
(porcentagem GC e preferéncia de codons, por exemplo) para identificar uma ORF.
Os resultados gerados pelo RAST e pelo Glimmer3 foram sobrepostos aos do
ARTEMIS®, produzindo uma anota¢édo mais confiavel.

As sequéncias de DNA das ORFs identificadas foram comparadas com as
sequéncias depositadas no banco de dados GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
utilizando-se o programa BLASTx (ALTSCHUL et al, 1997), Pfam
(http://pfam.xfam.org/) (PUNTA et al., 2012) e FIGfams
(ftp://ftp.theseed.org/FIGfams/) (MEYER; OVERBEEK; RODRIGUEZ; 2009). Em

ambos os casos foi utilizado o banco de dados de proteinas ndo redundantes (nr).

3.10 Afiliacao Filogenetica das sequéncias do gene dsrb contidas nos contigs

Uma inferéncia filogenética das sequéncias detectadas como oriundas do
gene dsrB, por ambas estratégias adotadas (sequenciamento da biblioteca e
rastramento de clones) foi realizada por alinhamento destas com sequéncias de
proteinas similares presentes em bancos de dados do UNIPROT
(http://www.uniprot.org/) e GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Para isto, o alinhamento entre estas sequéncias foi determinado pelo Muscle
(EDGAR, 2004), sendo estes posteriormente convertidos numa matriz de distancia
determinada pelo parédmetro Kimura-2 (KIMURA, 1980), que foi agrupada pelo
método de Neighbor-Joining (SAITOU; NEI, 1987). A consisténcia da estrutura da
arvore filogenética obtida foi determinada pela analise de bootstrap, feita com base
em 1000 sub-amostragens na matriz de distéancia, no software MEGA 4.0 (TAMURA
et al., 2007).
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3.11 Afiliacdo Taxonomica dos contigs contendo o gene dsrB

Com o proposito de identificar taxonomicamente o inserto metagenémico, as
sequéncias de nucleotideos de todas as ORFs geradas pela anotacdo funcional,
foram comparadas com as sequencias de proteinas presentes no banco de dados
de proteinas néo redundantes (nr) do GenBank por meio do programa Blastx (Basic
Local Alignment Search Tool) (ALTSCHUL et al., 1997). N&o foi aplicado nenhum
parametro de corte como bit score ou E-value, visando obter todos os alinhamentos

encontrados.

3.12 Andlise de sintenia dos genes relacionados a tranformacéao do enxofre

A analise de conservacédo da ordem génica entre os insertos obtidos neste
trabalho foi realizada por meio do programa BIOPHYTON (COCK et al., 2009),
utilizando o script adaptado “Proux et al 2002 Figure 6.py” (PROUX et al 2002), o
gual utiliza como entrada arquivos no formato .gbk, resultando em um gréafico de
sintenia (Cross link). Esta analise permite identificar regides que apresentaram
conservacao da ordem génica, a fim visualizar as regides novas entre os insertos,
rearranjos, translocacoes, delecdes e insercdes. A sintenia dos genes presentes nos
trés insertos metagendémicos avaliados no presente estudo quando comparadas,
tanto entre si, como com dois outros clusters, desritos na literatura oriundos de

biomas marinhos (fosmid ws39f7, fosmid ws718).

3.13 Metatranscritdmica relacionada a tranformacao do enxofre em solos de

manguezais

Esta etapa do projeto foi desenvolvida com base em amostras das quatro
areas de manguezais descritas anteriormente. Estas sequéncias de RNA ja haviam
sido posteriormente obtidas pelo grupo de estudo (CADETE, 2014), e entdo
exploradas no presente contexto. Basicamente, a extracdo de RNA foi realizada com
o kit RNA PowerSoil® Total RNA Isolation (MoBio Labs, Inc. Solana Beach, USA),
tendo como base 2,0 gramas dos solos amostrados e seguindo as recomendacgdes
do fabricante. Parte das amostras de RNA total, foram utilizadas para o

enriquecimento de RNA mensageiro, onde foram utilizados 15 pL de RNA total para
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0 procedimento com o kit Ribo-Zero™ rRNA Removal Kit* (Meta-Bacteria)
(Epicentre®, Illumina) (CADETE, 2014). Os acidos nucleicos extraidos foram
purificados e entdo submetidos ao sequenciamento em larga escala, por meio do
equipamento lllumina HiSeq 2000, com a finalidade de se obter um panorama dos
RNA presentes nos sedimento dos distintos manguezais estudados.

As sequéncias foram trimadas com o objetivo de selecionar as que
apresentaram qualidade Phred (Q score) maior que 20, que admite apenas um erro
a cada 100 pares de bases, ou seja, permite uma acuracia de 99% das bases
sequenciadas. Foram descartados reads com baixa qualidade, artefatos de
sequenciamento e sequéncias com tamanho menor do que 50 pb. Essa selecao
inicial das sequéncias foi realizada no software CLC Genomics Workbench versao
7.0.3. (CLCbio, DEMARK) (BADIAL et al., 2011).

Com o propoésito de avaliar a expressdo dos genes anotados nos insertos
avaliados (23D5, MGV 10001431 e MGV 10016026), a busca por sequéncias de
RNA com similaridade aos genes descritos nos contigs foi realizada por meio de um
mapeamento das reads de cDNA com as sequencias de aminoacidos dos
respectivos genes anotados. Um arquivo FASTQ foi obtido para cada uma das 12
bibliotecas de cDNA. Os dados foram entdo importados para o software CLC
Genomics Workbench versédo 7.0.3. O mapeamento de leitura foi realizado utilizando
as configuracdes de pacote de analise de padrdo de RNA-Seq (mismatch cost: 2,
insertion cost: 3, deletion cost: 3, length fraction: 0.8, e similarity fraction: 0,8, com o
namero maximo de acertos para conjunto de reads definido como 1). A normalizacao
dos dados foi realizada pelo método conhecido por Reads Per Kilobase per Million
Mapped Reads (RPKM) (MORTAZAVI et al.,, 2008). Durante a normalizagdo dos
dados foram determinados valores de expressdo genica global de cada gene
envolvido na mineralizacdo do enxofre separadamente, baseado no valor de RPKM,
Nesse processo foi utilizado a ferramenta RNA-Seq Analysis do software CLC
Genomics Workbench versdo 7.0.3. Os dados normalizados foram comparados
utilizando ANOVA, e as médias obtidas foram comparadas pelo teste TUKEY, & 95%
de confiangca. As analises foram realizados pelo software R, utilizando o pacote

“laercio”.
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4. RESULTADOS

4.1 Construcao da biblioteca metagendmica e detec¢édo dos clones contendo o

gene dsrB

A construgdo da biblioteca metagendmica da amostra de sedimento de
manguezal de Bertioga com derramamento de 6leo originou 135 placas de 96 pocos,
totalizando 12.960 clones. Ao serem analisados por PCR, foram encontrados quatro
clones que apresentaram PCR especifico para o gene dsrB (Figura 4). Vale destacar
que apenas dois desses clones (23D5 e 40E4), foram submetidos ao

sequenciamento.

A2 A3 04 Lo 1607 18 19 110111112 113114 115116 117118 1191201211 22 230 T R X

Figura 4. Gel de eletroforese do produto de PCR para o gene dsrB, amplificado a partir de DNA da
biblioteca metagenémica. Clones positivos linhas 4; 5; 13; 14. Controle positivo linha 21, branco da

reacdo linha 23. Marcador molecular 1 kb linhas 24 e 25.

4.2 Andlise das sequéncias de insertos contendo o gene dsrB

Uma vez identificados, dois clones (23D5 e 40E4) que apresentaram
amplificacdo para o gene dsrB, tiveram o DNA fosmidial foi extraido e submetido ao
sequenciamento. O chip 316 utilizado para o sequenciamento apresentou uma
cobertura de sequenciamento de 78% e um total de 2.772.179 reads, com tamanho
meédio de 112 pb.
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O processo de montagem dos contigs dos clones foi realizado, onde os
clones 23D5 e 40E4 apresentaram 10 e 11 contigs, respectivamente. O maior contig
obtido para o inserto do clone 23D5 possui 31.254 pb (contendo 38 ORFs e 66.3%
de contetudo GC), enquanto o maior contig para o clone 40E4 possui 28.577pb (23
ORFs e 66% de conteudo GC). Cada uma destas ORFs foi anotada na plataforma
RAST e também confirmada e re-anotada manualmente, por meio de andlise de
BLASTX, com software ARTEMIS®.

As ORFs presentes no inserto, pertencentes ao clone 40E4, apesar de
apresentarem PCR positiva, ndo revelaram similaridade com proteinas envolvidas
na reducdo do enxofre. Ja o inserto,pertencente ao clone 23D5 apresentou 38
ORFs, sendo 22 ORFs envolvidas no ciclo do enxofre, porém com uma baixa
identidade com as proteinas de sulfato/sulfito redutores e oxidantes de procariotos ja
descritas na literatura (Tabelas 3). O arranjo de genes anotados pelo programa web
RAST e validados pelo ARTEMIS®, deste inserto, esta representado na figura 5.

4.3 Sequenciamento, montagem e anotac¢éao da biblioteca metagenémica

No intuito de obter de forma robusta uma visdo dos diferentes arranjos
génicos de interesse contidos na biblioteca metagendmica, seu sequenciamento
completo foi também realizado. O namero total de sequéncias obtidas foi de 156
milhdes. Apos a retirada das sequéncias do vetor pCC2FOS e do DNA genbmico da
linhagem hospedeira (E. coli EPI-300), foram obtidas 38 milhdes de sequéncias. A
montagem de contigs deu origem a 189 contigs com tamanho superior a 10.000 pb,
dos quais, ap6s anotados na plataforma IMG-MER, dois apresentaram o gene dsrB
entre os genes ali encontrados (MGV 10001431 e MGV 10016026).

O inserto, MGV 10001431 possui 31.835 pb, contendo 35 ORFs e 52% de
conteudo GC, enquanto o inserto MGV 10016026 possui 34.192 pb, contendo 36
ORFs e 43% de conteudo GC (Figura 5). O sistema de validagédo destas ORFs foi 0
mesmo descrito acima, e a afiliacdo de cada uma delas sdo apresentadas nas
Tabelas 3, 4 e 5.
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Figura 5. Organizacdo gendmica do locus dsrB, de toda insercdo, dos insertos da biblioteca metagenomica. Os quadros de leitura aberta (ORFs)
identificados sdo mostrados em setas, e o start, stop cddons e direcao de codificacdo séo indicados. As ORFs sao indicadas por cores de acordo com a sua

categoria funcional. Mais detalhes sobre a fungéo atribuida para cada ORF s&o indicados nas tabelas 3, 4 e 5.
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Tabela 3. Anotacdo das ORFs presentes no inserto 23D5.

Continua

23D5 ORF Tamanho Homoélogo mais préximo Blastx,

n* (aa') (bp?) Funcao Subsistemas (E value) em bases de dados publicas %id9e°
1(382) 423 TrfA - none - Cloning vector pGNS-BAC 100
2 (449) 924 Inner membrane protein - none - Desulfitobacterium hafniense (4e-27) 45
3 (414) 1197 *dsrA (EC 1.8.99.3) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfobacca acetoxidans (2e-174) 63
4 (354) 1890 dsrB (EC 1.8.99.3) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfotomaculum hydrothermale (8e-174) 67

uncultured sulfate-reducing bacterium (5e-
5 (655) 1299 dsrL Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP 94) 63
Cobyrinic acid A,C-diamide
6 (479) 690 synthase Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfobacula toluolica (1e-19) 54
7 (304) 678 Sulfite exporter TauE/SafE - none - Thalassobacter arenae (3e-12) 55
8 (308) 330 Sulfite exporter TauE/SafE - none - Methyloceanibacter caenitepidi (2e-20) 50
9 (273) 810 sulfite exporter TauE/SafE - none - Desulfobacca acetoxidans (3e-18) 26
10 (420) 696 sat (EC 2.7.7.4) - none - Psychrobacter sp. 53
11 (308) 876 dsrM (= HmeC) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Archaeoglobus fulgidus (3e-47) 38
12 (537) 1674 dsrK (=HmeD) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfomonile tiedjei (0.0) 60
13 (385) 864 dsrP (= HmeB) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfotignum phosphitoxidans (7e-101) 55
14 (385) 291 dsrP (= HmeB) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfotignum phosphitoxidans (9e-18) 60
15 (263) 144 hypothetical protein - none - Desulfomonile tiedjei (2e-14) 68
16 (537) 195 dsrK (=HmeD) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfovibrio sp. TomC (4e-20) 67
17 (138) 384 dsrJ (=HmeF) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfovibrio sp. TomC (2e-18) 51
18 (537) 438 dsrK (=HmeD) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfovibrio sp. TomC (4e-56) 71
19 (537) 882 dsrK (=HmeD) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfovibrio sp. TomC (2e-112) 68
20 (341) 993 dsrM (= HmeC) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfovibrio africanus (6e-83) 48
21 (181) 579 hypothetical protein - none - Desulfomonile tiedjei (8e-30) 44
22 (1614) 588 TPR repeat - none - Xenococcus sp. PCC 7305 (1e-13) 33
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Concluséao

23D5 ORF Tamanho Homodlogo mais proximo BLASTX,

n°. (aa') (bp?) Fungéo Subsistemas (E value) em bases de dados publicas %id%
23 (105) 318 dsrC (EC 1.8.99.3) Sulfite reduction-associated complex DsrMKJOP Desulfotomaculum kuznetsovii (2e-50) 73
24 (308) 670 Q:gg;ose operon regulatory one- Escherichia coli 055:H7 (0.0) 100
25 (158) - ?‘gi‘]";c)’f"'ate . Citrobacter freundii (2e-109) 0
26 (381) 918 élinlmle) racemase (EC Alanine biosynthesis Thermacetogenium phaeum (3e-65) 46
27 (370) 1029  hypothetical protein - none - Parcubacteria bacterium (5.3) 38
28 (279) 849 g?lg?lzlg;e kinase (EC - none - Desulfococcus multivorans (7e-20) 39
29 (147) 438  “aprB (EC 1.8.99.2) Adenylylsulfate reductase Desulfotomaculum (1e-69) 72
30 (634) 396 aprA (EC 1.8.99.2) Adenylylsulfate reductase Syntrophobacter fumaroxidans (2e-41) 83
31 (627) 315  aprA (EC 1.8.99.2) Adenylylsulfate reductase Desulfotomaculum kuznetsovii (6e-47) 75
32 (626) 1203  aprA (EC 1.8.99.2) Adenylylsulfate reductase Desulfotomaculum gibsoniae (0.0) 74
33 (89) 177 hypothetical protein - none - delta proteobacterium NaphS2 (2e-05) 64
34 (263) 270  hypothetical protein - none - Syntrophobacter fumaroxidans (3e-10) 46
35 (413) 1158  °hdrA (EC 1.8.98.1) Methanogenesis Desulfotomaculum thermocisternum (6e-58) 36
36(736) 2058 hdrA - none - Desulfotomaculum thermocisternum (0.0) 51
37 (762) 192 hdrA - none - Desulfonauticus sp. (9e-10) 57
38 (391) 846 QmcO - none - Desulfotignum phosphitoxidans (2e-26) 28

1- aa- aminoacido; 2 - pb-pares de base; 3 - id- identidade; 4 - dsr- Dissimilatory sulfite reductase; 5 -hdr- heterodisulfide reductase; 6 -apr-

Adenylylsulfate reductase.
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Tabela 4. Anotacdo das ORFs presentes no inserto MGV 10001431.

Continua

MGV10001431 Tamanho Homoélogo mais proximo BLASTX,

ORF n° (aa') (bp?) Funcao Subsistemas (E value) em bases de dados ptblicas  °id %
1 (537) 1617 dsrK (=HmeD) - none - Desulfovibrio sp. TomC (0.0) 66
2 (341) 996 dsrM (= HmeC) - none - Desulfovibrio africanus (6e-97) 49
3(177) 534 hypothetical protein - none - Desulfosporosinus youngiae (1e-38) 42
4 (409) 1203  “dsrA (EC 1.8.99.3) - none - Archaeoglobus sulfaticallidus (2e-178) 64
5 (354) 1062 “dsrB (EC 1.8.99.3) - none - Desulfotomaculum reducens MI-1 (2e-179) g6
6 (69) 204 Transcriptional regulator - none - Desulfitibacter alkalitolerans (2e-20) 59
7 (455) 123 hypothetical protein - cobyrinic acid a,c-diamide synthase - none - Methanoculleus marisnigri (4e-09) 56
8 (379) 1713 ;yg)srglutl';gir::?e;Tg);;rﬂ;sgorter, Acriflavin resistance protein rone. Clostridium sp. (26-37) i
9 (448) 1413 hypothetical protein - none - Proteiniphilum acetatigenes (6e-171) 56

----- 77 tRNA-His-GTG - none - -
10 (285) 852 hypothetical protein - none - Fluviicola taffensis (5e-107) 52
11 (239) 852 Deoxyribose-phosphate aldolase (EC 4.1.2.4) - none - Prolixibacter bellariivorans (1e-125) 73
12 (333) 1005  hypothetical protein - multidrug DMT transporter permease - none - Alkaliflexus imshenetskii (3e-101) 64
13 (333) 942 hypothetical protein-signal peptide prediction - none - Adhaeribacter aquaticus (8e-91) 45
14 (67) 207  hypothetical protein - none - delta proteobacterium (4e-08) 42
15 (110) 261 Transcriptional regulator, PadR family - none - Hassallia byssoidea (6e-28) 59
16 (385) 1404  hypothetical protein - none - Fluviicola taffensis (1e-24) 35
17 (147) 444  hypothetical protein - none - Draconibacterium orientale (3e-38) 47
18 (159) 507 Dihydrofolate reductase (EC 1.5.1.3) - none - Draconibacterium orientale (1e-60) 57
19 (264) 795  Thymidylate synthase (EC 2.1.1.45) - none - Bacillus flexus (3e-154) 74

Candidatus Xenolissoclinum pacificiensis
20 (290) 141 hypothetical protein - none - (3.8) 41
21 (362) 1116  Permease - none - Flavobacterium cauense (3e-59) 36%
22 (285) 381 hypothetical protein - none - Rudanella lutea (5e-11) 35
23 (289) 894 Na(+) dependent transporter - none - Mariniradius saccharolyticus (2e-49) 42
24 (419) 1128  Molybdopterin oxidoreductase subunit 2697932?29.2220 Cyclobacteriaceae bacterium AK24 (2e-56) ,;
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Tabela 4. Anotacdo das ORFs presentes no inserto MGV 10001431. Concluséo
MGV10001431  Tamanho Funcio Subsistemas Homologo mais proximo BLASTX, %id %
ORF n® (aa") (bp?) & (E value) em bases de dados publicas 0
Thermonema rossianum (0.0)
25 (1042) 2973 Molybdopterin oxidoreductase CBSS-269799.3. 45
26 (479) 1398 Molybdopterin oxidoreductase (EC 1.2.7.-) CBSS-269799.3. Nonlabens ulvanivorans (1e-142) 51
27 (176) 537 ABC-type Fe3+ transport system protein CBSS-269799.3 Mariniradius saccharolyticus (6e-20) 31
28 (190) 558 hypothetical protein - none - Draconibacterium orientale (1e-65) 54
29 (386) 1164 hypothetical proteln—s_lgnal peptide and - none - Draconibacterium orientale (4e-133) 51
transmembrane prediction
30 (278) 837 hypothetical protein - none - Leptospira interrogans (6e-17) 27
31 (258) 813 hypothetical protein - none - Gaetbulibacter saemankumensis (5e-15) 31
32 (237) 117 hypothetical protein - none - no significant found in NCBI
33 (196) 396 hypothetical protein - heavy metal transporter - none - Spirosoma spitsbergense (9e-10) 38
34 (126) 435 hypothetical protein - none - Desulfospira joergensenii (2e-27) 42
35 (414) 579 Small Molecule Metabolism - none - Lewinella persica (3e-19) 39

1 -aa- aminoacido; 2 - pb-pares de base; 3 - id- identidade; 4 - dsr- Dissimilatory sulfite reductase
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Tabela 5. Anotacdo das ORFs presentes no inserto MGV 10016026

continua

MGV10016026  Tamanho Homoélogo mais proximo BLASTX, %id
ORF n° (aa") (bp?) Funcéo Subsistemas (E value) em bases de dados publicas %
1 (150) 429  Arsenate reductase (EC 1.20.4.1) Anaerobic respiratory reductases Desulfovibrio longu (6e-58) 66
hypothetical protein -  tryptophan . i
2 (543) 192 halogenase - hone - Shewanella baltica (2e-06) 46
Thermodesulfobacterium geofontis (6e-
3 (462) 1266 hypothetical protein - none - 35) 33
Phosphate regulon sensor protein PhoR PhoR-PhoB two-component regulatory : . i
4 (593) 1776 (SphS) (EC 2.7.13.3) system Halanaerobium saccharolyticum (4e-103) 36
Glucosamine-1-phosphate N- UDP-N-acetylmuramate from Fructose-6- : . i
5 (463) 834 acetyltransferase (EC 2.3.1.157) phosphate Biosynthesis, Novosphingobium sp. P6W (3e-19) 29
Phosphate regulon transcriptional PhoR-PhoB two-component regulatory Salinispira pacifica (1e-85)
6 (233) 693 regulatory protein PhoB (SphR) system pirap 58
Desulfatibacillum  alkenivorans AK-01
7 (535) 1581 hypothetical protein - none - (2e-130) 41
8 (690 141 hypothetical protein - none - Desulfosarcina sp. BuS5 (0.007) 58
9 (429) 1332  Xaa-Pro aminopeptidase (EC 3.4.11.9)  Aminopeptidases (EC 3.4.11.-) Adhaeribacter aquaticus (0.0) 66
10 (304) 186 hypothetical protein - none - Clostridium sp. KNHs205 (5.1) 40
11 (151) 408 hypothetical protein - none - Desulfatibacillum alkenivorans (4e-21) 36
ADP-ribose pyrophosphatase (EC ) )
12 (179) 507 3.6.1.13) Nudix proteins Desulfotomaculum sp. BICAL-6 (1e-490 50
Fulvivirga imteche (2e-98) 42
13 (433) 1269 peptidase, M23/M37 family - none -
14 (154) 399 Transamidase GatB domain protein - none - Streptomyces (1e-07) 32
15 (161) 543 Thioredoxin - none - Prevotella intermedia (2e-16) 31
Membrane-bound Iytic murein
16 (192) 606 transglycosylase D precursor (EC 3.2.1) - none - Desulfobacula sp. (2e-63 ) 54
UTP--glucose-1-phosphate Desulfococcus multivorans (0.0)
17 (462) 1398 uridylyltransferase ( EC:2.7.7.9) - none - ' 60
Branched-chain amino acid . . .
18 (353) 1062 aminotransferase (EC 2.6.1.42) - none - Desulfatirhabdium butyrativorans (0.0) 77
19 (150) 456 hypothetical protein - none - Desulfococcus oleovorans Hxd3 (5e-60) 57
Desulfococcus multivorans DSM 2059
20 (273) 783 hypothetical protein - none - (1e-30) 70
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MGV10016026 Tamanho

Homalogo mais proximo BLASTX,

~ . 3. 0
ORF n°. (aa') (bp?) Fungao Subsistemas (E value) em bases de dados publicas id %
21 (349) 1035  4-hydroxy-tetrahydrodipicolinate synthase (EC 4.3.3.7) - none - Desulforegula conservatrix (1e-170) 66
22 (110) 333 hypothetical protein - none - Desulfobacterium autotrophicum (2e-450 69
23 (207) 621 TPR repeat-containing protein - none - Desulfococcus multivorans (5e-890 61
24 (414) 1191 hypothetical protein - none - Desulfosarcina sp. BuS5 (1e-112) 43
25 (437) 1317 “dsrA (EC 1.8.99.3) Anaerobic respiratory o itovibrio sp. TomC (0.0) 73
reductases
26 (387) 1149  dsrB (EC 1.8.99.3) Anaerobic respiratory ¢ itovibrio sp. TomC (0.0) 76
reductases
27 (80) 240 dsrD - none - Desulfococcus multivorans (4e-25) 68
28 (476) 1443 Cobyrinic acid A,C-diamide synthase - none - Desulfococcus multivorans (0.0) 63
29 (138) 516 29
Tetraheme cytochrome c isozyme 2 - none - Desulfovibrio acrylicus (0.001)
Twin-arginine
30(251) a1 Twin-arginine translocation protein TatC translocation system Campylobacter concisus (2e-62) 48
Twin-arginine
31 (205) 336 Twin-arginine translocation protein TatB translocation system Heliobacterium modesticaldum (1e-06) 47
32 (391) 1176 Acetyl-CoA acetyltransferase (EC 2.3.1.9) Butanol Biosynthesis ~ Desulfosarcina sp. BuS5 (0.0) 7
33(283) 852 3-hydroxybutyryl-CoA dehydrogenase (EC 1.1.1.157) Butanol Biosynthesis Desulfosarcina sp. BuS5 (2e-162) 78
34 (182) 552 transcriptional regulator, XRE Family - none - Desulfobacterium autotrophicum (4e-73) 64
Anaerobic respiratory - . - i
35 (379) 1155 Butyryl-CoA dehydrogenase (EC 1.3.8.1) reductases, Butanol %cgtrldlaceae bacterium L21-TH-D2 (1e 53
Biosynthesis
36 ---- 126 hypothetical protein - none - No significant similarity found. ---

1 -aa- aminoacido; 2 - pb-pares de base; 3 - id- identidade; 4 - dsr- Dissimilatory sulfite reductase
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A triagem da biblioteca metagendmica, por meio das duas metodologias
aplicadas, deu origem a trés insertos contendo o gene dsrB (23D5, MGV 10001431
e MGV 10016026). Para a insercdo de 31 kb do inserto 23D5, 38 ORFs foram
previstas, das quais 22 apresentaram homologia com genes envolvidos na reducao
do sulfato (Tabela 3). O segundo inserto MGV 10001431 contem 31 kb com 35
ORFs previstas (Tabela 4), dos quais somente quatro apresentaram homologia com
genes envolvidos na reducdo de sulfato (Tabela 4). O inserto MGV 10016026
abrigou uma insercdo de 34 kb, exibindo 36 ORFs das quais somente trés
apresentaram homologia com genes envolvidos na reducédo de sulfato (Tabela 5).

Todos os trés insertos codificaram diversas proteinas implicadas na reducéo
dissimilatoria do sulfato. As sequéncias de aminoacidos deduzidos a partir da
sequéncia de DNA de cada uma das ORFs demonstrou baixa semelhanca as
proteinas ja descritas em bases publicas (Tabela 3, 4 e 5). Por exemplo, para os
genes associados aos genes dsrA, dsrB e dsrC e ao complexo dsrABCMKJOP,
foram encontradas similaridades variando entre 38 e 76% ao passo que para 0S
genes associados a Adenylylsufate redutase (genes apr) foram encontradas
smilaridades variando entre 72 e 83%. Ja para 0S genes associados a
Heterodissulfuto redutase (genes hdr), foram encontradas similaridades variando
entre 28 e 57%. O gene associado a sulfate adenylyltransferase (sat) apresentou
similaridade de 53%.

Dentre os insertos estudados, apenas o inserto presente no clone 23D5
incluiu um cluster dos genes relacionados a reducdo dissimilativa do sulfato,
composta pela a Adenylylsufate sulfato redutase [gene aprAB (ORF29 a ORF32)],
heterodissulfito reductase [genes hdrA e hdrE (ORFs 35 a ORFs 38)] e Dissimilatoria
sulfito redutase [genes dsrA, dsrB e dsrC (ORFs 3, 4 e 23 respctivamente)]. Além
disso, um gene que codifica para a sulfurilase de ATP (gene sat, ORF10) foi
identificado diretamente a montante dos genes que compdem o complexo
dsrMKJOP (ORFs 11 a 20). Esses genes sao conservados entre 0s organismos
redutores e oxidantes de enxofre organismos, onde tais conjuntos de enzimas
catalisam a ativacao de sulfato e a subsequente reducdo do sulfato em sulfureto de
hidrogeno (H,S).

Em contraste, os clusteres apr e hdr ndo se apresentaram nos insertos
MGV10001431 e MGV10016026, onde se encontram apenas os genes dsrMKD e 0s
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genes dsrA e dsrB, responsaveis pelas etapas terminais na reducédo de sulfito em
sulfureto de hidrogénio (H,S).

A ORF5 descrita no inserto 23D5 é predita para ser funcionalmente
semelhante ao gene dsrL. Seu posicionamento a jusante do gene dsrB esta em
conformidade com a ocorréncia deste gene em outros procariotos redutores de
sulfato, como por exemplo Chlorobium phaeobactero e foshr42c9. A sua funcéo
ainda ndo esta completamente esclarecida, mas tem sido postulado que a proteina
codificada pelo gene dsrL pode desempenhar um papel na interacdo com a derivada
de dsrAB para se ligar a sulfito. A ORF 6, a jusante do gene dsrL, foi predita como
codificadora da Cobyrinic acid A,C-diamide synthase, provavelmente envolvida na
biossintese de siro (heme) amida, o grupo prostético da enzima dissimilatéria

redutase de sulfito, derivada dos genes dsrAB.

4.4 Afiliagbes taxonO0micas dos insertos microbianos presentes nos

fragmentos génicos avaliados

A afiliacdo taxonbmica dos grupos que compdem os insertos avaliados
(23D5, MGV 10016026, MGV 10001431) foi determinada de duas maneiras; pela
afiliacdo das ORFs contidas em cada inserto, e por meio da comparacdo das
sequéncias das ORFs anotadas como pertencentes ao gene dsrB com aquelas
presentes no banco de dados.

A afiliagdo taxondmica das 38 sequéncias das ORFs do inserto 23D5
mostrou a dominancia dos filos Proteobacteria (69%) e Firmicutes (25%). Outros filos
também presentes foram Cyanobacteria (3%) e Euryarchaeota (3%).

O filo Proteobacteria foi representado pelas classes Alphaproteobacteria
(8%), Gammaproteobacteria (12%), Betaproteobacteria (4%) e Deltaproteobacteria
(76%).

A classe Deltaproteobacteria  foi  representada pelas ordens
Syntrophobacterales (39%), Desulfovibrionales (33%) e Desulfobacterales (28%). As
familias predominates foram Desulfobacteraceae (28%), Desulfovibrionaceae (28%),
Syntrophaceae (28%), Syntrophobacteraceae (11%) e Desulfohalobiaceae (5%)
(Figura 6). Estas observagdes permitem inferir que este inserto derivou do DNA de
uma bactéria afiliada a classe Deltaproteobacteria, presente nos manguezal em

estudo.
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Figura 6. Frequéncia de afiliacdo das 38 ORFS presentes no inserto do fosmideo 23D5, via Blastx,

utilizando o banco de dados de proteinas ndo redundantes (nr), do banco de dados GenBank.

Analogamente, a afiliacdo taxondmica das 35 sequéncias das ORFs do
inserto MGV 10001431 mostrou a dominancia do filo Bacteroidetes (56%), além dos
filos Firmicutes (14%), Proteobacteria (12%), Euryarchaeota (6%), Cyanobacteria
(3%), Spirochaetes (3%), além de duas ORFs que ndo possuem similaridade
significativa com o banco de dados do NCBI. O filo Bacteroidetes foi representado
pelas classes Bacteroidia (37%), Flavobacteria (26%), Cytophagia (32%),
Sphingobacteriia (5%), seguido pelas ordens Bacteroidales (40%), Cytophagales
(30%), Flavobacteriales (25%), Sphingobacteriales (5%) e pelas familias
Prolixibacteraceae (26%), Cyclobacteriaceae (16%), Cytophagaceae (16%),
Flavobacteriaceae (16%), Cryomorphaceae (11%), Marinilabiliaceae (5%),

Porphyromonadaceae (5%) e Saprospiraceae (5%) (Figura 7).
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Estas observacdes permitem inferir que este inserto derivou do DNA de uma
bactéria afiliada ao filo Bacteroidetes, presente nos manguezal em estudo.

similarity not found in
the NCBI
6%

Euryarchacota 6%

3%
Spirochactes

Porphyromonadaceae - Saprospiraceae
5% [

5%

Marinilabiliaceae
5% ‘

Cryomorphaceae
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Figura 7. Frequéncia de afiliagdo das 35 ORFS presentes no inserto MGV 10001431, via Blastx,
utilizando o banco de dados de proteinas ndo redundantes (nr), do banco de dados GenBank.

Por fim, a afiliagdo taxondmica das 36 sequéncias das ORFs do inserto MGV
100016026 apresentou a dominancia do filo Proteobacteria (72%), além de ORFS
afiliadas a Firmicutes (14%), Thermodesulfobacteria (2%), Actinobacteria (3%),
Spirochaetes (3%), Bacteroidetes (3%), além de uma ORF sem similaridade
significativa com o banco de dados do NCBI. O filo Proteobacteria foi representado
pelas classes  Deltaproteobacteria  (91%),  Alphaproteobacteria  (4%),
Gammaproteobacteria (5%), seguido pelas ordens Desulfovibronales (19%) e
Desulfobacterales (81%) e pelas familias, Desulfovibrionaceae, (81%) e

Desulfovibrionaceae (19%) (Figura 8). Nesse caso as informagdes obtidas permitem
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inferir que este inserto derivou do DNA de uma bactéria afiliada ao filo
Proteobacteria, classe deltaproteobacteria, ordem desulfobacterales e familia

Desulfobacteraceae, presente nos manguezal em estudo.

Gammaproteobact Alphaproteobacteria

Desulfobacteracese
81%

Figura 8. Frequéncia de afiliacdo das 36 ORFS presentes no inserto MGV 100016026, via Blastx,

utilizando o banco de dados de proteinas ndo redundantes (nr), do banco de dados GenBank.

4.5 Afilic&o filogenéticas do gene dsrB

A filogenia construida pelo método de distancia, utilizando o algoritmo
Neighbor-Joining, para o gene dsrB, revelou diferencas em relagcdo a andlise
anteriormente apresentada. A reconstrucao filogenética do gene dsrB (Figura 9)
indicou claramente uma afiliacdo dos respectivos insertos metagenomicos 23D5,
MGV 10001431 e MGV 10016026 com procariotos oxidantes e redutores de enxofre.

Algo comum para as trés sequéncias do gene dsrB analisadas é a baixa
similaridade com sequéncias deste gene j& descritos em outas bactérias e outros

ambientes. Além desta observacao, verifica-se que apenas o clone MGV 10016026
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manteve sua afiliagdo ao grupo das Proteobacteria, enquanto que as outras duas
sequéncias agruparam com aquelas derivadas de bactérias afiliadas ao filo

Firmicutes (Figura 9).
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Figura 9. Arvore filogenética baseada na comparacdo das sequéncias do gene dsrB presente nos
insertos metagenomicos 23D5, MGV 10001431 e MGV 100016026, com as sequéncias disponiveis
nas bases de dados publicas do UNIPROT e GenBank. A filogenia foi determinada pelo método
neighbor joining e a relagdo entre as sequencias foi inferida usando o método muscle, os dados
observados nos ramos indicam os valores de bootstrap acima de 50% de um total de 1000

repeticoes.

N&o foi possivel observar uma clara relagcdo das sequencias de dsrB obtidas
com qualquer grupo caracterizado de procariotos redutores de sulfato. A sequéncia
contida no inserto MGV 10001431 mostrou 85% de similaridade com aquela oriunda

de Desulfitobacterium hafniense, enquanto a sequéncia encontrada no inserto 23D5
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afiliou-se a bactéria redutora de sulfato ndo cultivada, isolada de ambiente marinho
(89% de similaridade), e o gene dsrB do inserto MGV 10016026 afiliou-se com
sequencias de dsrB de clones isolados do manguezal BrMgv02 (com 76% de

similaridade), alocados dentro da classe Deltaproteobacteria.

4.6 Anélise de sintenia

As sintenias dos genes presentes nos trés insertos metagendmicos
avaliados no presente estudo foram comparadas, tanto entre si, como com dois
outros clusters, descritos na literatura e oriundos de biomas marinhos (fosmid
ws39f7, fosmid ws7f8).

A analise da ordem génica demonstrou que das 22 orfs presentes no inserto
23D5, somente quatro estéo presentes no inserto MGV 10001431, e duas no inserto
MGV 10006026. Foi possivel observar que a porcentagem de similaridade é baixa
entre 0s genes, variando de 18 a 60%. Adicionalmente, ndo foram observadas
inversdes génicas nem translocacdes. Os genes dsrK e dsrM, presentes no inserto
23D5 sofreram dele¢cdes quando comparados com o inserto MGV 10001431.0
inserto MGV 10001431 quando comparado com o inserto MGV 1006026 apresentou

sintenia da ordem génica para os genes dsrAB (Figura 10).
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23D5

MGV10001431

»

MGV10016026

Figura 2. Andlise de sintenia dos genes envolvidos na reducéo dissimilatoria do sulfato presentes nos
insertos metagenomicos estudados. As sinténicas genicas sdo indicadas por blocos coloridos comuns
unidos por linhas verticais (genes na mesma orientacdo). As porcentagens de similaridade estdo
indicadas nas linhas. A analise de sintenia foi realizada utilizando o programa BIOPYTHON. As
ORFs sdo codificadas por cores de acordo com a sua funcéo prevista. Setas vermelhas dsrA, setas
laranja dsrB, setas verdes complexo dsrMKJOP, setas azuis escuro dsrC, setas roxas aprAB, setas
azuis claro hdrAB. Os genes que codificam proteinas que mostraram significativa semelhanca de
sequéncia de amino &cido estéo ligados por sombreamento vermelho, e a percentagem de identidade
de aminoacidos esta indicada. O grau de identidade de aminoéacidos (%) é refletido na intensidade da
cor do sombreamento vermelho.

Os genes dsrM, dsrK, dsrJ, dsrA, dsrB e dsrA presentes no inserto ws39f7
apresentaram inversao da colinearidade, quando comparados com o inserto 23D5,
entretando quando comparado esse inserto com o inserto fosws7f8 os genes dsrk,
dsrM e hdrE também apresentaram inversdes na colinearidade. Foi possivel
observar também que os valores de grau de identidade dos aminoacidos foram
baixos, variando entre 5 a 77%.

O inserto 23D5, que apresentou o cluster completo para a reducdo de
sulfato, teve sua sequencia comparada com outros dois insertos presentes no banco
de dados. O resultado dessas sintenias demonstraram uma conservagdo da ordem
genica entres 0os mesmos, com excecdo dsrM, dsrK, dsrd, aprA, aprB e hdrA
presentes no inserto ws39f7 apresentaram inversdo da colinearidade (ordem

génica), quando comparados com o inserto 23D5, entretanto quando comparado
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esse inserto com o inserto fosws7f8 os genes dsrk, dsrM e hdrE, também
apresentaram inversdes da ordem genica. A porcentagem de similaridade entre os
genes foi baixa, variando de 5 a 77%, indicando que o ambiente manguezal leva a
uma especificidade génica. Nesse caso também ndo ocorreram inversdes genicas

nem translocagodes (Figura 11).

ws39f7

23D5

> 4

Figura 3. Andlise de sintenia dos genes envolvidos na reducgéo dissimilatéria do sulfato presentes nos
inserto metagenémico 23D5 comparados com o0s insertos metagenémicos fosws7f8 e ws39f7
depositados no banco de dados do GenBank. As sinténicas genicas séo indicadas por blocos
coloridos comuns unidos por linhas verticais (genes na mesma orienta¢do). As porcentagens de
similaridade estfo indicadas nas linhas. A analise de sintenia foi realizada utilizando o programa
BIOPYTHON. As ORFs séo codificadas por cores de acordo com a sua fungcéo prevista. Setas
vermelhas dsrA, setas laranja dsrB, setas verdes complexo dsrMKJOP, setas azuis escuro dsrC,
setas vermelho escuro aprAB, setas azuis claro hdrAB e setas roxas sat. Os genes que codificam
proteinas que mostraram significativa semelhanca de sequéncia de amino acido estédo ligados por
sombreamento vermelho, e a percentagem de identidade de aminoacidos esta indicada. O grau de

identidade de aminoéacidos (%) é refletido na intensidade da cor do sombreamento vermelho.

4.7 Analises de metatranscriptébmica

Com o propdsito de avaliar a expressdo dos genes anotados nos insertos
avaliados (23D5, MGV 10001431 e MGV 10016026), foi realizado um mapeamento

das reads de cDNA com as sequencias de aminoacidos dos respectivos genes
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anotados. ApOs a remocdo de sequéncias de baixa qualidade, foram obtidas um
total de 301.433.684 sequéncias derivadas do mRNA (cDNA), sendo o numero de
reads encontrada para cada area de manguezal foi 83.746.350 para BrMgv01l,
76.130.246 para BrMgv02, 67.138.506 para BrMgv03 e 74.418.582 para BrMgv04.

Em resumo, observa-se que estes insertos apresentam variacbes na
representatividade entre as sequéncias de RNA, e algumas variacbes na expressao
dos mesmos entre as areas de manguezais estudadas.

De maneira geral, foi possivel observar uma grande representacdo dos genes
presentes neste inserto entre as sequéncias de mRNA. Dentre estes, maiores
valores de ocorréncia foram relacionados aos genes aprA, aprB, dsrA e dsrB.

A expressdo dos genes, envolvidos na reducdo do sulfato, presentes no
inserto 23D5 ndo apresentaram diferencas estatisticas, com excecdo dos genes
dsrAB, que representam a parte final da reacéo, principal responsavel pelo processo
de reducao, cujo os valores indicam que o processo de reducdo é menos intenso no
manguezal BrMgv01.(Figura 12).
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Figura 4. Expressdo genica normalizada dos genes-alvo envolvidos no metabolismo do enxofre
presente no inserto 23D5. A expressdo do gene normalizado (reads por milh&o) foi calculada usando
a CLC Genomics Workbench verséo 7.0.3. Os dados foram comparados utilizando ANOVA, e as
meédias obtidas foram comparadas pelo teste TUKEY, a 95% de confianca. As barras indicam o erro
padrdo da média nas diferentes amostras quantificadas.
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O inserto MGV 10001431 apresentou somente quatro genes pertencentes
ao processo de reducdo do sulfato. Destes, os genes dsrA e dsrK mostraram
maiores expressdes do que os genes dsrB e dsrM. Em relagdo a funcionalidade
diferencial em cada uma das areas, foi possivel observar que o genes dsrK e dsrM
(pertencentes ao complexo para transporte de elétrons transmembranar dsrKMJOP),
e 0 gene dsrB ndo apresentaram diferencas estatisticas no padrao de expresséo
para os quatro solos de manguezais avaliados. O gene dsrM apresentou expressao
somente no mangue BrMgv04, entretanto o gene dsrA ndo apresentou expressao na
manguezal BrMgv0l, sendo o maior valor de expressao encontrado no mangue
BrMgv04 (Figura 13).

1,2

1 = BrMgvOl BrMgv02 mBrMgv03 m BrMgvD4

o
o

ab

0,4

EXPRESSAO GENICA NORMALIZADA
o
(4]

0,2 ) a
0 : =
dsrim dsrA dsrB
MBYIDOD1431
dok doM dsh dsrB tRNA-His-GTG

G e ) ) ) ) ) W) fuphmmd ¢ ) ¢ ) — mm) ) ) =) 4 4 § 6 522 % 6O

5 m—p 3 J¢mm— 5 . Dissimilatory sulfite reductase

Figura 5. Expressdo genica normalizada dos genes-alvo envolvidos no metabolismo do enxofre
presente no inserto MGV 10001431. A expressdo do gene normalizado (reads por milh&o) foi
calculada usando a CLC Genomics Workbench verséo 7.0.3. Os dados foram comparados utilizando
ANOVA, e as médias obtidas foram comparadas pelo teste TUKEY, & 95% de confianga. As barras

indicam o erro padrdo da média nas diferentes amostras quantificadas.
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O inserto MGV 10016026 apresentou somente trés genes pertencentes ao
processo de reducao do sulfato sendo eles dsrD, dsrA e dsrB, sendo a expressao do
gene dsrD a menor entre os trés genes analisados. Os genes dsrA e dsrB néo
apresentaram variagc0es na expressado nos quatro manguezais, e o gene dsrD né&o
apresentou expressao no manguezal BrMgvOl. A andlise de expressdo demonstrou
que tal gene também ndo apresentaou variagdo estatistica nas quatro areas de

manguezais analisadas (Figura 14).
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Figura 6. Expressdo genica normalizada dos genes-alvo envolvidos no metabolismo do enxofre
presente no inserto MGV 10016026. A expressdo do gene normalizado (reads por milhdo) foi
calculada usando a CLC Genomics Workbench versédo 7.0.3. Os dados foram comparados utilizando
ANOVA, e as médias obtidas foram comparadas pelo teste TUKEY, & 95% de confianca. As barras

indicam o erro padrdo da média nas diferentes amostras quantificadas.
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5. DISCUSSAO

Os manguezais possuem caracteristicas Unicas e muitas vezes extremas,
como variacbes da salinidade, inundacdo das marés e a frequente reducdo dos
teores de oxigénio, unidos aos altos teores de matéria organica, combinagdes que
por vezes fazem com que as transformagdes do enxofre sejam uma das mais ativas
nestes ecossistemas (LYIMO; POL; OP DEN CAMP, 2002; MEYER; KUEVER,
2007a). Diversos estudos em manguezais, oriundos de distintas localidades, tém
demonstrado que este ambiente alberga uma comunidade microbiana diversa e
variavel em funcdo de acbes antropogénicas e contaminacdes (CABRAL et al.,
2106; ANDREOTE et al.,, 2012; DIAS et al.,, 2011; FASANELLA et al., 2012;
MENDES et al., 2012). Estes trabalhos mostram que a comunidade microbiana é
importante para manter a estabilidade e o funcionamento deste ecossistema
(ANDREOTE, et al. 2012). Como exemplo, a reducao dissimilatoria de sulfato € uma
atividade metabodlica importante em muitos ambientes reduzidos, tais como
sedimentos marinhos (VARON-LOPEZ, 2014, TAKETANI, 2012), lodo anaerdbico
(DAS; KAZY, 2014) e aquiferos contaminados (KLEIKEMPER; et al 2002). Este
processo € mediado por um grupo metabolicamente diversificado de microrganismos
(VARON-LOPEZ, 2014). No entanto, sdo escassos 0s estudos visando a
compreensao da estruturacdo destes organismos a das comunidades que o0s
mesmos compdem. A grande maioria de estudos disponiveis é focada no gene
marcador de determinados processos, mas ndo abrangem uma Vvisdo mais
completa, tanto da organizagcdo gendmica destes organismos, ou da atividade de
microrganismos relacionados as transformacfes do enxofre, como as bactérias
redutoras de sulfato, nos manguezais.

O processo de reducdo de sulfato, ou respiracdo do sulfato, € um dos
principais mecanismos associados a degradacdo da matéria organica nos
manguezais, visto que esse é um ambiente onde a concentracdo do oxigénio é
extremamente baixa, levando a necessidade de utilizar outro aceptor final de
elétrons como base do metabolismo microbiano. Este mecanismo € realizado
principalmente por procariontes redutores de sulfato, sendo este um grupo muito
diversificado de bactérias anaerdbias que desempenham um papel fundamental na

ciclagem global de carbono e do enxofre. Em sedimentos marinhos andxicos, a
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reducdo do sulfato € responsavel por até 50% de toda a mineralizacdo organica
(PUGGLE, et al., 2011).

Na tentativa de compreender melhor essa funcionalidade microbiana, dos
procariotos redutores de sulfato, no ecossistema de manguezal foi o presente
estudo, avaliou o contexto gendmico e a expressdo dos agrupamentos génicos
responsaveis por este processo, com 0 objetivo de compreender como a pressao
seletiva exercida pelo meio influencia na organizacdo e estruturacdo dos genes
desses organismos.

A organizagdo do cluster DSR (dissimilatorias sulfito redutase) em
procariotos redutores de sulfato, at¢é o momento pouco explorado em solos de
manguezal, foi investigada, sendo este dado recuperado a partir de trés insertos de
DNA obtidos a partir de uma biblioteca de fosmideos. Os insertos metagenémicos
gue hospedam o gene dsrB, relacionados a reducao do sulfato, foram sequenciados
e anotados, no intuito de fornecer mais detalhes sobre a organizagdo, e também
fornecer um contexto genémico em que tais genes ocorrem. Como esperado, todos
0os trés insertos analisados contém genes que codificam proteinas diretamente
envolvidas na reducdo do sulfato. De modo geral, os resultados indicam que os
insertos avaliados albergam genes pertencentes ao complexo dsrMKJOP. Foram
identificadas também proteinas diretamente envolvidas na reducgéo dissimilatoria de
sulfato/sulfito, como genes que codificam transportadores de sulfato (aprAe aprB),
transportadores de elétrons (hdrA, hdrB e hdrE) e reducado dissimilatoria de sulfito
(dsrA, dsrB e dsrC). Esses Ultimos sdo descritos somente em microrganismos
capazes de realizar a reducdo dissimilatoria de sulfato (MUSSMAMM et al. 2005).
Uma vez que alguns destes genes sdo encontrados em organismos alocados em
diferentes grupos taxondémicos, pode-se inferir que 0sS mesmos possam ser
transferidos via transferéncia horizontal de genes, contribuindo para a adaptacao
dos organismos aos distintos ambientes ou a drasticas alteragcbes ambientais
(MUSSMANN et al., 2005).

Os genes pertencentes ao complexo dsrMKJOP estdo presentes na maioria
dos organismos redutores de sulfato (PEREIRA, et al; 2011) Uma das questdes
importantes sobre a reducédo do sulfato € a natureza dos doadores de elétrons ao
genes aprA, aprB, dsrA e dsrB. Dois complexos membranares, QmoABC e
DsrMKJOP, tém sido propostos para desempenhar esta funcdo (PEREIRA, 2008). .

A distribuicdo dos genes DSR descrito no inserto 23D5 corrobora com a afirmacgéo
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de que todos os organismos de sulfato/sulfito redutores e que possuem 0S genes
dsrA e dsrB, também apresentam o gene dsrC e os genes dsrMK. Em varios
organismos, estes genes ocorrem de forma conjunta, o que fornece evidéncia para
suas interacdes funcionais (VENCESLAU, et al.; 2014). A importancia destes genes
foi relatada por Mussmam e colaboradores (2005), que descreveram as etapas
citoplasmaticas das DSR da seguinte maneira: o sulfato € ativado por uma
sulfurilase de ATP (gene sat), para formar APS. Uma translocacao de elétrons para
APS é catalisada por aprA e aprB, que catalisa a transformacao da APS para sulfito
e AMP (adenosina monofosfato). As subunidades dsrA, dsrB e dsrC reduzem os
intermediarios de sulfito em sulfureto de hidrogénio (H,S). Tendo em vista estas
transformacdes, podemos sugerir que dentre os insertos anotados, apenas o inserto
23D5 apresentou 0 aparato genético completo para codificar para a reducdo do
sulfato. Para os demais, observamos a falta dos sistemas transportadores de sulfato
(apr), dos sistemas transportadores de elétrons (hdr), bem como o0 gene sat,
responsavel pela ativacdo do sulfato. Certamente, esta auséncia dos genes nao
descarta a atividade na transformacéo do enxofre pelos organismos que hospedam
estes insertos. Devido ao pequeno tamanho do fragmento analisado, os genes nao
encontrados nestes aproximadamente 40Kb, podem estar alocados em outras
regibes do genoma, proximas ou ndo aos insertos analisados.

Os resultados de afiliacao filogenética do gene dsrB demonstraram que 0s
grupos bacterianos que hospedam os inserto estudados pertencem a Filo
proteobacteria, classe Deltaproteobacteria e filo Firmicutes, classe Clostridia
corroborando a descricdo de grupos atuantes no ciclo do enxofre em trabalhos
anteriores (ANDREOTE et al., 2012; DOS SANTOS et al., 2011; PEIXOTO et al.,
2011, VARON-LOPEZ, 2014). Estes grupos foram descritos como organismos
responsivos ao processo de contaminacdo dos manguezais, onde 0S mMesmos
aumentam suas frequéncias (TAKETANI et al., 2009, 2010. DOS SANTOS, et al,;
2011). Possivelmente, a entrada de contaminante contribua para uma maior
disponibilidade de carbono, qual é metabolizado em combina¢cdo com o processo de
reducao de sulfato.

Nas afiliagbes taxondmicas dos insertos microbianos por meio da analise
das ORFs dos insertos metagendmicos avaliados, as inser¢cdes 23D5 e MGV
100016026 mostraram predominancia do filo Proteobacteria, sendo os dois insertos

apresentando ORFs afiliadas preferencialmente a classe Deltaproteobacteria. Na
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insercdo MGV 100016026, foi possivel inferir que este inserto derivou da familia
Desulfobacteraceae, congruente com os resultados filogenéticos do gene dsrB, o
gual se mostrou bastante similar a uma sequéncia previamente obtida de solos de
manguezais, classificada como pertencente ao filo Deltaproteobacteria, mas nao
classificada ao nivel de género (VARON-LOPEZ, 2014). Ja na andlise do inserto
23D5, o gene dsrB foi afiliado a bactérias redutoras de sulfato néo cultivaveis
pertencentes ao filo Firmicutes. As ORFs presentes no inserto MGV10001431 foram
principalmente afiladas ao filo Bacteroidetes, contrapondo a afiliagdo do gene dsrB
destes inserto, o qual se afiliou a sequéncias de filo Firmicutes. Esta nao
compatibilidade na afiliacdo do gene dsrB e das demais ORFs neste inserto podem
ocorrer devido a ocorréncia de transferéncia horizontal destes genes.

Estudos filogenéticos comparativos sobre o gene de rRNA 16S e as duas
enzimas chave, dissimilatoria sulfito redutase (dsrAB) e adenosina-5-fosfo-sulfato
redutase (aprAB), sugeriu eventos multiplos e independentes de transferéncia
horizontal destes genes (KLEIN et al., 2001). A topologia da arvore de aprA difere
daquela observada para o gene 16S rRNA ou para a proteina dsrAB (FRIEDRICH,
2002; MULLER, et al., 2015). Com base nestas informacdes, pode-se sugerir que
Firmicutes e Deltaproteobacteria, podem ter servido como linhagens doadores
destes sistemas genéticos para outros grupos taxondmicos. Firmicutes que respiram
sulfato sdo descritos como envolvidos em processos de trasferéncia horizontal dos
genes dsrAB e aprA (FRIEDRICH, 2002), e uma relagdo filogenética € observada
entes 0s sistemas enzimaticos dsrAB de Archaea e Firmicutes. O padrdo de
insercoes e delecdes suporta a ocorréncia de um ancestral comum de dsrAB
oriundos de Firmicutes, Nitrospira e Archaeoglobus spp., 0 que esta ainda para ser
comprovado por andlises mais detalhadas como a comparacdo e genomas
microbianos destes grupos taxondmicos.

Outro fator que pode ter levado a esta diferenciacdo entre 0s grupos
identificados como origem taxonémica do inserto MGV 10001431 pode ser a baixa
identidade dos genes nele contidos com aqueles presentes no banco de dados. As
ORFs afiliadas como genes relacionados ao processo de reducdo do enxrofre se
mostraram pertencentes aos filos Proteobacteria (dsrK, dsrM), Euryarchaeota (dsrA)
e Firmicutes (dsrB), sendo o gene dsrB com 66% de similaridade ao encontrado em
Desulfotomaculum reducens (Firmicutes) e 85% de similaridade com a sequéncia

originada de Desulfitobacterium hafniense (Firmicutes). De qualquer maneira, o filo
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Bacteroidetes teve grande representatividade dentre as ORFs do inserto MGV
10001431. Organismos pertencentes a este filo sdo descritos como relevantes em
ambientes costeiros, onde participam da ciclagem da matéria organica
(FERNANDEZ-GOMEZ et al. 2013; TESKE et al, 201;VAN TRAPEN et al., 2004), ou
ocorrem em areas contaminadas com hidrocarbonetos, onde ocorrem aqueles
afiliados a familia Flavobacteriaceae (KIM; KWON, 2010). Dias e colaboradores
(2010) descreveram a presenca desse filo no manguezal de Bertioga contaminado
(QilMgv).

Retomando um ponto previamente apresentado, nestas analises foi
frequente a observacdo de sequéncias com baixa similaridade aquelas ja presentes
em bancos de dados. Tais sequéncias sao classificadas como os genes alvos, no
entanto quando comparadas em analises filogenéticas, se agrupam separadamente
das demais. Este tipo de observagdo pode ser feita na analise filogenética do gene
dsrB, o que sugere a ocorréncia de grupos diferenciados, com histéria evolutiva
distinta dos encontrados em outros ambientes. Possivelmente, as combinacdes
particulares de condicbes ambientais encontradas nos solos de manguezais levam a
processos adaptativos que geram estrutura protéica, e possivelmente funcionamento
enzimatico, distintos daqueles observados em organismos similares encontrados em
outros ambientes. Esta observacgéao reitera a potencialidade presentes nos solos de
manguezais para analises de bioprospeccdo, na busca por novas moléculas, nao
encontradas em outros ambientes.

As andlises de sintenia e colinearidade séo utilizadas no intuito de verificar a
conservacao do conteudo e da ordem génica entre espécies aparentadas (MUDGE
et al.,, 2005). Diversos estudos de sintenia tém sido realizados tendo como base
sequéncias depositadas em bancos de dados, ou com base na comparagdo de
mapas de ligacdo densos em diferentes grupos taxondomicos (MAHADEVAN; SETO,
2010; BOOTHA, et al. 2015; JAUBERT, et al. 2016). Em geral, a identificacdo de
sintenias parte da comparagdo do genoma em estudo com genomas descritos em
bancos de dados, buscando a ocorréncia de organiza¢cdes de genes sinténicos ao
do organismo pesquisado.

Quando os trés insertos foram comparados, revelaram elevados niveis de
colinearidade, incluindo casos de perfeita conservacdo de ordem genética e
orientacdo, por exemplo, genes dsrAB. Na analise de sintenia dos genes envolvidos

na reducdo dissimilatéria do sulfato presentes no inserto metagenomico 23D5,
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guando comparados com o0s insertos metagenomicos oriundos de biomas marinhos
(fosws7f8 e ws39f7) depositados no banco de dados do GeneBank, foi revelado um
agrupamento génico conservado e colinear. No entanto, a identidade de
aminoacidos entre os genes sinténicos analisados dentro do cluster DSR, foram
baixas, variando de 5 a 77%, quando comparados com genes presentes nos
insertos metagendmicos fosws7f8 e ws39f7. Tekaia (2016) relata que a indicacéo de
gue os genes que podem estar envolvidos em funcdes semelhantes é o fato de
estarem agrupado, o que também justifica a presenca de grupos de sintenia entre
espécies diferentes dentro do mesmo género. Esta observacdo complementa o
comentado acima sobre pressdes de selecdo especificas no manguezal. Neste
caso, pode-se sugerir que a sintenia se mantem, mas a diferenciacdo ocorre pela
alteracdo na sequencia dos genes presentes no cluster analisado.

Apesar dos avancos rapidos na tecnologia de sequenciamento, os estudos
de metatranscriptomica microbianas sdo ainda relativamente escassos (URICH et
al., 2008; MCCARREN et al., 2010, CABRAL et al., 2016). E geralmente assumido
gue a expressdo do gene (a transcricdo de DNA em RNA) é indicativa de atividade
microbiana e refletem a resposta de microrganismos a estimulos ambientais
(MYROLD; ZEGLIN; JANSSON; 2013). Como estes métodos sdo cada vez mais
aplicados a ecossistemas diversos, 0 presente estudo se torna importante para
descrever as caracteristicas gerais do metatranscriptoma microbiano nos solos de
manguezais, com destaque para o sequenciamento de mRNAs oriundos de genes
relacionados a transformacéo do enxofre neste ambiente.
N&o h& davida de que o ciclo do enxofre € um das mais importantes vias quimio-
sintéticas microbianas no ecossistema de manguezal, mas poucos estudos tém
tentado caracterizar o processo, em especial nos niveis de funcéo e atividade. Até o
presente momento, a expressao dos genes envolvidos na reducdo do sulfato em
manguezais permanece obscuro. Este estudo combinado de metagendomica e de
metatranscriptbmica, em solos de dois manguezais com distintos estados de
preservacdo, fornece indicios sobre o funcionamento do ciclo do enxofre nesse
ecossistema, com base néo soO nos resultados de gendmica, mas também na anélise
de expressao dos genes envolvidos nesse ciclo. Esta parte do trabalho foi realizada
com amostras das quatro areas de manguezais descritas no item 3.1.

O repertério de genes associados com a via de reducdo do sulfato,

presentes no inserto 23D5 avaliado, foram encontrados, com diferentes niveis de
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expressdo para as diferentes areas de manguezais analisadas. Os genes
pertencentes ao complexo dsrKMJOP (complexo para transporte de elétrons
transmembranar), ndo apresentaram diferencas estatisticas no padrdo de expresséo
para 0s quatro solos de manguezais avaliados. O mesmo foi observado para os
genes apr, hdr e sat. JA os genes dsrAB apresentaram valores distintos para os
quatro solos de manguezal, sendo mais expressos no manguezal pristino
(BrMgv04), seguido do manguezal contaminado (BrMgv02).

Os valores de expressao obtidos dos genes dsrA, dsrB, dsrD contidos no
inserto MGV 10016026 ndo apresentaram diferencas nos niveis de expressao para
as diferentes &reas de manguezais analisadas. Ja os valores de expressao
encontrados para 0s genes dsrK, dsrM, dsrA e dsrB, presentes no inserto
MGV100431 apresentaram diferencas nos padrées de expressdo entre 0s
manguezais avaliados, sendo que para 0s genes dsrA e dsrB nao foi observado
expressédo no manguezal BrMgvO1.

As expressOes destes sistemas genéticos indicam a funcionalidade da
ciclagem do enxofre nos diferentes manguezais, e as varia¢cdes encontradas podem
estar relacionadas as caracteristicas fisico-quimicas diferenciais encontradas em
cada uma das areas. Por exemplo, observa-se um decréscimo nas concentracées
de sulfato e matéria organica entre as areas estudadas, variaveis que estdo
intimamente ligadas a mineralizacdo da matéria organica neste ambiente, processo
diretamente conectado a reducédo do sulfato (BOWLES, et al., 2014).

Chim e colaboradores (2004) sugeriram que 0s niveis de transcritos de
genes envolvidos na respiracdo anaerébica podem ser influenciados ndo sé pela
velocidade de respiracdo, mas também por a concentracdo de receptor de elétrons
disponivel. Os resultados demonstraram que a expressao dos genes dsrAB é um
indicativo de que a reducéo do sulfato esteja ocorrendo nos sedimentos avaliados.
Os resultados também sugerem que pode ser possivel estimar as taxas relativas de
reducdo do sulfato a partir de niveis de transcricdo dos genes dsrA e dsrB quando
as condigcbes ambientais importantes, tais como disponibilidade de sulfato, sao
comparaveis. Devido ao fato de n&do haver qualquer trabalho de avaliacdo da
expressao genica do cluster dsr em solos de manguezais, os padrdes de expressao
encontrados nao foram passiveis de serem comparados.

Portanto, neste trabalho foi possivel comprovar, apés a anotacdo funcional

das ORFs, presentes nos trés insertos avaliados, que microrganismos encontrados
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em solos de manguezais hospedam organizacbes génicas particulares.
Adicionalmente, sugere-se que a expressao destes genes varia de acordo com o
nivel de contaminacdo dos solos dos manguezais. Pode-se, em resumo, dizer que
os resultados obtidos este trabalho auxiliam numa descricdo mais detalhada da

diversidade e da funcionalidade da microbiota dos solos de manguezais.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

Atualmente, a metagendmica de solos ja forneceu uma visdo sobre as
guestdes de longa data de "quem esta ai?" e esta fazendo incursdes a questdo do "o
que estao fazendo?". O progresso exigira novos desenvolvimentos relacionados com
a metagendmica, por exemplo, reducdo de dados e analise, melhorias na anotacéo
funcional de genes, e curadoria de banco de dados, bem como a integracdo com
outros meétodos moleculares, prometem melhorar a nossa compreensao sobre o
funcionamento dos ecossistemas do solo.

Os resultados demostraram que foi possivel a identificacdo de genes
relacionados ao processo de reducdo de sulfato nas bibliotecas metagenomicas
construidas a partir do sedimento de manguezal contaminado de Bertioga/SP, e que
foi possivel identificar um cluster com todos os genes relacionados ao processo de
reducdo de sulfato, bem como a expressédo desses genes redutores de sulfato que
habitam os solos, contaminados e pristinos, de manguezais. A ocorréncia de
expressdo dos genes em todos os manguezais avaliados, indica que parte da
microbiota envolvida na reducdo do sulfato é mantida, mesmo em condicdes de
alteracdes nas condi¢cOes desse ambiente por meio de contaminagoes.

Desta forma, este projeto preencheu esta lacuna no entendimento dos
mecanismos que regem o funcionamento dos solos de manguezais, com enfoque no
processo de reducdo do sulfato, que possuem papel fundamental em processos
como a ciclagem de nutrientes, mantendo a funcionalidade e preservando o
ecossistema. Os dados aqui gerados deverdao também servir de base para auxiliar o
desenvolvimento de técnicas mais refinadas no estudo de comunidades
microbianas, como por exemplo, o desenvolvimento e andlise de bibliotecas ou
sequéncias metagendmicas.

Aqui, portanto, fornecemos dados que descrevem a diversidade genética, a
distribuicGes de genes e parentesco entre as amostras, tanto para estabelecer um
guadro de questbes especificas de ecossistema, como para construir uma
compreensao geral da expressdo genica nas comunidades microbianas dos

manguezais estudados.
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