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RESUMO

BUTARELLI, A.C.A. Perfil taxondmico e funcional de microrganismos
metanotréficos em regides de exsudagdo de metano do Atlantico Sudoeste. 2022. 102
f. Dissertacdo (Mestrado em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2022.

O metano é um dos principais gases produzidos em sedimentos marinhos, podendo ter
origem bidtica ou abiotica. Esse importante gas do efeito estufa, quando liberado na
coluna d’agua, ¢ mitigado gracas a atividade de microrganismos metanotroficos, ou seja,
microrganismos capazes de usar metano como Unica fonte de carbono e energia. Este
trabalho foi realizado na regido Bacia de Santos, que é uma bacia sedimentar localizada
na regido do talude do Atlantico Sudeste, representando a maior regido produtora de
petr6leo e gas natural do pais. O objetivo foi explorar a diversidade microbiana
metanotrofica em amostras de sedimentos oriundos de regiGes com potencial para serem
areas de exsudacdo ativa de metano, uma vez que apresentam as feicdes geoldgicas de
montes carbonaticos e pockmarcks, através de técnicas dependentes e independentes de
cultivo. As amostras foram coletadas em 10 pontos, e inoculadas em meio de cultura NMS
+ 3,5% NaCl e metano:ar (1:1) nas culturas aerdbias e metano:argonio (1:1) nas culturas
anaerdbias, a 20 °C, durante 8 meses. O DNA das culturas foi extraido e o gene 16S rRNA
sequenciado pela plataforma Illumina Miseq. A cromatografia gasosa foi realizada para
identificar se houve oxidacdo de metano. As analises de diversidade alfa e beta revelaram
que ndo ha diferenca na riqueza das espécies, mas sim na estrutura das comunidades, de
acordo com os tratamentos utilizados. O Filo Proteobacteria foi dominante na andlise
taxondmica dos consoércios, com destaque para a classe Gammaproteobacteria. Foram
identificados 3 genéros de bactérias metanotréficas em quatro consorcios microbianos
que tiveram consumo de metano confirmado por cromatografia gasosa, sendo eles
Methylomicrobium, Methylomonas e Methylovulum. Essas amostras foram entdo
enviadas para sequenciamento metagenémico para a recuperacdo de MAGSs associadas a
microrgansimos metanotréficos. Das 90 MAGs recuperadas, 2 foram anotadas
taxonomicamente como pertencentes ao género Methylomicrobium sp. e que
possivelmente sdo espécies novas, denominadas LECOM 001 e 002. Ambas as MAGs
possuem genes associados ao ciclo do nitrogénio, ciclo do enxofre e somente em LECOM
002 o operon pmoABC foi recuperado, indicando que ela pode sim oxidar metano. Esses
MAGs ainda revelaram uma possivel associacdo desses organismos a fixacdo de
nitrogénio em regides montes carbonaticos de mar profundo e sdo os primeiros registros
de genomas deste género recuperados na Bacia de Santos. Estes resultados representam
também novas evidéncias da presenca de exsudacdo fria na regido dos montes
carbonaticos Alpha Crucis, motivando a continuidade da pesquisa de metanotroficos na
regido.

Palavras chave: Metanotrofia. Methylomicrobium sp.. Recuperacdo de MAGs. Gas do
efeito estufa. Bacia de Santos.



ABSTRACT

BUTARELLI, A.C.A. Taxonomic and functional profile of methanotrophic
microorganisms in methane exudation regions of the Southwest Atlantic. 2022. 102
p. Dissertation (Master in Microbiology) - Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2016.

Methane is one of the main gases produced in marine sediments, and may have a biotic
or abiotic origin. This important greenhouse gas, when released into the water column, is
mitigated thanks to the activity of methanotrophic microorganisms, that is,
microorganisms capable of using methane as the only source of carbon and energy. This
work was carried out in the Santos Basin region, which is a sedimentary basin located in
the Southeast Atlantic slope region, representing the largest oil and natural gas producing
region in the country. The objective was to explore the methanotrophic microbial
diversity in sediment samples from regions with potential to be areas of active methane
exudation, since they present the geological features of carbonate mounds and
pockmarcks, through dependent and independent cultivation techniques. The samples
were collected at 10 points, and inoculated in culture medium NMS + 3.5% NaCl and
methane:air (1:1) in the aerobic cultures and methane:argon (1:1) in the anaerobic
cultures, at 20 °C, for 8 months. DNA from cultures was extracted and the 16S rRNA
gene sequenced using the Illumina Miseq platform. Gas chromatography was performed
to identify whether there was methane oxidation. The analysis of alpha and beta diversity
revealed that there is no difference in species richness, but in the structure of
communities, according to the treatments used. The Phylum Proteobacteria was dominant
in the taxonomic analysis of the consortia, with emphasis on the class
Gammaproteobacteria. Three genera of methanotrophic bacteria were identified in four
microbial consortia that had methane consumption confirmed by gas chromatography,
namely Methylomicrobium, Methylomonas and Methylovulum. These samples were then
sent for metagenomic sequencing for the recovery of MAGs associated with
methanotrophic microorganisms. Of the 90 MAGs recovered, 2 were taxonomically
annotated as belonging to the genus Methylomicrobium sp. and that are possibly new
species, named LECOM 001 and 002. Both MAGs have genes associated with the
nitrogen cycle, sulfur cycle and only in LECOM 002 the pmoABC operon was recovered,
indicating that it can indeed oxidize methane. These MAGs also revealed a possible
association of these organisms to nitrogen fixation in deep sea carbonate mound regions
and are the first records of genomes of this genus recovered in the Santos Basin. These
results also represent new evidence of the presence of cold seepage in the region of the
Alpha Crucis carbonate mounds, motivating the continuity of methanotrophic research in
the region.

Keywords: Metanotrophy. Methylomicrobium sp.. Recovery of MAGs. Greenhouse gas.
Santos Basin.
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1 INTRODUCAO

Em ecossistemas marinhos, as bactérias metanotroficas desempenham um papel
fundamental na oxidacdo do metano, o que impede que grandes concentragcfes desse gas
do efeito estufa cheguem a atmosfera. Porém, a existéncia desses grupos em determinados
habitats esta diretamente ligada a um conjunto complexo de fatores fisico-quimicos
(oxigénio, pH, nutrientes, metais, temperatura, porosidade e granulometria do sedimento,
etc.) que sdo capazes de modular a sobrevivéncia e a atividade deste grupo (TATE, 2015;
DISPIRITO et al., 2016). Além dos fatores fisioquimicos, microrganismos
metanotroficos apresentam associacdes bidticas importantes para sua manutencdo em
determinados habitats, como o de mar profundo, principalmente com microrganismo

heterotroficos associados aos ciclos do nitrogénio e enxofre.

Desde o primeiro isolamento de microrganismos metanotroficos, relatado em 1906
(BAKTERIEN, 1906), o conhecimento acerca da diversidade e das caracteristicas de
crescimento das culturas metanotroficas aumentaram significativamente, devido aos
novos enriquecimentos e isolados obtidos em uma ampla variedade de ambientes. A
maioria das bactérias metanotroficas aerdbias conhecidas pertencem as classes
Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria (HANSON e HANSON, 1996) e, avan¢os
na metodologia utilizada para sua pesquisa, incluindo o cultivo e isolamento desses
organismos, possibilitaram que grupos microbianos de outros filos como
Verrucomicrobiota e Methylomirabilota fossem posteriormente identificados. A
dificuldade em conseguir estudar estes microrganismos esta atrelada as diferentes
associacOes bioticas e abidticas que possuem, dificultando seu isolamento e cultivo in

vitro.

Embora as melhorias nas tecnologias de sequenciamento utilizadas em técnicas
independentes de cultivo tenham aumentado nosso conhecimento da microbiota de mar
profundo, o uso desses métodos em conjunto com técnicas dependentes de cultivo pode
fornecer informagGes mais sensiveis e completas sobre essas comunidades. Além disso,
0 uso de técnicas dependentes e independentes de cultivo garantem que organismos
viaveis sejam identificados através do gene 16S rRNA, auxiliando em uma melhor
compreensdo das comunidades de baixa biomassa. Também vale ressaltar que, ser capaz

de preservar as culturas microbianas como estoques, permite futuras investigacdes dos
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membros individuais dessas comunidades, além do posterior isolamento desses
microrganismos, que permitem estudos mais aprofundados acerca do grupo-alvo, bem

como o sequenciamento gendémico de isolados.

Além de serem importantes no ciclo global do metano, as bactérias aerdbias
metanotréficas sdo de interesse biotecnoldgico, visto que podem ser usadas para
processos de biodegradacdo de poluentes organicos, ja que a enzima chave para
metanotrofia nesses organismos, a metano monooxigenase, catalisa diversas reacdes de
oxidagéo, por exemplo, de solventes clorados como o tricloroetileno (STRONG; XIE;
CLARKE, 2015). Alguns biopolimeros como o polihidroxibutirato, produtos metabélicos
como &cidos organicos, vitaminas, pigmentos ou lipidios (para a producédo de biodiesel)
podem ser produzidos a partir do metano através da acdo de microrganismos
metanotréficos (KNIEF, 2015; STRONG; XIE; CLARKE, 2015).

No Brasil, habitats de exsudacdo de metano (cold seeps) ativos foram apenas descritos
na Bacia de Pelotas em 2013 (MILLER et al., 2015). Na Bacia de Santos e no Sul do pais
ja foram identificados mais de 2 mil pockmarcks (MAHIQUES et al., 2017; DOS
SANTOS et al., 2018), formados pela expulsdo de gas no fundo marinho em especial o
metano (RODRIGUES et al., 2017; PROTILHO-RAMOS et al, 2018). No entanto nédo
ha dados sobre a contribuicdo dessas areas para a emissdo totais de gases de efeito estufa
para a atmosfera. Apesar do registro da presenca de montes carbonéaticos (MALY et al.,
2019) e areas de exsudacéo de 6leo (BELTRAO et al., 2009), a ocorréncia de exsudagio

fria e consequentemente seu microbioma nédo foram ainda estudados.

Regides como a cadeia de montes carbonaticos Alpha Crucis sdo de grande interesse
para o estudo de microrganismos metanotréficos, visto que carbonatos autigénicos podem
ser precipitados através de processos biogeogquimicos mediado por um consércio de
metanotroficas e bactérias redutoras de sulfato (JUDD et al., 2020). O trabalho de Bendia
etal., 2021 explorou a diversidade de microrganismos na regido e fez a primeira descrigédo
da comunidade microbiana presente nos montes carbonaticos, porém, neste trabalho,
apenas técnicas independentes de cultivo foram empregadas e microrganismso
metanotroficos ndo foram identificados, mesmo sendo uma regido diretamente associada

ao extravasamento de metano.
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Esta dissertacdo foi desenvolvida no ambito da cooperacdo de pesquisa acordada entre
a SHELL Brsil Petroleo Ltda. e o IOUSP, para a realizacdo do projeto intitulado
“ Avaliaco da Biologia e Geoquimica de Exsudacdes de Oleo e Gas na Costa Sudeste do
Brasil (BIOIL)”, que tem como objetivo principal mapear areas de exsudagdes e a
respectiva caracterizacdo da fauna de microrganismos extremdfilos, acessando a
interacdo entre comunidades quimiossintéticas e a quimica da area de exsudacao, dentro

desse contexto esta dissertacdo apresenta os objetivos apresentados a seguir.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral
Este trabalho tem como objetivo pesquisar a ocorréncia e diversidade de
microrganismos metanotréficos nas amostras de sedimento coletadas na margem

continetal do sudeste brasileiro.

2.2 Especificos

- Pesquisar a ocorréncia de microrganismos metanotréficos através de metodologias

dependentes de cultivo;

- Caracterizar a diversidade taxonémica dos microrganismos presentes nos consorcios a

partir do sequenciamento do gene marcados 16S rRNA;

- Caracterizar a diversidade funcional de microrganismos metanotréficos através de

analise metagendmica;

- Obter isolados de bactérias metanotroficas.



21

3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 O gas metano e suas fontes

O metano é um alcano simples, consistindo em uma molécula tetraédrica e apolar,
formada por um &tomo de carbono central (C) e quatro dtomos de hidrogénio (H)
(CRABTREE, 1995). Essa molécula pode ser encontrada em diversas localidades do
planeta, possui diferentes origens e se apresenta como o hidrocarboneto mais abundante
na atmosfera. Este g&s possui maior capacidade de retencdo de calor em relacédo ao CO»
(estimada em até 34 vezes maior) em um prazo de 100 anos e 86 vezes maior em um

periodo de 20 anos [Painel Intergovernamental de Mudancas Climaticas (IPCC), 2018].

A origem biol6gica do metano esté diretamente associada a degradag&o anaerdbia da
matéria organica por meio de um processo denominado metanogénese, que requer uma
rede de organismos (sintroficos) para fornecer as arqueias metanogénicas compostos
como H, CO2 ou acetato, processo esse que ocorre na auséncia de O, (CABEZAS, de
ARAUJO et al. 2015), possibilitando a producdo do biogas com uma composicao tipica
de 40-70% (v / v) de CH4, 30-60% (v / v) CO2 e 1- 5% (v / v) outros gases (por exemplo,
NHs, H2S e H, (DEMIREL, SCHERER et al., 2010).

Durante a degradacdo da matéria organica, comumente chamada de digestdo
anaerodbica, um numero limitado de grupos arqueais sao conhecidos por produzir metano
no estagio final deste processo, ou seja, metanogénese, usando CO2, hidrogénio, acetato
ou metilado compostos como substratos acoplados a geracao de energia para crescimento
e fixacdo de carbono (CONRAD et al., 2020, GUERRERO-CRUZ et. al, 2021).

As arqueais metanogénicas estdo presentes em diversos ambientes, como pantanos,
turfeiras, solos de cultivo de arroz, pecuaria (fermentacdo entérica em ruminantes),
aterros sanitarios, em regides bentbnicas e de acoplamento bento-pelagico dos oceanos,
assim como em areas de fontes hidrotermais e exsudagdo fria e em sub-superficie e
cupins; representando aproximadamente 70% de todas as fontes de emissdes de metano
para a atmosfera (GUERRERO-CRUZ et. al, 2021). Atualmente, as arqueias
metanogénicas tém representantes em 4 superfilos reconhecidos: Euryarchaeota, TACK
(Thaumarchaeota, Aigarchaeota, Crenarchaeota e Korarchaeota), DPANN
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(Diapherotrites, Parvarchaeota, Aenigmarchaeota, Nanoarchaeota e Nanohaloarchaeota)
e o superfilo Asgard (BERGHUIS et al., 2019; MACLEOD et al., 2019)

Além de fontes biogénicas, também sdo conhecidas fontes termogénicas (da lenta
transformacdo de matéria organica em combustiveis fosseis) e fontes pirogénicas (de
biomassa e queima de biocombustiveis) como importantes contribuintes para a produgao
global de CH4 (NEEF VAN WEELE et al., 2010).

O metano (CH.) é um importante gas do efeito estufa, sendo 24 vezes mais potente
do que o dioxido de carbono, e contribuindo com cerca de 40% do aquecimento global
em uma escala de 20 anos (IPCC 2014). Constantemente, grandes quantidades de metano
sdo liberadas na atmosfera, estando associadas a producdo de gas e petréleo e pela
producdo biologica em &reas Umidas naturais e agricolas, aterros sanitarios, tratamento de
aguas residuais e sistemas de producdo agricola, lagos e do fundo dos oceanos (DEAN et
al. 2018). No entanto, uma grande parte desse metano, antes de atingir a atmosfera, €
mitigado pela atividade das bactérias oxidantes de metano (BOM) que utilizam o metano
como fonte de carbono e energia (BODELIER e STEENBERGH, 2014).

No oceano, 0 metano que é liberado representa uma quantidade relativamente
pequena para o orcamento atmosférico liquido global e, a origem desse metano pode
variar, podendo ser via diagénese mediada por microrganismos, producdo abidtica de
metano por meio da reacdo de serpentinizacdo, uma reacdo rocha / &gua que ocorre em
sistemas hidrotérmicos associados as cristas meso-oceanicas e centros de disseminacao,
vazamentos de depdsitos de petréleo proximos a superficie e decomposicéo de hidratos
de metano (REEBURGH, 2007). Esse metano pode ser liberado na coluna d’agua através
de diferentes fontes, como escoamento costeiro, por difusdo de sedimentos andxicos ricos
em organicos e através de areas de exsudacdo (Figura 1), fontes hidrotermais, pockmarcks

e vulcdes de lama que emitem fluidos ou bolhas ricas em metano.

Apesar da adi¢do de quantidades significativas de metano a coluna d’agua, as reagdes
de oxidacdo aerdbia e anaerobia mediadas por microrganismos consomem efetivamente
0 metano adicionado, de modo que a maior parte do que € liberado, também € oxidado.
Em sedimentos marinhos aerobios de subsuperficie a oxidacdo do metano utilizando
oxigénio €é a grande responsavel pela retirada deste hidrocarboneto da coluna d’agua,
porém, a profundidade de penetracdo do oxigénio nos sedimentos marinhos é limitada

(HENSEN, ZABEL, 2000), o que restringe a area onde bactérias metanotroficas marinhas
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conseguem oxidar aerobiamente o metano. Dessa forma, a oxidacao anaerdbia do metano,
dependente de sulfato, por exemplo, também é um processo importante para a oxidacéo
desse hidrocarboneto e que pode ser realizada por associagdes entre arqueias e bactérias
redutoras de sulfato, principalmente em regies anoxicas do sedimento marinho, ja que a

profundidade de penetragdo do sulfato alcanca essas regides (KRUGER et al., 2005).

Figura 1. Representacdo esquematica dos processos metabolicos envolvendo o metano em ambientes de
cold seep.
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3.2 Microrganimos metanotroficos e seu metabolismo

Bactérias metanotréficas sdo um subconjunto de um grupo de bactérias conhecidas
como metilotroficas. As bactérias metilotroficas sdo microrganismos que utilizam
compostos de um carbono mais reduzidos do que o acido formico como fontes de carbono
e energia e assimilam o formaldeido como a principal fonte de carbono celular. Dentro
desse conjunto, as bactérias metanotréficas sdo organismos Unicos, capazes de utilizar
metano como Unica fonte de carbono e energia (HANSON e HANSON, 1996).

Microrganismos metanotroficos realizam a oxidacdo do metano para aproveitar a
energia sob condic¢des dxicas e andxicas, podendo utilizar uma variedade de aceptores de
elétrons. A metanotrofia foi um processo relatado, inicialmente, em 1906 como

exclusivamente dependente de oxigénio e por muito tempo se manteve assim. Durante
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guase um século acreditou-se que o processo metanotroficos era exclusivamente
aerdbico, sendo esta a Unica via bioldgica para oxidar o metano e os responsaveis por tal
processo, eram microrganismos do filo Proteobacteria (WHITTENBURY et al., 1970;
HANSON e HANSON, 1996). Descobertas recentes, mais especificamente nas ultimas
duas décadas, ampliaram a visao sobre 0s processos que envolvem a metanotrofia, atraves
da identificagcdo de microrganismos que pertencem a outros Filos e que sdo capazes de
realizar tal processo e até mesmo no dominio Archaea, capazes de oxidar o metano
anaerobicamente usando aceptores de elétrons alternativos como sulfato, nitrito, nitrato,
ferro e manganés (KNITEL e BOETIUS, 2009).

3.2.1 Metanotrofia aerébia

As bactérias metanotréficas aerdbias podem ser divididas em dois grupos fisiolgicos
distintos (Figura 2). Metanotroficas do tipo | (Methylomonas, Methylocaldum,
Methylosphaera, Methylomicrobium e Methylobacter) que assimilam o formaldeido
produzido a partir da oxidacdo do metano (via metanol) usando a via do monofosfato de
ribulose (ANTHONY, 1986). Metanotrdficas do tipo Il (Methylocystis e Methylosinus)
utilizam a via da serina para a assimilacdo do formaldeido, possuem membranas
intracitoplasmaticas dispostas ao redor da periferia da célula e contém

predominantemente acidos graxos (HANSON, 1996).

A enzima responsavel pela oxidacdo do metano é a metano monooxigenase (MMO).
Existem duas formas desta enzima: um complexo enzimatico citoplasmatico soltvel
(SMMO) e uma enzima particulada ligada a membrana (pPMMO). As mais bem
caracterizadas sdo as enzimas SMMO de Methylococcus capsulatus (DALTON, 1993) e
Methylosinus trichosporium (LIPSCOMB, 1994).

O complexo enziméatico SMMO consiste em trés componentes. A proteina A é uma
hidroxilase que consiste em trés subunidades de aproximadamente 60, 45 e 20 kDa,
dispostas em uma conformacdo 02p2y2. As subunidades o ¢ onde acredita-se que
aconteca a da reacdo de monooxigenacao. A proteina B, uma proteina de acoplamento de
16 kDa, facilita o fluxo de elétrons e / ou as interacOes entre as proteinas A e C. A proteina
C (38 kDa) € o componente redutase do SMMO e catalisa a transferéncia de equivalentes
redutores de NADH para a hidroxilase (MURRELL; MCDONALD; BOURNE, 1998).

A enzima pMMO consiste em trés polipeptideos pMMO putativos de 47, 27 e 25 kDa,

os dois primeiros dos quais foram previamente observados como polipeptideos principais
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presentes quando as células expressavam um MMO ligado a membrana. Os genes que
codificam os polipeptideos pMMO de 27 e 45 kDa, designados pmoA e pmoB, estdo
ligados no cromossomo desse organismo. Outro gene encontra-se a 5 'de pmoA e pmoB,
este € designado pmoC, codificando um polipeptideo putativo de cerca de 20 kDa que
pode ser outro componente de pPMMO (MURRELL; MCDONALD; BOURNE, 1998).

Figura 2. Vias para a oxidacdo aerdbia do metano e assimilacdo do formaldeido. Abreviaturas: CytC,
citocromo c; FADH, formaldeido desidrogenase; FDH, formato desidrogenase.
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Fonte: Hanson e Hanson (1996).

3.2.2 Metanotrofia anaerobia

O processo de metanotrofia anaerdbia foi registrado, pela primeira vez em
sedimentos marinhos, em zonas conhecidas pela presenca de sulfato (KNITTEL e
BOETIUS, 2009). Porém, nesta época, nenhum cultivo havia sido realizado, portanto, o
processo ndo havia sido totalmente caracterizado e o conhecimento sobre a capacidade

de arqueias de realizarem este processo ainda era desconhecido.

Pouco depois, a microbiologia por tras desse processo foi descrita como processo
de oxidacdo anaerobica de metano dependente de sulfato (S-dAOM) por um consorcio
microbiano composto por bactérias redutoras de sulfato (SRB) e arqueias metanotroficas
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(BOETIUS et al.,, 2000). As Arqueias Metanotréficas Anaerdbias (ANME) foram
confirmadas logo apos, atualmente classificadas como ANME 1, 2, 3 (BOETIUS et al.,
2000; ORPHAN et al., 2001; NIEMANN et al., 2006).

Ao contrério dos metanotréficos bacterianos, as arquéias metanotroficas ou
Archaeal ANaerobic MEthanotrophs (ANME) invertem o caminho usado pelos
metanogénicos, oxidando o metano na auséncia de oxigénio molecular. A oxidacdo do
metano por arquéias pode ser realizada utilizando diferentes aceptores de elétrons,
incluindo sulfato, nitrato, nitrito, acidos hamicos, ferro ou manganés (SMITH e
WRIGHTON, 2019). Esses organismos prosperam em ambientes andxicos e, como 0s
metanogénicos, estdo sujeitos a toxicidade do oxigénio (CAl et al., 2018). A varia¢do nos
aceptores de elétrons, entradas de metano ou diferencas de biomassa podem explicar
parcialmente as taxas altamente varidveis de oxidacdo anaerdbica de metano para esses
taxa nos ecossistemas (KNITEL e BOETIUS, 2009).

Todas as linhagens ANME atualmente conhecidas sdo membros da classe
Methanomicrobia do filo Euryarchaeota. Dentro da Methanomicrobia, o grupo ANME-1
parece ser uma ordem distinta, varias linhagens de ANME-2 formam um clado
monofilético dentro da ordem Methanosarcinales, enquanto o ANME-3 provavelmente
representa um género especifico dentro da familia Methanosarcinaceae (KNITEL e
BOETIUS, 2009; TIMMERS et al., 2017).

A oxidacao anaerobia do metano (OAM) é ocorre em diferentes ambientes e pode
ser realizada por uma gama de microrganismos, dentre eles mesofilos, mas também
psicrofilos, termofilos, halofilos, aciddfilos e alcofilos. Durante a OAM, o metano é
oxidado através da utilizacdo de diferentes aceptores finais de elétrons e este processo
pode ocorrer sozinho ou em sintrofia com um organismo. As ANME podem se associar
com bactéris reutoras de sultato (SRB) e realizar um tipo de metanotrofia anaerdbia
conhecida como OMA induzida por sulfato, onde formam-se pequenos agregados entre
as SRB e ANME e a a oxidacdo do metano ocorre através da disponibilizacdo dos
aceptores de elétrons ap0s a redugdo do sulfato. Além dessa associacdo, a metanotrofia
anaerobia também pode acontecer associada a reducdo do nitrato e do nitrito, realizadas
em associagdo com Methanoperedens nitrorreducens e Candidatus Methylomirabilis
oxyfera, respectivamente (Figura 3) (SMITH & WRIGHTON, 2019).
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Figura 3: Trés mecanismos de oxidacdo anaerébica do metano (OAM). O primeiro método (A) é mediado
por um consorcio de arqueas anaerdbias metanotréficas (ANME) dos clados 1,2a,2b e 2c e bactérias
redutoras de sulfato (SRB). O segundo método (B) liga a oxidacdo do metano com a reducédo do nitrato,
mediada por consoércios de ANME e bactérias Anammox. O terceiro mecanismo (C) também liga a
oxidagdo do metano com a reducéo do nitrato, mas é mediado por ANME e bactérias NC10. Ao contrario

dos dois primeiros mecanismos, as bactérias ANME archaea e NC10 competem por metano.
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3.3 Taxonomia e filogenia dos microrganismos metanotroficos

A maioria das bactérias metanotréficas foram inicialmente classificadas como
pertencentes as classes alfa e gamaproteobactéria (KNIEF, 2015) e caracterizadas como
géneros e espécies diferenciadas com base em sua filogenia e caracteres morfolégicos
(Figura 4), que delimitam suas diferentes estratégias de vida e habitats (HO, 2013). No
entanto, com 0 avango das técnicas de sequenciamento (next-generation sequencing -
NGS) e nas metodologias de analise de dados (identificacdo taxondmica molecular,
filogenias robustas com varios genes marcadores concatenados, recuperagdo de genomas
atraveés de metagenomas e outros) novos grupos de microrganismos metanotréficos foram
identificados e, apesar de ndo terem sido isolados, foi possivel acessar a informacao
gendmica desses organismos (MURRELL; MCDONALD; BOURN, 1998; DEDYSH,
2009; KNIEF, 2015; SETIAWAN; VERSANTVOORT et al., 2018; SUDIANA, 2019).
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Os estudos realizados com os isolados cultivados expandiram a taxonomia das
bactérias metanotréficas e permitiram incluir o Filo Methylomirabilota, anteriormente
candidatus NC10, representados pelas bactérias do género Methylomirabilis, como
organismos capazes de realizar a oxidacdo anaerdbia do metano dependente de nitrito
(WU, et al. 2011), e o Filo Verrucomicrobiota (DEDYSH, 2009) com representantes
Methylacidimicrobium (VAN TEESELING et al., 2014) e Methylacidiphilum (ANVAR
etal., 2014).

Figura 4. Taxonomia de bactérias oxidadoras de metano aerébio isolados e cultivados. Em rosa, as
bactérias metanotroficas pertencentes ao Filo Proteobacteria, em azul, as bactérias pertencentes ao Filo
Verrucomicrobia e em amarelo, a bactéria metanotrofica pertencente ao Filo NC10. As colunas representam

os diferentes niveis taxondmicos, da esquerda para direita Filo, Classe, Ordem, Familia e Género.
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A aplicacdo de técnicas de biologia molecular e do sequenciamento do gene
barcode 16S rRNA permitiu que relacdes filogenéticas dentro de géneros de
metanotréficos fossem exploradas. A observacdo de que os metanotroficos podem ser
separados em grupos filogenéticos coerentes que compartilham caracteristicas
fisioldgicas comuns € importante para o uso da tecnologia de sonda 16S rRNA no estudo
da ecologia dessas bactérias. Além do 16S rRNA, outros genes marcadores (Figura 5)
tem sido utilizado para elucidar as relacdes filogenéticas entre os grupos e para a

identificacdo taxondmica molecular, como 0s genes relacionados as partes genes
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estruturais SMMO, os genes que codificam pMMO e AMO e suas diferentes partes
estruturais (MURRELL; MCDONALD; BOURNE, 1998).

Figura 5. Visdo geral da geragdo de energia e oxidagdo do metano por clados metanotréficos conhecidos.
(a) Via(s) de geracao de energia e (b) metabolismo do metano. As morfologias tipicas para um modelo em
cada clado sdo mostradas. Aceptores de elétrons para respiracao (azul) e genes marcadores (vermelho) sao

rotulados para cada via.
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Embora um numero alto de sequéncias de pmoA ambientais recuperados de
metagenomas possa ser vinculado a representantes metanotroficos anteriormente
cultivados, ainda ha uma grande fracdo da diversidade de bactérias metanotroficas que
ainda néo foi isolada e nem cultivada (KNIEF, 2015). Consequentemente, a taxonomia
das bactérias oxidadoras de metano aerobio, provavelmente ainda se expandirad com o
aumento dos esforcos de amostragem em diferentes habitats e com o uso de diferentes

ferramentas de anélise de dados.
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3.4 Metagenomica no estudo de microrganismos metanotroficos

A metagendmica shotgun tem funcionado como uma ferramenta poderosa e
importante para explorar as fungdes das comunidades microbianas e determinar sua
composicao filogenética, taxondmica e funcional ao longo dos ultimos anos (PARKS et
al., 2017). Esta técnica se torna interessante pois é capaz de eliminar alguns vieses e
alguns artefatos que podem estar associados a técnicas que utilizam o sequenciamento de
amplicons, por exemplo. Explorando apenas genes marcadores, como 0S genes
ribossomais, algumas falhas na metodologia podem ser identificadas, como viés de
primer (KLINDWORTH et al., 2013), quimerismo de sequéncias (EDGAR et al., 2011)
e até a subamostragem em bancos de dados curados para posterior identificacdo
taxondmica dos microrganismos de interesse. Neste sentido, a metagendmica traz uma
abordagem que contempla informacdes adicionais acerca do objeto amostral que se deseja
estudar, possibilitando explorar com maiores detalhes e acessar o conteddo gentético

completo, ou quase completo, das comunidades de interesse.

Dentre os integrantes dessas comunidades de interesse estdo 0s microrganismos
metanotroficos, que desempenham papéis ecoldgicos importantes em diversos ambientes,
desde a oxidacdo de gases do efeito estufa até a degradacdo de poluentes organicos,
producdo de uma variedade de precursores industriais e até possivel atividade
biotecnologica, auxiliando na biorremediacao de metais como cobre (YOON et al., 2010;
PURI et al.,, 2015; STRONG et al., 2015; PAPADOPOULOU et al, 2019). Em
combinagdo com outras técnicas quimicas e de imagem a metagendmica atuou como
ferramenta determinante para as descobertas acerca deste grupo ao longo dos Ultimos

anos.

Hoje, com o poder de recuperar genomas quase completos (MAGs ou
Metagenome-assembled genomes) a partir do sequenciamento genémico total, o cultivo
axénico ndo € mais um requisito obrigatério para investigacdo das capacidades
metabolicas dos organismos (SOLDEN et al.,2016), o que torna a ferramenta ainda mais
interessante para o estudo de comunidades microbianas metanotréficas, visto que o
cultivo das mesmas é um tarefa ardua, j& que esses microrganismos mantem relacdes
sintréficas com outros heterotréficos. Um bom exemplo sdo as ANME, pois ndo ha até o

momento um epresentante da ANME em cultura axénica e informacdes genémicas para
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este grupo foram obtidas pela primeira vez em 2005, através da metagenémica
(MEYERDIERKS et al., 2005).

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Area de estudo e de coleta de amostras

A Bacia de Santos situa-se na regido sudeste da margem continental brasileira,
ocupando cerca de 350.000 km?. E uma bacia sedimentar que abrange o litoral dos
Estados do Rio de Janeiro, S&o Paulo, Parana e Santa Catarina, limitando-se ao norte com
a Bacia de Campos pelo Alto de Cabo Frio e ao Sul com a Bacia de Pelotas pela
Plataforma de Florianépolis (AGENCIA NACIONAL DE PETROLEO, GAS
NATURAL E BIOCOMBUSTIVEL - ANP, 2016). As amostras utilizadas neste trabalho
foram coletadas em novembro de 2019 a bordo do navio Alpha Crucis do Instituto
Oceanogréafico da Universidade de Sdo Paulo (IO / USP) durante o desenvolvimento do
projeto BIOIL. As amostras foram coletadas em trés areas (Figura 6), na regido sudoeste
do Atlantico da Bacia de Santos, Sudeste do Brasil. Essas areas representam regides
geoldgicas com formacgdes geoldgicas onde com frequéncia existem exsudacdes de

metano. Por essa razdo foram escolhidas para esse estudo.

Figura 6. Mapa das areas de coleta de amostras de sedimento apresentando as areas denominadas 1, 2 e 3
na Bacia de Santos, S&o Paulo, Brasil.

G

Toda a area indicada na Figura 6 é rica em montes carbonaticos, formando o
“Alpha Crucis Ridge”, conforme descrito em Maly et al. (2019). As areas e estacOes de
amostragem sdo descritas na Tabela 1. Amostras de sedimento foram coletadas em
triplicatas de box-corer de 50 x 50 x 50 por estacdo. A &gua foi drenada antes da abertura

do box-corer e quatro nucleos de 7 x 20 cm foram coletados para analise microbiana.
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Além disso, também foram coletadas amostras com gravity-corer na estagdo 686, que
compreendeu a profundidade de sedimento de 350 cm (Figura 7). Os nucleos foram
extrudados e subamostrados em profundidades de 0-15 cm, armazenados em tubos

Hungate com retirada de todo ar do headspace, adi¢do de Argonio e preservadas a5 ° C.

Figura 7. Fotos dos box-corers apds coleta de sedimento nos 10 pontos amostrais da bacia de Santos, Sdo

Paulo.

Também foram coletadas amostras de uma esponja do género Aphrocallistes sp.
e um coral do género Enallopsammia sp. para descricdo das comunidades microbianas
metanotrdficas associadas. Para esta analise, coletamos se¢des vivas e mortas da esponja
do ponto amostral 685, box-corer 3 e o coral do ponto amostral 681, box-corer 1 que
foram armazenadas em &gua marinha, com headspace preenchido com argonio e
armazenadas a 5 ° C para posterior incubagdo em meio de cultura. O material foi enviado
ao Laboratorio de Ecologia Microbiana do Instituto Oceanografico (LECOM-10 / USP),

Sédo Paulo, Estado de S&o Paulo, Brasil.

Tabela 1. Descricdo das amostras de sedimento coletadas através de box-corer, com descri¢do da area
coletada, estacdo, tipo de amostra e localizacdo.

Area de ID Estagéo Método de Tipo de Latitude Longitude  Profundidade

coleta coleta amostra

Area 1 St. 681 Box-corer 1 Coral 24° 31.422° 043° 810 m
55.825°

Area 1 St. 681 Box-corer 1 Sedimento  24° 31.422° 043° 810 m
55.825°

Areal St. 681 Box-corer 2 Sedimento  24° 31.399’ 043° 744 m
55.872’

Areal St. 681 Box-corer 3  Sedimento  24° 31.32%’ 043° 740 m

55.849°
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Area 1 St. 683 Box-corerl  Sedimento  24° 37.452° 044° 852 m
00.878°

Areal St. 683 Box-corer2  Sedimento  24° 37.449’ 044° 865 m
00.883”

Areal St. 683 Box-corer3  Sedimento  24° 37.449’ 044° 865 m
00.885°

Areal St. 684 Box-corer1  Sedimento  24°40.281° 044° 820 m
04.943°

Area 1 St. 684 Gravity- Sedimento  24° 40.248° 044° 200m
corer 04.913°

Area 2 St. 685 Box-corerl  Sedimento  24° 55.946° 044° 592 m
28.419°

Area 2 St. 685 Box-corer 3 Esponja 24° 55.939° 044° -
morta 28.449°
Area 2 St. 685 Box-corer 3 Esponja 24° 55.939° 044° -

viva 28.449°

Area 2 St. 686 Box-corerl  Sedimento  24° 55.200° 044° 581 m
35.483°

Area 2 St. 686 Box-corer2  Sedimento  24° 55.228’ 044° 577 m
35.406’

Area 2 St. 686 Box-corer 3 Sedimento  24°55.247° 044° 578 m
35415°

Area 2 St. 686 Gravity- Sedimento  24° 55.251° 044° 350 m
corer 35.408°

Area 2 St. 687 Box-corer1  Sedimento  24°54.012° 044° 675 m
28.467°

Area 2 St. 687 Box-corer2  Sedimento  24° 53.997° 044° 665 m
28.536°

Area 2 St. 687 Box-corer 3  Sedimento  24° 54.065’ 044° 677 m
28.506’

Area 2 St. 688 Box-corerl  Sedimento  24° 53.536’ 044° 564 m
32.181°

Area 2 St. 688 Box-corer 2 Sedimento  24° 53.534° 044° 563 m
32.141°

Area 2 St. 688 Box-corer3  Sedimento  24° 53.517° 044° 563 m
32.122°

Area3 St. 689 Box-corer1  Sedimento  26° 15.742° 045° 869 m
42.869°

Area3 St. 689 Box-corer 2 Sedimento  26° 15.>770' 045° 870 m
42.858°

Area 3 St. 690 Box-corerl  Sedimento  26° 11.560° 045° 762 m
38.728’

Area 3 St. 690 Box-corer2  Sedimento  26° 11.553° 045° 739 m
38.728’

Area3 St. 690 Box-corer3  Sedimento  26° 11.560° 045° 736 m
38.723°

Area3 St. 691 Box-corer1  Sedimento  26° 53.216° 046° 519 m
24.732°

Area3 St. 691 Box-corer 2 Sedimento  26° 53.219° 046° 516 m

24.730°
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4.2 Cultivo de consércios metanotroéficos

As amostras de sedimento coletadas em todos os pontos amostrais foram utilizadas
para o cultivo de microrganismos metanotréficos (Figura 8). Foram realizadas culturas
aerobias e anaerobias em meio de cultura NMS com adicdo de cobre (WHITTENBUR,
etal., 1970). O meio foi preparado contendo, por litro, 1g de MgSO4+7H20, 1g de KNO3,
0,29 CaClz*H20, 0,1 mL 3.8% (w/v) solugdo Fe-EDTA, 0,5 mL 0.1% (w/v) NaMo+4H-0,
ImL Elemento traco (solugéo, por litro: 500 mg FeSO4.7H.0, 400 mg ZnSO4.7H20, 20
mg MnCl.7H20, 50 mg CoCl2.6H20, 10 mg NiCl,.6H20, 15 mg H3sBOs, 250 mg EDTA).
Apbs a autoclavagem, foram adicionados: 10 mL, por litro de Solucdo de Fosfato (26 g
KH2PO4 e 62 g NaHPO4.7H20 em 1L de solugéo estoque); 1,4 mg de CuCl, 2H,O por
litro de meio e 10 mL de extrato de solo preparado a partir do sedimento de mar profundo,
obtido de acordo com a metodologia de HAMAKI et. al (2005). O headspace das culturas
aerobias foi composto de metano:ar na proporcdo de 1:1 e nas culturas anaerdbias o

headspace foi composto por metano:argénio na proporcao de 1:1.

As amostras de coral e esponja que foram coletadas e armazenas em agua marinha
também foram incubadas com meio NMS. O material foi fragmentado com pinca estéril
e adicionado ao meio de cultura liquido, tendo o headspace das culturas aerdbias
composto de metano:ar na proporcao de 1:1 e nas culturas anaerdbias, foi composto por
metano:argénio na proporg¢do de 1:1. Todos os gases foram injetados de forma asseptica

por filtro 0.22 um acoplado a seringa.

Figura 8. Fotos dos consorcios microbianos cultivados em tubos Hungate, selados e com valvulas para a
troca semanal do gés do headspace. A imagem A representa os Hungates com culturas de headspace
aerdbio e a imagem B representa as figuras de headspace anaerobio.

Durante a suspenséo das atividades laboratoriais devido ao COVID-19 no ano de
2020 as culturas foram submetidas a 3 estratégias de armazenamento. Primeiramente, 0s
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40 mL de cada cultura foram armazenados da seguinte forma: 20 mL foram armazenados
em tubos Falcon no ultra congelador (-80 °C) para posterior extragdo do DNA; 7 mL
foram armazenados em um tubo Falcon com 3 mL de glicerol 100% para preservagédo
celular e 13 mL foram mantidos nos tubos Hungate na tentativa de manter o crescimento.
Adicionamos mais metano ao headspace e reduzimos a temperatura da BOD para 5 °C
para reduzir o metabolismo microbiano e favorecer a preservagdo dos consoércios (Figura
9).

4.2.1 Cromatografia gasosa

O gas do headspace foi trocado semanalmente, para manutencdo do metano (Unica
fonte de carbono disponibilizada) nas culturas, com base na curva de consumo do gas. A
composic¢do do gas do headspace (CH4) foi determinada usando um cromatografo gasoso
(GC6850, Agilent Technologies) equipado com uma coluna de 20m x 0,2 mm. O detector
de ionizacdo de chama (FID) usado para determinacdo de CH4 possui aquecimento a 220
° C, pressao de 143 kPa, N2 como um gas de arraste, pressdo de H de 75 kPa, pressao do

ar de 50 kPa e tempo de retengéo de 2,5 minutos.

A medicdo do metano foi baseada na metodologia de Nakayama e colaboradores
(2011) e Marani e Alvala (2007). Uma curva padrdo de metano, foi gerada pela diluicdo
de CH4 puro 99,9% (White Martins) em ar ambiente, de 1:1 a 1:10, e a férmula foi
utilizada para a conversao dos dados da area de GC em porcentagem. Apos estabelecido
0 padrdo, a leitura do gas ocorreu com a retirada de aliquotas de 1mL da atmosfera do
frasco, por meio de agulhas e seringas de 1mL estéreis, e injecdo no cromatografo para
deteccdo do valor de metano, sendo todas as amostras medidas em triplicata técnica. A
cada dia diferente de medicdo, um CHs puro foi medido em triplicata e o valor foi
descontado do valor da curva, gerando um fator de correcdo que é entdo aplicado para
padronizar as amostras analisadas em dias diferentes. Entre cada medi¢do das aliquotas
foi passado 0,1 mL de ar ambiente no cromatografo, para evitar a contaminacdo cruzada

entre as amostras e evitar residuos nas seringas utilizadas para medigao.

A concentracdo de metano foi obtida com o calculo da média da area do gas padréo
(NAKAYAMA et al., 2011; RAFAEL, 2018):
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Cpadréo = Vinjetado X p
Vmolar

Em que:

Volume injetado (Vinjetado) =1 x 10“ L
Pureza do gas (p) = 0,995
Volume molar (Vmolar) = 22,4 L

Desse modo, a Concentracdo padrdo (Cpadrdo) = 0,004441964 mol/L ou 4,441964

mmoles/L

A partir desse resultado, a concentracdo de metano do headspace dos frascos foi

medida da seguinte maneira:

Cmetano =  Aamostra x Cpadrao
Apadréo

Em que:

Cmetano = concentracdo de metano (mmoles/L)
Aamostra = area da amostra

Apadrédo = area do padréao

Cpadréo: Concentracdo molar padrédo (4,441964 mmoles/L)

Assim, com os resultados das concentragcdes de metano medidos, expressos em
mmol/L ou mM, foram construidos graficos de consumo de metano dos cultivos

enriquecidos.
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4.3 Analise de diversidade e taxonomia a partir do gene barcode 16S rRNA

4.3.1 Amplificacdo e sequenciamento do gene do 16S rRNA por Illumina Miseq

O DNA das culturas foi extraido utilizando o DNeasy PowerBiofilm kit (MoBio,
California, USA), de acordo com as instrugdes do fabricante. Para a extracdo,
aproximadamente 15 mL das culturas de células, que foram mantidas na BOD, foi
concentrado em centrifuga refrigerada a 20°C (12.000 g, durante 15 minutos). O
sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspendido com a solucéo lise do kit. Apos
extracdo, o DNA foi quantificado utilizando Qubit dSDNA HS Assay (Thermo-Fisher
Scientific, Estados Unidos).

O gene 16S rRNA foi sequenciado atraves da plataforma Illumina Miseq paired-
end, usando os primers 515F-\y 5-GTGYCAGCMGCCGCGGTAA-3", 926R 5'-
CCGYCAATTYMTTTRAGTTT-3" (QUINCE et al., 2011; PARADA; NEEDHAM;
FUHRMAN, 2015), que tem como alvo as regides V3-V4 do gene.

4.3.2 Andalise bioinforméatica

As sequéncias do gene 16S rRNA foram analisadas, primeiramente, quanto a sua
qualidade através do software FastQC (ANDREWS et al.,, 2010). As analises
bioinforméaticas foram realizadas utilizando o software Qiime 2, versdo 2020.11,
seguindo o pipeline do site. As sequéncias brutas foram importadas para o0 QIIME 2
(v.2020.2, https://docs.qiime2.org/) usando o script giime tools import através de um
manifest file. As sequéncias foram sumarizadas através do comando giime demux
sumarize e o software DADAZ2 foi usado para obter as variantes de sequéncias observadas
(ASVs) (CALLAHAN et al., 2016). Atraves da analise da qualidade gerada pelo FastQC,
tanto as sequéncias foward quanto as sequéncias reverse foram truncadas na posigédo 240
e os barcodes foram retirados, utilizando o script giime dada2 denoise-paired. A
taxonomia foi assinada através do script giime feature-classifier utilizando o banco de
dados SILVA v138 (QUAST et. al, 2012). As distancias filogenéticas foram calculadas
usando o script giime phylogeny align-to-tree-mafft-fasttree, usando o alinhador MAFFT
(KATOH et al., 2009).
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As métricas de diversidade alfa e beta foram calculadas por meio do script giime
diversity core-metrics-phylogenetic que calcula métricas centrais de diversidade. No
pacote phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013) do R (versao 3.6.3) foram calculados
os indices de Simpson e Shannon, sendo Shannon utilizado para explorar a riqueza das
amostras e Simpson para explorar o componente da equitabilidade (KIM et al., 2017) e
foram visualizados via box-plot. Para determinar se houve diferengas significativas na
riqueza e equabilidade, foi realizado o teste Kruskal-Wallis. A diversidade beta foi
medida pela distancia Bray-Curtis e visualizada via NMDS (escala multidimensional ndo
métrica) usando o pacote phyloseq (versdo 3.6.3). Para determinar se houve diferencas
na dissimilaridade do tratamento aplicado as culturas, foram realizados os testes
Permanova. Para identificar as ASVs que sdo abundantes diferencialmente entre os
tratamentos, foi utilizado o software DESeqz2, que realiza analise de expressao diferencial

para dados de contagem de sequéncia (LOVE et al., 2014).

As previsdes de processos ecoldgicos com base na metataxonomia foram realizadas
utilizando a ferramenta FAPROTAX (LOUCA et al., 2016), porém com banco de dados
editado, através da adicdo de 21 novas fungbes. Resumidamente, o banco de dados
FAPROTAX 1.2.4, disponivel em http://www.zoology.ubc.ca/louca/FAPROTAX, foi
editado da seguinte forma: a)adi¢do de tdxons e papéis ecoldgicos baseados em culturas
do Banco de dados IJSEM (Barberan, 2016), a busca manual de papéis ecoldgicos em
publicacdes de diferentes niveis de taxonomia (de Filo a Espécie) no banco de dados
LPSN (PARTE, 2018); b) pesquisas de fungdo Unica / gene no NCBI (https: // www
.ncbi.nlm.nih.gov / search /); ¢) tdxons cultivados e ndo cultivados em referéncias na base
de dados SILVA (YILMAZ et al., 2014); taxons adicionais de isolados, relatorios de
genoma e relatérios de genoma montados por metagenoma. O banco de dados editado,
FAPROTAX ed March_2021, esta disponivel em
https://github.com/fmnakamura/faprotax_db_edition.

Gréaficos de barra, mostrando a distribuicdo dos taxons nas amostras, grafico de
Venn, e graficos de bolhas com a distribuicdo das fungbes metabdlicas previstas pelo
FAPROTAX também foram realizados no programa R, utilizando os pacotes Phyloseq,

ggplot2 e vegan.
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4.3 Sequenciamento metagendmico dos consorcios microbianos

Um total de 5 consoércios microbianos foram selecionados para sequenciamento
metagendmico, sendo eles: 685B1A e 686B3A, 684B1AN, 688B3AN, 683B3A. Estes
consorcios foram selecionados com base nos resultados obtidos nas analises

metataxondmicas realizadas.

As amostras de DNA total foram submetidas ao sequenciamento metagenémico
shotgun utilizando o Kit Illumina DNAPrep (lllumina, San Diego, CA) e a plataforma
NextSeg2x 100 p, gerando uma média de 50 milhdes de clusters ou 100 milhdes de reads

pareadas.

4.3.1 Reconstrucdo de genomas microbianos usando reads metagendmicos:

genomas montados em metagenoma (MAGS)

As amostras foram mantidas separadas para a montagem e recuperacao dos MAGs,
a fim de evitar a combinacdo de contigs de diferentes consércios em um mesmo MAG.
Todas as analises foram realizadas na plataforma online do Kbase
(https://www.kbase.us/). Apo6s a etapa de corte usando o software Trimmomatic v 0.36
(BOLGER;LOHSE; USADEL, 2014) o software MetaSPAdes v3.15.3 (NURK et al,
2017) foi usado para montagem metagendmica com comprimento minimo de contigs de
2.000 pb.

A etapa de binning foi realizada usando trés softwares: MaxBin2 v2.2.4 (WU et al,
2014), CONCOCT v1.1 (ALNEBERG et al, 2013) e MetaBAT2 v.2.3.0 (KANG et al,
2015). O passo seguinte consistiu em melhorar a qualidade do binning usando atribuigdes
de consenso. Para isso, foi utilizado o software DAS-Tool v.1.0.7 (SIEBER et al, 2018)
com o output dos softwares MaxBin2, MetaBAT2 e CONCOCT.

A qualidade dos bins foi analisada com o software CheckM v. 1.1.3 (PARKS et al.,
2015), que se baseia na representacdo de conjuntos de genes marcadores especificos de
linhagem. Os bins foram classificadas como bins de alta qualidade (>90% completo, <5%

de contaminacdo), bins de qualidade média (>70% completo, <10% de contaminag&o),
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bins de baixa qualidade (<50% completo e <10% contaminagdo), de acordo com 0s
padrdes de qualidade de MAGs sugeridos no trabalho de Bowers et al. (2017).

Todos os MAGs foram anotados taxonomicamente usando o software GTDB tk
v.2.0.0 (PARKS et al, 2018), que é um Kit de ferramentas de software para atribuir
classificagbes taxonémicas objetivas a genomas microbianos. Ele foi projetado para
trabalhar com avancos recentes que permitem centenas ou milhares de genomas montados
em metagenoma (MAGS) obtidos diretamente de amostras ambientais. Também pode ser
aplicado a genomas isolados e de célula unica. A anotacdo dos contigs para a predicao
das regides codificantes (CDSs) foi feita utilizando o banco de dados do RAST v1.073
(AZIZetal., 2008), PATRIC (DAVIS et al., 2020) e do PGAP (TATUSOVA et al., 2016).

A anotacéo funcional dos MAGs foi realizada utilizando o banco de dados KEGG
por meio do software DRAM (SHAFFER et al., 2020). Genes relacionados aos ciclos do
metano, nitrogénio e enxofre foram selecionados para serem explorados durante as

analises.

4.4.2 Gendmica comparativa entre 0s MAGs do género Methylomicrobium

Dentre os MAGs recuperados, dois foram assinados taxonomicamente como
pertencentes a grupos de bactérias metanotroficas, esses MAGs foram selecionados para
analises gendmicas comparativas com outros quatro genomas disponiveis no banco de
dados do GenBank. Os nimeros de acessos € 0 ambiente de origem de cada um dos

genomas estdo disponiveis na Tabela 2.

Tabela 2. Identificagdo dos genomas de referencia baixados do NCBI para analises comparativas com as
MAGS recuperadas.

Numero de Acesso Genoma de Referéncia Ambiente
NZ_JP0OJ00000000.1 Methylomicrobium agile Cultura pura
Z_CMO001475.1 Methylomicrobium album BG8 Solo
NZ_AZUNO00000000.1 Methylomicrobium lacum LW14 Aquaético
NZ_CP024202.1 Methylomicrobium sp. winol Cultura de enriquecimento inoculada com

sedimento marinho
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As informacdes gerais sobre 0os genomas como tamanho, conteddo GCe outro foram
obtidas através da anotacdo dos mesmos e anotacdo de sequéncias de profagos nos
genomas a ferramenta online PHASTER (ARNDT et al., 2016) foi utilizada.

Para realizar a comparacgdo entre os MAGs e 0s genomas de referéncia foram
utilizadas as ferramentas ANI (ldentidade Média de Nucleotideos), AAI (Identidade
Média de Aminoacidos) e DDH (hibridizacdo in silico DNA-DNA). O célculo dos valores
de ANI e AAI foi realizado no site “Kostas Lab” (http://enve-omics.ce.gatech.edu/g-
matrix/) e o calculo da distancia do DDH foi realizado no site genoma a genoma (GGDC)

(http://ggdc.dsmz.de/home.php).

A andlise do pangenoma foi realizada com o pipeline do anvi'o v. 7 para realizar
comparacdo entre os genomas de referéncia e os MAGs, identificar a regido core e
identificar singletons. A analise de filogendmica foi realizada através do software Insert
Genome Into SpeciesTree - v2.2.0 (disponivel no Kbase), que permite a construcéo de
uma arvore de espécies utilizando um conjunto de 49 genes core universais definidos por
familias de genes COG (Clusters of Orthologous Groups). Ele combina o(s) genoma(s)
fornecido(s) pelo usuadrio com um conjunto de genomas relacionados que estdo
depositados na base de dados RefSeq do Kbase (PRICE; DEHAL; ARKIN, 2010).

Para determinar o contetdo de genes Unicos e compartilhados entre os genomas de
microrganismos metanotréficos, clusters de genes ortdlogos foram analisados utilizando
o programa OrthoVenn2 (XU et al, 2019). A anotacao funcional dos 6 MAGs foi realizada
utilizando o banco de dados do KEGG por meio do software DRAM (SHAFFER et al.,
2020) na busca de vias metabdlicas completas, comparacdo de genes de interesse e busca

de genes de metanotrofia.

4.4 lsolamento de microrganismos a partir dos consorcios

4.4.1 lsolamento utilizando Agar marinho
Para isolar bactérias heterotroficas marinhas dos consorcios o meio de cultura
empregado foi o Agar Marinho (Difco). O volume de 100 pl de cultura foi adicionado a
placa e distribuido com al¢a de Drigalski flambada. As placas foram incubadas em
temperatura ambiente por 48 hrs. Apds a formagé&o de col6nias, as mesmas foram retiradas

utilizando alca de platina flambada e esgotadas em novas placas de Petri contendo um
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novo meio de cultura e foram novamente incubadas em temperatura ambiente por 48 hrs.
Os microrganismos isolados que cresceram foram preservados em glicerol 50% e

armazenados em freezer -20 °C.

4.4.2 Isolamento utilizando a técnica de Roll tube

Para isolar microrganismos metanotroficos utilizando meio sdlido, uma adaptacéo
da técnica de Roll tube foi utilizada. 100 pL de cultura em meio liquido NMS foram
transferidos para 10 mL de meio NMS solido aquecido, agar 1,5%, em frasco Hungate de
100 mL. Os frascos foram girados horizontalmente no gelo, até o meio solidificar na
parede dos tubos, seguido do fechamento com batoques de butila, vedados com parafilm
e selados com lacres de aluminio (HUNGATE, 1969).

A concentracdo de metano utilizada no headspcae to tubo foi determinado de acordo
com as bactérias metanotréficas identificadas nos mesmos, seguindo a literatura descrita
a seguir. Para os consorcios onde foram identificados metanotréficas do género
Methylomicrobium, o headspace de metano foi preenchido com uma atmosfera 1:1
metano:ar e as culturas foram incubadas a 40 °C (BRANTNER et al., 2000). Para o
consorcio onde foi identificado Methylomonas, o headspace de metano foi preenchido
com uma atmosfera 4:1 metano:ar e as culturas foram incubadas a 40 °C (RAHALKAR
et al, 2018). Para o consorcio onde foram identificados metanotroficas do género
Methylovulum, o headspace de metano foi preenchido com uma atmosfera 4:1 metano:ar
e as culturas foram incubadas a 20 °C (MATEOS-RIVERA et al., 2018). Apds 20 dias de
incubacéo, as col6nias desenvolvidas na parede do frasco foram coletadas com uma alga

de platina, e transferidas para meio liqguido NMS e incubadas a 20 °C.

4.4.2.1 Extragdo de DNA, PCR e sequenciamento

Dos isolados obtidos através da técnica de Roll tube, 6 isolados foram
selecionados para a extracdo de DNA e identificacdo taxondmica molecular. O DNA das
bactérias isoladas foi extraido utilizando o kit Quick-dna fungal/bacterial miniprep kit -
zymo research - d6005 de acordo com os protocolos do fabricante. Para obter o gene 16S
rRNA o DNA foi amplificado por PCR utilizando os primers universais 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3') e 1492R (5'-GGTTACCTTGTTACGACTT-3). A
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PCR foi realizada utilizando Gotaq Mix Hot Start Master Mix segundo o protocolo do
fabricante. Na reacdo, foram adicionados 0,25 pL de cada primer (10 uM) e 2 uL. de DNA
(a 10 ng) template. As condicdes de PCR para amplificacdo do DNA de interesse foram:
temperatura de desnaturacao inicial de 95°C, 3 min; seguida por 30 ciclos de 94°C, 1 min;
53°C, 30 segundos; 72°C, 1 min; e extenséo final a 72°C por 10 min. O produto de PCR
foi purificado utilizando o kit DNA Clean and Concentrator (Zymo Reserach), segundo
as especificacdes do fabricante ea mesma foi confirmada através de gel de agarose e Low
Mass DNA Ladder (Thermo Fisher). Apds essa etapa, 0 mesmo foi enviado para

sequenciamento do tipo Sanger em uma facility.

4.4.2.2 Andlise bioinformatica dos isolados

As reads obtidas ap6s o sequenciamento (forward e reverse) foram avaliadas
quanto a sua qualidade através do software FastQC (ANDREWS et al., 2010), foram
trimadas e tiveram os contigs gerados através do software Codoncode Aligner
(RICHTERICH, 2004). As sequencias foram submetidas ao BLASTn do NCBI
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) para identificacdo e dowload das sequencias
para o alinhamento. As melhores sequencias de referencia (com base em valores de
identidade e e-value) foram baixadas do GenBank e foram incluidos apenas géneros
pertencentes a familia Alcanivoricaceae, além do grupo externo (Pseudomonas stutzeri).

Os numeros de acesso das mesmas estdo contidos na Tabela 3.

Tabela 3. Identificacdo das sequencias do gene 16S rRNA baixadas do banco de dados do Genbank para a
construcdo da arvore filogenética com a sequencias de isolados sequenciados.

Taxonomia Numero de acesso

Alcanivorax balearicus strain MACLO04 AY686709.1
Alcanivorax borkumensis Y12579.1

Alcanivorax dieselolei strain B-5 AY683537.1
Alcanivorax dieselolei strain UVAD KJ849833.1
Alcanivorax dieselolei strain S1025 MF139136.1
Alcanivorax sp. strain KX64203 KU954765.1
Alcanivorax gelatiniphagus strain MEBiC08158 JQ937289.1
Alcanivorax hongdengensis strain A-11-3 EU438901.2
Alcanivorax indicus strain SW127 MH279472.1
Alcanivorax marinus strain R8-12 KC415169.1
Alcanivorax nanhaiticus strain 19-m-6 KM453740.1

Alcanivorax pacificus W11-5 DQ659451.2
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Alcanivorax sp. strain MT13131 MF187461.2
Alcanivorax venusti strain 1ISO4 AF328762.1

Alcanivorax xenomutans HE601937.2

Kangiella japonica strain KMM 3899 NR_112923.1
Kangiella marina strain KM1 NR_109475.1
Kangiella profundi strain FT102 NR_136491.1
Kangiella sediminilitoris strain BB-Mw22 NR_109548.1
Ketobacter alkanivorans strain GI5 NR_164618.1
Ketobacter alkanivorans strain MT0-50 MW675213.1
Ketobacter nezhaii strain GYS_M3H MN299327.1
Pseudomonas stutzeri ATCC 17588 AF094748.1

As sequencias foram alinhadas usando o alinhador MAFFT (KATOH &
STANDLEY, 2016) usando os parametros default de alinhamento e a arvore filogenética
baseada em sequéncias do gene 16S rRNA foi gerada usando o teste de “Neighbor-
joining”. As distancias genéticas para essas analises foram calculadas usando o modelo
de dois parametros de Kimura (KIMURA, 1980), e a analise usou 10000 de bootstrap. A
arvore foi gerada utilizando o software MEGA v.11 (KUMAR, 2016).
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Figura 9. Esquema representando de forma simplificada a metodologia de empregada neste trabalho.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.3 Sequenciamento do gene 16S rRNA e andlise bioinformatica

Do total de 4.831.030 reads brutas, oriundas do sequenciamento dos 55 consorcios
microbianos, foram mantidas 3.652.588 (75,6%) reads ap6s o filtro de qualidade,
apresentando uma amplitude de 90.326 + 28.728 reads entre as amostras. Ap0s o controle
de qualidade, 384 ASVs foram geradas, com uma amplitude de 60 £ 28 entre as amostras
(Tabela 4).

Tabela 4. Namero de ASVs identificadas em cada um dos consorcios microbianos.

Amostra N° ASVs Observadas
681B1A 40
681B1AN 55
681B1CA 29
681B1CAN 36
681B2A 36
681B2AN 36
683B1A 51
683B1AN 37
683B2A 33
683B2AN 42
683B3A 32
683B3AN 56
684B1A 34
684B1AN 50
684GA 32
684GAN 50
685B1A 55
685B1AN 38
685B3EMA 54
685B3EMAN 28
685B3EVA 44
685B3EVAN 38
686B1A 43
686B1AN 42
686B2A 57
686B2AN 38
686B3A 40
686B3AN 41
686GA 30
686GAN 40
687B1A 51
687B1AN 42

687B2A 48



687B2AN
687B3A
687B3AN
688B1A
688B1AN
688B2AN
688B3A
688B3AN
689B1A
689B1AN
689B2A
689B2AN
690B1A
690B1AN
690B2A
690B2AN
690B3A
690B3AN
691B1A
691B1AN
691B2A
691B2AN

43
47
49
44
33
52
45
60
49
34
49
39
47
28
46
45
44
33
39
36
38
33
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Todas as amostras que tiveram seu DNA sequenciado apresentaram platé na curva

de rarefacdo (Figura 10), ou seja, o esforco amostral e de sequenciamento foram

suficientes para representar os tdxons presentes nos consorcios microbianos.

Figura 10. Curva de rarefacdo para todas amostras sequenciadas dos consorcios microbianos. Todas as
amostras alcangaram um platd na curva, indicando esforgo amostral suficiente para as andlises. As cores
indicam as diferentes estacBes de coleta das amostras. No eixo y esté representada a riqueza de espécies e

no eixo X o tamanho amostral.
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5.4 Diversidade microbiana nos consdrcios metanotréficos

Para explorar a diversidade alfa nos tratamentos aplicados aos consorcios
(aerobiose e anaerobiose) foram utilizados os indices de Shannon e Simpson, sendo o
indice de Shannon utilizado para enfatizar o componente de riqueza de espécies e o indice
de Simpson utilizado para enfatizar o componente da equitabilidade, ou seja, a propor¢édo
dos individuos de cada uma das espécies presentes em uma comunidade em relacdo ao
total de individuos desta mesma comunidade (NAGRENDRA, 2002).

Figura 11. indices de Simpson e Shannon para os tratamentos aplicados nos consorcios. Utilizando o teste
de Kruskal-Wallis, o p = 0.53, ou seja, ndo ha diferenga significativa na comparagdo da diversidade alfa
dos tratamentos aerobio e anaerébio.
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Os tratamentos apresentaram valores de indices de Shannon e Simpson bem
préximos (Figura 11 e Tabela 5), indicando que ndo hd uma diferenca significativa entre
a riqueza das espécies (p = 0,53) e nem na proporc¢éo de ocorréncia de cada espécie (p =
0,53). Esse ja era um resultado esperado, visto que o meio de cultura utilizado para o
crescimento microbiano & minimo, ou seja, altamente seletivo para grupos microbianos

associados ao metano.



Tabela 5. Valores de Shannon e Simpson, por amostra, para as culturas aerébias e anaerdbias.

Aerobias Anaerobias

Amostra Shannon Simpson Amostra Shannon Simpson
681B1A 1.830974  0.723566 681B1AN 2.344082  0.815813
681B1CA 1.912588  0.763772 681B1CAN 1.640053  0.574944
681B2A 1.98288  0.754875 681B2AN 1.81923 0.74877
683B1A 2.38996 0.83213 683B1AN 153103  0.569364
683B2A 2.424681  0.875452 683B2AN 1.870781  0.728134
683B3A 1.933726  0.729706 683B3AN 2.000382  0.722901
684B1A 2.576767  0.897203 684B1AN 2.176977  0.792099

684GA 2.345583  0.860046 684GAN 2.682358 0.8733
685B1A 2.652182 0.88591 685B1AN 2.080875 0.761722
685B3EMA  2.248892  0.781573 685B3EMAN  1.921413  0.758025
685B3EVA  2.307763 0.80203 685B3EVAN  2.530303  0.893706
686B1A 1.815604  0.703482 686B1AN 2.123871  0.761834
686B2A 2.422364  0.855379 686B2AN 2.092272  0.776768
686B3A 2.190403  0.831649 686B3AN 1913572  0.759575
686GA 1.688259  0.683451 686GAN 2.047279  0.803465
687B1A 2.536935  0.881005 687B1AN 2.292561  0.820691
687B2A 2.642726  0.897233 687B2AN 2.244234  0.809776
687B3A 2.369809  0.846744 687B3AN 2.601546 0.86218
688B1A 2.36668 0.84987 688B1AN 1.763494  0.73235
688B3A 2.135702  0.821664 688B2AN 2.758853 0.91548
689B1A 2.392481  0.831283 688B3AN 2.664531  0.892049
689B2A 2.227322  0.775695 689B1AN 1.744684  0.699637
690B1A 1.666027  0.581911 689B2AN 2.181877  0.835459
690B2A 1.715883  0.614852 690B1AN 2.365345  0.876094
690B3A 2.059475  0.773798 690B2AN 2.274309  0.833814
691B1A 1.947299 0.77681 690B3AN 2.433902  0.885791
691B2A 1.992291  0.781672 691B1AN 1.879762  0.716267
691B2AN 1.554243 0.588911
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Para explorar a diversidade beta foi utilizado o indice de Bray-Curtis, que consiste

em uma meétrica de similaridade ou dissimilaridade (distancia) na abundancia das

espécies. Em qualquer um dos casos seus valores vao do maximo de um ao minimo de

zero. Utilizou-se o Escalonamento Multidimensional ndo-métrico (nMDS) para

representar graficamente a dissimilaridade entre os tratamentos (Figura 12).
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Figura 12. Diversidade beta utilizando o indice de Bray-Curtis, plotado através do Escalonamento
multidimensional ndo-métrico (nMDS) para representar graficamente a dissimilaridade entre os
tratamentos aerdbio e anaerdbio.
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Através da analise da diversidade Beta usando a métrica de Bray-Curtis foi
possivel identificar que as amostras sao dissimilares quando falamos do tratamento
aplicado as culturas. A dissimilaridade foi testada quanto a sua significancia estatistica
através de uma PERMANOVA. A composi¢do microbiana das culturas aerdbias
apresentou diferenca significativa (p = 0,001) em relacdo a composi¢do microbiana das
culturas anaerobias, indicando que o tratamento aplicado foi responsavel por gerar uma

variacdo na composicao das comunidades microbianas que cresceram nos consorcios.

5.5 Composicdo taxonémica dos consorcios e abundéancia diferencial

A composicdo microbiana dos consdrcios foi composta majoritariamente pelo filo
Proteobacteria (92,6%), acompanhados dos filos Bacteroidota (7,29%) e Firmicutes,
Actinobacteriota e Bdelovibrionota somando menos de 1% da abundancia dos Filos. A
baixa diversidade de Filos e maior abundéncia de Proteobacteria, que € 0 grupo que
compreende a maior parte das bactérias metanotroficas relacionadas ao metano, destaca
0 sucesso em cultivar in vitro o grupo-alvo do estudo. A composicao dos Filos para cada

uma das culturas esté ilustrada na Figura 13.
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Figura 13. Abundancias relativas de Filos identificados nos consércios com base na metataxonomia dos
consorcios microbianos aerébios e anaerdbios. As cores representam os 2 diferentes Filos identificados. No

eixo y esta plotada a abundancia dos Filos e no eixo x a identificacéo de cada consércio microbiano. Gréfico
plotado apenas com 0s grupos que apresentaram abundacia > 1%.
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presentes na maioria dos ecossistemas da Terra, incluindo o mar profundo (HUBER et
al., 2007). Nessas regifes esse grupo bacteriano é um dos maiores responsaveis pela
manutencg&o do ciclo do carbono através da produgédo primaria associada a oxidagdo do
enxofre e do metano (SWAN et al., 2011), bem como a heterotrofia (ARISTEGUI, et al.,
2009).

O filo Bacteroidetes também é um dos grupos bacterianos mais abundantes em
ecossistemas aquaticos, contribuindo com cerca de 4% a 22% do total de bactérias em
diferentes ecossistemas marinhos (ACINAS et al., 2015), tendo destaque por apresentar

grupos bacterianos envolvidos no processamento de matéria organica em todo o oceano.

Analisando niveis taxondmicos mais especificos, como o de género (Figura 14),
foi possivel identificar trés diferentes bactérias oxidadoras de metano, sendo eles
Methylomicrobium, Methylomonas e Methylovulum, além de bactérias conhecidas como
metilotréficas e que podem realizar o processo de oxidacdo aerdbia do metano
facultativamente, sendo eles, Methylobacterium e Methylophaga (DEDYSH,;
DUNFIELD; TROTSENKO, 2004; ANTONY et al., 2012).
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Um género bacteriano que apresentou destaque por ter sido identificado em todos
0s consorcios, em maior abundancia, foi Alcanivorax, grupo pertencente ao Filo
Proteobacteria. Sdo bactérias hidrocarbonoclasticas obrigatdrias devido a sua preferéncia
em metabolizar hidrocarbonetos e derivados de petréleo bruto (YAKIMOV et al., 2019).
Estes organismos possuem a capacidade de se multiplicar rapidamente e se tornarem 0s
mais abundantes em ecossistemas impactados, como por exemplo derramamentos de 6leo
(KASAI et al., 2002).

Figura 14. Abundancias relativas dos géneros representativos com base na metataxonomia dos consorcios
microbianos cultivados em aerobiose e anaerobiose. As cores representam os diferentes géneros
identificados nos consadrcios. No eixo y esta plotada a abundancia dos Filos e no eixo x a identificacdo de
cada consorcio microbiano.
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A distribuicdo dos grupos microbianos, apesar de ndo apresentarem diferencas em
sua diversidade alfa, apresentaram variacdo quanto a diversidade beta, ou seja, ha
diferenca na composi¢do microbiana presente nos diferentes tipos de cultura. As culturas
aerObias apresentaram 133 ASVs exclusivas, enquanto as culturas anaerdbias
apresentaram 112 ASVs exclusivas e 133 compartilhadas entre todos os consorcios
(Figura 15).
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Figura 15. Diagrama de Venn representando as ASVs exclusivas dos consorcios aerdbios, anaerobios e as
compartilhadas entre os dois tratamentos.
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Utilizando a abordagem de abundancia diferencial, foi possivel identificar quais
grupos microbianos estavam diferencialmente presentes ou abundantes nos consorcios.
Um total de 10 géneros foram identificados como abundantes diferencialmente (p>0,05)
nos tratamentos aplicados, sendo os géneros Thalassospira, Pseudomonas e Alcanivorax

encontrados nos dois tratamentos, porém, com diferentes abundéancias (Figura 16).

Figura 16. Abundancia diferencial entre os resultados de 16S rRNA dos consorcios incubados em meio
NMS em condi¢des aerdbias e anaerdbias para identificagdo de grupos microbianos abundantes ou
diferencialmente presentes nos consoércios. As diferentes cores dos circulos representam as Familias
diferencialmente abundantes entre os dois tratamentos. No eixo y estdo representados os Géneros
microbianos identificados nos consércios e no eixo x a razdo logaritmica dos valores diferencialmente
expressdes entre os dois diferentes tratamentos.
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O género Parvibaculum foi identificado apenas nas culturas anaerobias, e sdo um
grupo interessante que, anteriormente, ja foi isolado de fluidos de fontes hidrotermais e
contempla bactérias oxidantes de alcanos (ROSARIO-PASSAPERA et al., 2012). Os
géneros Winogradskyella, Shewanella, Paracoccus, Alteromonas, Idiomarina e
Shingomonas foram identificados, exclusivamente, nos consorcios aerobios. Dois desses
géneros se destacam por suas capacidades metabdlicas, sendo eles Shewanella e

Paracoccus.

As bactérias do género Shewanella, atualmente sdo conhecidas como
heterotréficos e podem utilizar uma variedade de outros aceptores de elétrons para a
respiracdo, incluindo tiossulfato, sulfito ou enxofre elementar (BURNS; DICHRISTINA,
2009), bem como fumarato (PINCHUK et al., 2011). Alguns membros desse género,
como a espécie Shewanella oneidensis, tém a capacidade de utilizar diversos metais como

aceptores de elétrons, como manganés, cromo, uranio e ferro (TIEDJE, 2002).

A caracteristica metabolica que caracteriza 0 género Paracoccus é a capacidade
de converter nitrato em nitrogénio molecular que algumas espécies possuem. Além disso,
a maioria das espécies pode usar nitrato e seus produtos de redugdo como aceptor de
elétrons alternativo ao oxigénio durante o crescimento respiratorio anaerébio. As
caracteristicas unificadoras das espécies incluem um modo de crescimento
obrigatoriamente respiratério e o uso de ribulose bifosfato carboxilase / oxigenase para
fixar carbono durante o crescimento metilotréfico ou quimiolitotréfico (KATAYAMA;
HIRAISHI; KURAISHI, 1995; BAKER et al., 1998).

5.5.1 Inferéncia funcional utilizando o FAPROTAX

Na andlise de predigdo metabdlica funcional a partir do gene 16S rRNA, foi
possivel identificar que os metabolismos identificados variaram de acordo com o
tratamento aplicado aos consércios microbianos (Figura 17). Consorcios aerdbios, se
destacaram pela presenca de metabolismos relacionados a processos fermentativos,
degradacédo de hidrocarbonetos, metanotrofia, uredlise, processos relacionados ao ciclo
do nitrogénio, como desnitrificacdo, nitrificacdo, fixacdo de nitrogénio, reducdo de
nitrato, assim como oxidacéo aerébia de amonia. Consorcios anaerdbios, se destacaram
pela presenca de metabolismos relacionados a degradacao de hidrocarbonetos alifaticos

e aromaticos, quimioheterotrofia e metilotrofia.
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Figura 17. Inferéncia funcional realizada utilizando o gene 16S rRNA e o banco de dados do software
FAPROTAX para avaliar as possiveis fungdes metabdlicas que se destacam nos consdrcios microbianos.
Os circulos em rosa representam os consoércios aeréhios e os circulos em azul representam os consércios
anaerdbios. O tamanho dos circulos é determinado pela quantidade de ASVs atribuidas a determinado grupo
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5.6 Cromatografia gasosa

Todos os consorcios apresentaram consumo do gas metano em 1 semana, tempo
este que foi definido para a reposicdo do gas de todos os consorcios, visto que 0 metano
era a unica fonte de carbono disponibilizada para os microrganismos. Todas as curvas de
metano estdo apresentadas no anexo deste trabalho e apenas 0s consorcios onde bactérias
metanotrdficas foram detectadas estdo destacadas na Figura 18.

A pandemia afetou significativamente os experimentos de cromatografia gasosa,
pois algumas amostras que foram armazenadas para posterior quantificacdo de metano
foram perdidas devido a impossibilidade de acessar a universidade. As amostras perdidas

estdo indicadas com asteriscos nos graficos contidos no anexo.

A cromatografia foi utilizada para avaliar se a Unica fonte de carbono que estava
sendo disponibilizada para nos consércios com meio minimo estava sendo utilizada. Nos
consorcios onde foram identificadas bactérias oxidadoras de metano (Figura 18), o

consumo do CHa variou bastante, porém, houve consumo no periodo de uma semana.

Figura 18. Cromatografia gasosa mostrando o consumo de g&s metano durante uma semana de medicao
em quatro consorcios microbianos. No eixo y estd plotada a concentragdo de metano em nmol.L -1 e no
eixo x 0 tempo de incubacdo do consorcio com o gas metano em horas.
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5.7 Metagenomas dos consorcios enriquecidos com  microrganismos
metanotroficos

5.6.1 Montagem e recuperacao de MAGs

Os consorcios 685B1A e 686B3A, ambos da area 2 de incubacdo aerdbia, foram
selecionados para 0 sequenciamento metagendmico pois através da analise
metataxondmica doi possivel identificar previamente a presenca do género de bactéria
metanotrofica Methylomicrobium; o consorcio 684B1AN, da area 1 de incubacdo
anaerdbia, onde foi possivel identificar o género Methylomonas; o consorcio 688B3AN
também da &area 2 de incubacdo anaerdbica, onde foi possivel identificar o género
Methylovulum, e o consorcio 683B3A, pois a analise metataxondmica realizada
anteriormente revelou o enriquecimento de microrganismos que possuem metabolismos
capazes de utilizar diferentes aceptores de elétrons para a respiracdo e envolvidos em

diferentes processos ecologicos.

Apds o sequenciamento dos cinco metagenomas individualmente, 355540109 reads
foram geradas no total, o valor de reads geradas por amostra pode ser visto na Tabela 6,

bem como o resultado das reads mantidas apos a filtragem por qualidade.

Tabela 6. Valores totais de reads geradas, por amostras, apds o sequenciamento metagedmico e ap6s a
filtragem por qualidade (processamento).

Amostras NP° total de reads N° de reads pos filtragem
685B1A 65017782 64297341
686B3A 74157411 73376395

684B1AN 65894265 65079769

688B3AN 74383372 73515119
683B3A 76087279 75106427

O resultado obtido ap6s a montagem revelou que o nimero de contigs variou entre
2053 e 6159, o percentual de contetdo de GC variou de 51,63% a 56,65% e os valores de
L50 e N50 variaram de 102 a 408 e 151495 a 46552, respectivamente. Todos 0s

parametros analisados na avaliacdo da montagem estdo registrados na Tabela 7.
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Tabela 7. Qualidade dos contigs montados com metaSPAdes. (Todas as estatisticas sdo baseadas em
contigs de tamanho >=500 pb).

Numero de Tamanho total Maior contig Conteudo

Amostras contigs (pb) (pb) GC (%) N50 L50
685B1A 5595 105525954 810464 51.63 58167 408
686B3A 3525 79133215 1120593 56.36 96857 172

684B1AN 6159 87859964 765301 56.65 46552 346

688B3AN 4708 91733532 1885074 54.97 97869 190
683B3A 2053 61374229 1011355 56.34 151495 102

Obtivemos o total de 90 MAGs, sendo estes 78 MAGs de alta qualidade, 8 MAGs
de qualidade média e 4 MAGs de baixa qualidade (Tabela 8). A anotacdo taxondmica
revelou a presenca de 18 familias do Dominio Bacteria (Figura 19), distribuidas em 3
Filos diferentes (Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria). 74 MAGs foram
assinadas taxonomicamente como pertencentes ao Filo Proteobacteria, seguidas de 14 do
Filo Bacteroidota e uma do Fila Actinobacteriota, distribuidas nas classes
Gammaproteobacteria (46 MAGSs), Alphaproteobacteria (27 MAGS), Bacteroidia (13
MAGS) e Actinobacteria (1 MAG).

Figura 19. Classificacdo taxondmica geral dos MAGs em niveis de filo e familia. O Filo Proteobacteria
esta representado em turquesa, o filo Actinobacteriota em lilas e o Bacteroidota em rosa.
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Treze MAGs foram classificados como pertencentes a familia Alcanivocaceae,
todos do género Alcanivorax sp. (Figura 19), grupo associado a um interessante potencial
enzimatico, capaz de degradar hidrocarbonetos e poliéster (Zadjelovic et al, 2020). Este
resultado é interessante visto que a regido de coleta das amostras (sedimento associado a
carbonatos) contemplam &reas de reservatério e exploracdo de 6leo, o que torna favoravel

a presenca e diversidade de microrganismos degradadores de hidrocarbonetos.

Dois MAGs taxonomicamente atribuidos ao género Methylomicrobium sp. foram
recuperados dos consorcios microbianos. Este grupo microbiano é de interesse por ser
classificado como halotolerante, alcalifilico e metanotréfico obrigatorio. Atualmente, na
base de dados do Genbank, sendo apenas seis genomas desse género foram depositados,
apenas um de origem marinha, associada ao sedimento de mar profundo, e nenhum
associado a ambientes carbonaticos marinhos, como os encontrados neste trabalho, o que
destaca a importancia de explorar cada vez mais esses genomas. As informacdes sobre 0s
MAGs de Methylomicrobium recuperados dos consércios estdo contidas na Figura 22 e

na Tabela 9.

Tabela 8. Identificacdo das MAGs recuperadas a partir do sequenciamento metagenémico. Estdo contidas
informacdes acerca da qualidade, contaminacdo, completude e classificagdo taxonémica a partir do bando
de dados GTDB-tk.
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Classificagdo Taxondmica - GTDB

Consércio MAG_ID Bin Qual Cc:::p. C:/:t' Dominio Filo Classe Ordem Familia Género Espécie
683B3A MAG_00001  hin.001  high 99.14 0.44 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Halomonadaceae Cobetia Cobetia amphilecti
683B3A MAG_00002 bin.002  high 99.92 11.26 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Shewanellaceae Shewanella Shewanella sp001957125
683B3A MAG_00003  bin.003  high 100 0.41 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Erythrobacter Erythrobacter_A sp001635685
683B3A MAG_00004 bin.004  high 99.5 0.66 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Muricauda Muricauda sp010468565
683B3A MAG_00005 hin.005  high 98.51 0.19 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Alcanivoracaceae Alcanivorax Alcanivorax xenomutans
683B3A MAG_00006 bin.006  high 99.53 1.01 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas_A stutzeri_O
683B3A MAG_00007  bin.007  high 100 091 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Caulobacterales Hyphomonadaceae Hyphomonas Hyphomonas sp000682735
683B3A MAG_00008 bin.008  high 99.43 1.32 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Halomonadaceae Halomonas Halomonas aquamarina
683B3A MAG_00009 bin.009  high 99.39 9.77 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Paracoccus Paracoccus sp002294185
683B3A MAG_00010 bin.010  high 95.54 0.37 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Alcanivoracaceae Alcanivorax Alcanivorax sp900107995
683B3A MAG_00011  bin.011  high 99.16 0.23 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacterales Alteromonadaceae Pseudoalteromonas Pseudoalteromonas lipolytica
683B3A MAG_00012 hin.012  high 99.67 0.75 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Erythrobacter Erythrobacter_A sp002695185
683B3A MAG_00013  hin.013  high 95.58 0.14 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas Pseudomonas_A sp003205815
683B3A MAG_00014 bin.014  high 98.14 0.37 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Alcanivoracaceae Alcanivorax Alcanivorax sp002354605
684B1AN MAG_00015 bin.001  high 99.67 0.66 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Muricauda Muricauda sp010468565
684B1AN MAG_00016  hin.002  low 54.86 2.02 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Rhizobiaceae Nitratireductor Nitratireductor sp002697745
684B1AN MAG_00017  bin.003  high 100 0.19 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Alcanivoracaceae Alcanivorax Alcanivorax xenomutans
684B1AN MAG_00018 hin.004  high 98.31 0 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Paracoccus Paracoccus sp002294185
684B1AN MAG_00019  bin.005  high 97.09 0.98 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Halomonadaceae Halomonas Halomonas aquamarina
684B1AN MAG_00020 bin.006  high 100 0 Bacteria Bacteroidota Bacteroidia Flavobacteriales koll-22 UBA5081 UBA5081 sp002415785
684B1AN MAG_00021  bin.007  high 98.51 6.85 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Novosphingobium Novosphingobium indicum
684B1AN MAG_00022  hin.008  high 98.58 0 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Pusillimonas Pusillimonas_A maritima
684B1AN MAG_00023  hin.009  high 99.57 0.76 Bacteria Proteobacteria Alphaproteobacteria Sphingomonadales Sphingomonadaceae Erythrobacter_A Erythrobacter_A sp002895025
684B1AN MAG_00024  bin.010  high 99.57 1.2 Bacteria Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Oleiphilaceae Marinobacter Marinobacter_A sp002717955
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5.6.2. Anotacéo Funcional das MAGs

A anotacdo funcional das MAGs teve como objetivo obter um panorama
metabolico das MAGs recuperdas tanto da area de coleta 1 (cadeia de montes
carbonaticos Tupana) quando da area de coleta 2 (cadeia de montes carbonéticos
Alpha Crucis) visto que o0 DRAM utiliza o software Prodigal para detectar quadros de
leitura abertos (ORFs), prever suas sequéncias de aminoécidos e, em seguida, pesquisa
todas essas sequéncias em varios bancos de dados, fornecendo assim todas as ocorréncias

do banco de dados em um unico arquivo de saida.

Genes marcadores relacionados a metanotrofia (pmo) foram identificados em Bins
taxonomicamente sinalizados como pertencentes ao género Methylomicrobium somente
na area 2, referente a cadeia de montes carbonaticos Alpha Crucis. Este género é
conhecido por oxidar metano aerobiamente a metanol, usando o complexo enzimatico do
metano monooxigenase (pMMO). Primeiro o metano é convertido em metanol e depois
metabolizado através da via RuUMP para producdo de piruvato para crescimento celular
(HU et al., 2020). Nao foram identificados genes marcadores para a metanogénese (mmo)
em nenhum dos MAGs recuperados em nenhuma das duas areas. Porém, foram
identificados genes associados a conversao de CO2 em metano e na conversado de acetado
em CHs nas MAGs recuperadas em ambas as areas. As MAGs associadas a esses
processos pertencem aos géneros Methylophaga, Shewanella, Cobetia, Halomonas e
Alcanivorax, entre outros (Figuras 20 e 21). A conversdao de trimetilamina em
dimetilamina também foi um processo identificado e esta associada aos géneros

Paracoccus, Nitratireductor e Pseudoceanicola (Figura 20 e 21).

Com relagdo ao metabolismo do nitrogénio Alcanivorax, Pseudomonas,
Sneathiella, Pseudoalteromonas, Rhizobiales e Marinobacter apresentaram genes
relacionados a conversdo de nitrato em nitrito. Também foram detectados genes
associados a conversdo de 6xido nitrico em éxido nitroso em alguns géneros como
Alcanivorax, Methylophaga, Marinobacter, Pseudomonas e Alteromonas. Genes
associados a oxidagao de nitrito em nitrato também foram identificados, em especial nos

grupos Alteromonas, UBA5081 e Muricauda.
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Figura 20. Presenca de genes relacionados aos ciclos do metano, nitrogénio e enxofre, e genes redutase

nos MAGs da Area 1. No eixo y estdo representadas as MAGs e no eixo x 0os médulos metabodlicos

analizados.
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No metabolismo do enxofre, o0s grupos Alcanivorax, Hyphomonas,
Gammaproteobacteria, Paracoccus, Muricauda e Nitratireductor apresentaram genes
associados a oxidacdo do tiossulfato (Figuras 20 e 21). Também foram identificados
genes para conversao de tetrationato em tiossulfato em MAGs dos grupos Halomonas,

Shewanella, Paracoccus e Pseudomonas.

Além de metabolismos centrais como os do carbono, nitrogénio e enxofre, também
foram encontrados alguns genes correspondentes a redutases, ou seja, enzimas que
catalisam reacgdes de reducdo. Dentre aos genes identificados, destacam-se redutases que
atuam na reducgdo de compostos como arsenato, mercurio e selenato/clorato. Dentre 0s
grupos que possuem esses genes estdo Cobetia, Shewanella, Erythrobacter, Muricauda,

Alcanivorax, Pseudomonas, Hyphomonas e Halomonas.

5.6.2 Anélise gendmica dos MAGs de Methylomicrobium sp.

Durante o enriquecimento com metano dos consércios, organismos metanotroficos
foram enriquecidos com sucesso e, a partir da metodologia de incubar sedimento marinho
de mar profundo em meio minimo em uma atmosfera enriquecida com metano e ar
atmosférico. As amostras bem sucedidas no enriquecimento e recuperacdo de MAGs
associadas a grupos de microorganismo associados a metanotofia foram referentes aos
pontos de coleta 685 e 686, ambos localizados na regido do monte carbonatico Alpha
Crucis.

Esta regido foi descrita pela primeira vez no trabalho de Maly et al. (2019),
localizado no talude superior do Oceano Atlantico Sudoeste, Bacia de Santos, margem
sul do Brasil, com base na interpretacao da batimetria multifeixe e dados sismicos de alta
resolucdo. Esta é a primeira megaestrutura carbonatica descrita ao longo da margem da
regido do Atlantico Sudoeste e indica-se que a estrutura esta conectada com gigantescos
reservatorios de hidrocarbonetos (JACKSON et al., 2014). Esses reservatorios estariam
constantemente extravasando fluidos e gases ricos em hidrocarbonetos e os dados
acusticos sugerem a presenca de chaminés de gas e atividade de infiltracdo recente
(provavelmente metano) (MALY et al., 2019).

Essas informacGes acerca das caracteristicas dos montes carbonaticos justificariam
a presenca desses microrganismos no sedimento associado aos carbonatos e indicam que

0s mesmos podem desempenhar um papel ecoldgico importante nessa regido, atuando
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como integrantes da microbiota local capazes de oxidar parte dos fluidos ricos em
hidrocarbonetos que possivelmente sejam enriquecidos com metano na regido do monte
Alpha Crucis.

De 75 MAGs recuperadas e classificadas como de alta qualidade, duas foram
classificadas taxonomicamente como pertencentes ao género Methylomicrobium sp.
(Tabela 8) e foram denominadas como Methylomicrobium sp. LECOM 001
(MAG_00060) e Methylomicrobium sp. LECOM 002 (MAG_00044).

5.6.2.1 Caracteristicas gendmicas gerais

Ambas as MAGs apresentaram alto valor de completude, sendo 98.91%
correspondente a Methylomicrobium sp. LECOM 001 e 99.25% a Methylomicrobium sp.
LECOM 002 e baixos valores de contaminagéo 2.53% e 2.5% respectivamente, segundo
Bowers et al. (2017) que classifica MAGs de alta qualidade como aqueles que apresentam

completudes > 90% e valores de contaminagdo < 5% (Tabela 9).

Tabela 9. Caracteristicas do genoma de Methylomicrobium sp. cepas LECOM 001 e LECOMO02.

Caracteristicas Cromossomo Cromossomo
Taxonomia Methylomicrobium sp. LECOM 001  Methylomicrobium sp. LECOMO002
Numero de contigs 112 100
L50 18 19
N50 (pb) 91203 77223
Completude 98.91% 99.25%
Contaminacéo 2.53% 2.5%
Contetdo GC 48.31% 48.2%
Tamanho estimado do cromossomo 5020519 5027165
(pb)
Genes codificantes de proteinas 5084 5109
(CDS)
NUmero de proteinas hipotéticas 2183 2206

RNAs t 38 39
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CRISPR repetidores 278 278
CRISPR espagadores 276 276
1 1

Fagos

Os genomas recuperados sdo cromossomos circulares (Figura 22) de 5020519 pb e
(LECOM 001) e 5027165 pb (LECOM 002), com um teor de 48.31% e 48.2% de
conteddo GC, respectivamente (Tabela 9). Esses valores foram parecidos quando
comparados com o contetido GC de outros genomas do mesmo género, como 48,6% de
Methylomicrobium sp. winol, e das cepas de referéncia M. alcaliphilum 20ZT (48,8%) e

M. buryatense 5G (48,7%), por exemplo (YU et al, 2018).

Figura 22. Imagem circular dos MAGs do género Methylomicrobium recuperados a partir do Metagenoma.
Os circulos centrais indicam o contetido GC dos genomas e 0s mais externos as CDSs anotadas e 0s contigs,

respectivamente.
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Através da anotacdo, foi previsto um total de 5084 CDSs (Conding DNA sequences
ou Regides codificantes de DNA) correspondente a Methylomicrobium sp. LECOM 001
e 5109 CDSs a Methylomicrobium sp. LECOM 002. As proteinas hipotéticas anotadas
totatlizaram 2183 e 2206, respectivamente (Tabela 9), representando uma alta taxa de
CDSs que ainda sdo desconhecidas, ndo foram exploradas e nem depositadas em bancos
de dados de proteinas, gerando um gap no conhecimento acerca do conteudo genético

desses microrganismos de mar profundo que ainda sdo pouco amostrados e pouco

estudados.
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Figura 23. Resultado do PHASTER para os MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 (A) e LECOM
002 (B). A primeira figura indica a posi¢do em que o cluster foi identificado e as informages acerca do
contig em que foi identificado e tamanho. A segunda imagem representa uma descri¢do detalhada dos genes
identificados nos clusters de profagos identificados.

A L 1

NODE_440_length_31965_cov_62.914948

Methylomicrobium
sp. LECOM 001

Methylomicrobium
sp. LECOM 002

A andlise do PHASTER para a identificacdo de clusters de profagos nos genomas
foi bem sucedida para ambos. No MAG LECOM 001 foi identificada uma regido de
profago incompleta, no contig 440, com 9583 pb (iniciando na base 5290 e terminando
na base 14873) com conteddo GC de 52.59% (Figura 23 A). No MAG LECOM 002 foi
identificada também uma regido de profago incompleta, no contig 314, com 9583 pb
(iniciando na base 5290 e terminando na base 14873) com contelldo GC de 52.58%
(Figura 23 B).

Ambas as regifes sdo compostas por muitas CDSs correspondentes a proteinas
hipoteticas, porém, foram identificadas 2 CDSs anotadas como correspondentes a uma
tranposase com 1262 pb em ambos os MAGs (e-value: 2.42e-36) e outra com 1106 pb (e-
value: 1.41e-23). Também foram identificadas duas regifes correspondentes as proteinas
de ligacdo de fagos (PLP-phage link protein) uma com 722 pb (e-value: 1.29e-38) e outra
com 527 pb (e-value: 4.14e-07). Uma proteina de cauda (SHA) contendo 524 pb (e-value:

8.43e-22) também foi identificada em ambos os clusters.
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5.6.3 Andlises comparativas com os genomas de Methylomicrobium sp.

Com as novas metodologias de sequenciamento metagenémico e recuperacao de
MAGs surge também a necessidade uma definicdo de espécie gendmica para esses
genomas recém descobertos, como € neste caso. A taxonomia gendmica consiste em
analises comparativas entre 0os genomas de interesse e 0s genomas de referéncia, através
de analises como andlise de arvores filogendmicas, identidade média de aminoacidos
(AAI), identidade média de nucleotideos (ANI), assinaturas genémicas, analises

metabdlicas, anélise do genoma central e pangenomas (THOMPSON et al. 2013).

Tendo em vista essa abordagem comparativa, 0s genomas de Methylomicrobium
sp. LECOM 001 e 002 foram comparados quanto ao ANI, All e DDH com os genomas
de referéncia disponiveis no GenBank e os resultados estdo apresentados na Tabela 10.

Tabela 10: Valores de DDH (hibridizacao in silico DNA-DNA), ANI (identidade média de nucleotideos)
e AAI (identidade média de aminoacidos) comparando as MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 e
002 e os genomas de referéncia do GenBank.

Methylomicrobium sp. Methylomicrobium sp.
LECOM 001 LECOMO002

Acess Number Reference DDH ANI AAl DDH ANI (%) AAI

genome (%) (%) (%) (%) (%)

NZ_JPOJ00000000.1  Methylomicrobium  17.40 75.0 61.63 17.60 74.96 61.62

agile

Z CMO001475.1 Methylomicrobium  17.30 75.17 61.74 17.60 75.25 61.73
album BG8

NZ_AZUNO00000000.1 Methylomicrobium  18.40 75.54 61.79 18.70 75.48 61.79
lacum LW14

NZ_CP024202.1 Methylomicrobium  49.80 92.63 92,94 66.50 92.65 93.0

sp. winol
Methylomicrobium 100 100 99.97 - - -

sp. LECOMO002

Methylomicrobium - - - 100 100 99.97
sp. LECOM 001

Organismos considerados pertencentes a mesma espécie microbiana

compartilham > 95% de identidade média de nucleotideos (ANI), > 95% de identidade



72

média de aminoacidos (AAI) e > 70% de semelhanca (in silico) de hibridizacdo genoma-
para-genoma (DDH) (RODRIGUEZ-R & KONSTANTINIDIS, 2014).

As MAGs recuperadas em nossos enriquecimentos apresentaram valores de DDH
inferiores 70% quando comparadas om todas os genomas de referencia e obtiveram 100%
de DDH na comparagéo entre elas, indicando que, provavelmente LECOM 001 e 002
pertencem a mesma espécie. Quanto aos valores de ANI, nenhum genoma obteve valor
>95% de ANI quando comparado com nossas MAGS, 0 que mais se aproximou foi o da
Methylomicrobium sp. winol com 92.63 de ANI quando comparado com a LECOM 001
e 92.65 de ANI quando comparado com a LECOM 002. Este resultado é interessante pois
0 genoma de Methylomicrobium sp. winol foi uma MAG recuperada através do
sequenciamento metagenémico de enriquecimentos metanotroficos de sedimento
marinho, coletados na Coréia e, neste trabalho, os autores sugerem que esta seja uma nova
espécie marinha de Methylomicrobium sp. (YU et al., 2018). Os valores de AAI também

foram inferiores a 95% em todas as comparacdes feitas com os genomas de referéncia.

Esses dados sugerem que as MAGSs recuperadas em nossos enriquecimentos sejam
espécies novas do género Methylomicrobium sp., com semelhancas gendmicas com a
MAG recuperada de ambiente marinho, mas ainda assim, apresentando caracteristicas
Unicas. Sdo os primeiros registros de MAGs desse género recuperadas a partir de

enriquecimento em regiGes de montes carbonéaticos de mar profundo.

A andlise de filogendmica indicou que as MAGs de Methylomicrobium sp.
LECOM 001 e 002 formaram um clado consistente com 100 de bootstrap com outras 3
MAGs do mesmo género, com destaque para Methylomicrobium sp. winol e
Methylomicrobium alcaliphilum 20Z (VUILLEUMIER et al., 2012) que sdo MAGSs que
foram recuperados a partir de sedimento marinho e sdo encontradas em ambientes com
alta salinidade (Figura 24). Essa analise reforca as semelhancas genémicas entre ambas
as MAGs (LECOM 001 e 002) e delas com a Methylomicrobium sp. winol, a MAG que
foi encontrada em um mesmo ambiente e também ndo tem espécie definida até o

momento.
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Figura 24. Analise filogenémica contendo as MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 e 002 e os
genomas de referéncia do GenBank. Organismos marcados em amarelo foram selecionados e adicionados
manualmente a andlise.
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Methylomicrobium alcaliphilum 20Z

0843 Methylomicrobium sp. winol
o.éé[l
1

1

Methylomicrobium LECOM 001
Methylomicrobium sp. LECOM 002
1 Methylobacter marinus A45 [GCF 000383855.1]
—1EMethy|obacter luteus IMV-B-3098
Methylosarcina fibrata AML-C10
.IMethylomicrobium agile

1 _,[1 Methylomicrobium agile
: Methylomicrobium album BG8
IMethonsarcina lacus LW14
1 IMethylomicrobium lacum LW1

Methyloglobulus morosus KoM1

0.999"] {Aethylovulum miyakonense HT12
L Methylovulum psychrotolerans

~é

0.04

Outra andlise interessante para a comparacdo dos MAGs com 0s genomas de
referéncia é a analise de pangenoma, pois a mesma tem como objetivo explorar o
conteldo génico total de um grupo microbiano, incluindo o genoma central (core)
contendo genes presentes em todos os representantes, a por¢do do genoma que é
dispensavel, contendo genes presentes em duas ou mais linhagens e genes Unicos
(singletons) especificos para linhagens Unicas (ZEB; GULFAM; BOKHARI, 2020).

A andlise do pangenoma comparando as MAGs recuperadas com as MAGs de
referéncia identificou uma regido core entre 0s seis genomas pertencentes a0 mesmo
género bacteriano (Figura 25). Além da regido core, também foram identificadas regides
compartilhadas apenas entre 0s MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 e LECOM
002 (Figura 25, Bin 3) e regides compartilhadas entre as duas MAGs recuperadas e 0
genoma de Methylomicrobium sp. winol (Figura 25 Bin 4). Essas anélises reforcam que
0s genomas de bactérias do género Methylomicrobium sp. recuperadas de sedimento
marinho parecem apresentar regides que as demais MAGs deste mesmo grupo nao

possuem e que sdo compartilhadas entre elas.

Figura 25. Pangenoma comparando as MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 e 002 e os genomas
de referéncia do GenBank. Em verde o bin identificado como a regido core entre todos 0s genomas
analizados. Em roxo (Bin 3) a regido compartilhada apenas entre Methylomicrobium sp. LECOM 001 e 002
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e em rosa (Bin 4) regiGes compartilhadas entre Methylomicrobium sp. LECOM 001 e 002 e
Methylomicrobium sp. winol.

l Methylomicrobium lacum L\W14

|Methyiomicrobium album BG8
| Methylomicrobium agile
IMethyiomicrobium wino1
|Methyiomicr0bium Lecom 002

IMethyiomicrobium Lecom 0011

o
- Singleton gene cluste
N — o

A anotagdo de funcional de genes realizadas empregando o DRAM permitiu
observar quais genes estdo realacionados a ciclos biogeoquimicos importantes nos
ambientes em que esses microrganismos estdo presentes. A presenca de genes chave
nesses MAGs permite entender um pouco mais acerca dos possiveis papéis ecoldgicos

que esses microrganismos podem estar desempenhando em seus ambientes de origem.

No ciclo do nitrogénio, todos os genomas apresentaram 0s genes nirBD
(subunidades da enzima nitrato redutase) que estdo ligados a reducao dissimilatoria de
nitrato e o gene hao (hidroxilamina desidrogenase) que esta associado ao processo de
nitrificacdo. Apenas os MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 e LECOM 002 e
Methylomicrobium sp. winol apresentaram o0s genes nifHDK (nitrogenases) que estdo
diretamente associados a fixacdo de nitrogénio (Figura 26). Esta € uma caracteristica

interessante pois em ambientes marinhos o nitrogénio fixado pode ser um fator limitante
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e encontrar trés MAGs marinhos que apresentem este operon, pode indicar que esses
microrganismos estejam sendo responsaveis pela fixacédo de nitrogénio em regides de mar

profundo.

Figura 26. Analise comparativa do contetdo génico das MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 e
002 em comparacdo com os genomas de referéncia do GenBank. No eixo y estdo as identificacbes das
MAGS e no eixo x 0s genes analisados.
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No cilco do enxofre, foi detectada em LECOM 001 e 002 a via completa para
reducdo assimilatéria de sulfato a sulfeto de hidrogénio (cysJIHCND), via que também
esta completa no genoma de Methylomicrobium sp. winol. Também foram identificados
todos os genes para oxidacdo de tiossulfato em sulfato pelo complexo SOX
(soxAXBCYZD) e, novamente, resultado que também foi identificado no genoma de

Methylomicrobium sp. winol.

Acerca do metabolismo do metano, o operon pmoABC, que codifica as trés
subunidades de pMMO, foi identificado apenas no MAG de Methylomicrobium sp.
LECOMO02, indicando que MAG-002 poderia oxidar metano. Também foram
encontradas metanol desidrogenases (MDH), enzimas que sdo importantes na oxidagéo
do metano pois convertem metanol em formaldeido, que é o intermediario central na
fixacdo de carbono para metanotroficas aerobias. Dois tipos diferentes de MDHSs foram
encontradas em LECOM 001 e 002, MDH dependente de lantanideos XoxF e MDH
dependente de célcio MxaFI (Figura 26). Também foram identificados os genes para
assimilacdo de formaldeido (fbaA, hxIAB), via de monofosfato de ribulose em todas as
MAGs. Quanto a fixacdo de carbono, os MAGs de LECOM 001 e 002 apresentaram
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genes para a o ciclo redutor de pentose fosfato (tktA, rpiA, fbp) e o gene ackA (acetato
quinase) reponsavel pela via de fosfato acetiltransferase-acetato quinase (acetil-CoA =>

acetato).

Os MAGs também apresentaram os genes mdh (malato desidrogenase) e ppc
(fosfoenolpiruvato carboxilase) associados ao metabolismo acido das crassulaceas
(CAM- fase escura) e ppdK (piruvato, ortofosfato diquinase) e acka (acetato quinase)
associados ao metabolismo &cido das crassulaceas (CAM- fase clara). Em bactérias, esses
genes ja foram registrados anteriormente, o gene ppc é encontrado comumente em plantas
mas também pode ser encontrado em bactérias e esta relacionado diretamente a fixacéo
de carbono, j& gque este gene codifica a enzima fosfoenolpiruvato carboxilase, que é da
familia das carboxi-liases e catalisa a adi¢do de bicarbonato (HCOz") ao fosfoenolpiruvato
(PEP) para formar o composto de quatro carbonos oxaloacetato e fosfato inorganico (PEP
+ HCOs — oxaloacetate + Pi) (KAI; MATSUMURA,; 1ZUI, 2003). O gene ppdk €
encontrado principalmente em plantas, mas também ja foi registrado em outras bactérias,
priciplamente da espécie Clostridium symbiosum e, nesses organismos pode atuar no
lugar da piruvato quinase, catalisando a reacdo de producdo de ATP como parte da
glicdlise (LIM et al., 2007).

Nos MAGs também foram identificados genes associados a operons de resisténcia
a multiplas drogas e bomba de efluxo, dentre elas, o operon contendo os genes oprM,
emhC, ttgC, cusC, adeK, smeF, mtrE, cmeC e gesC que codificam uma proteina de

membrana externa responsavel por um sistema de efluxo multidrogas.

Além da busca de genes, também foi realizada a investigacdo de proteinas ortélogas
nos MAGSs e nos genomas de referéncia através do software Orthovenn2. Através desta
analise, foi possivel identificar que os 6 genomas formam 6509 clusters génicos, 4734
clusters ortélogos (pelo menos contém duas espécies) e 1775 clusters de genes de copia
unica. A contagem de proteinas em cada genoma, quantos clusters foram formados em
cada um deles e a quantidade de singletons (genes unicos) que cada um deles apresentou

estdo contidas na Tabela 11.
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Tabela 11. Quantidade de proteinas, clusters e singletons identificados nos genomas de referéncia e nos
genomas das MAGs LECOM 001 e 002.

Genoma Proteinas Clusters Singletons
Methylomicrobium_LECOMO002 5109 4954 113
Methylomicrobium_LECOMO001 5084 4946 102

Methylomicrobium_agile 3815 3549 220
Methylomicrobium_album_BG8 3789 3583 165
Methylomicrobium_lacum 3808 2785 929
Methylomicrobium_sp_wino 4189 3626 493

Os seis genomas compartilham 1821 clusters contendo uma média de 11005
proteinas (Figura 27). Essas proteinas estdo dividas nas categorias de processos
biolégicos, onde 592 estdo atribuidas a processos metabdlicos, 563 a processos
bioldgicos, 500 a processos celulares metabolicos, 381 a processos metabdlicos do
nitrogénio, 313 a processos celulares, 310 a processos metabolicos primarios, 249 a
processos metabolicos heterociclos, 224 a processos metabolicos de macromoléculas, 223
a processos metabdlicos de compostos celulares arométicos e 189 a processos
metabolicos de &cidos organicos. Na categoria de processos biologicos, foram
identificadas ainda 46 proteinas com atividade de hidrolase, 39 associadas a ligacao de
ions, 36 a funcdes moleculaes, 36 tranerases, 33 com fungdes de transportadoras, 23 com
funcdes de ligagBes de &cidos nucleicos, 21 com funcéo de oxirredutases, 17 com fungdes
de peptidades, 15 associadas a ligacdo de nucleotideos e 14 associadas a ligacfes de
cofatores. Além das proteinas com atividade metabdlica, também foram identificadas
proteinas com funcdo estrutural neste mesmo cluster, sendo 28 associadas a membranas,
33 componetntes da célula, 5 intracelulares, 1 extracelular, 1 associada ao ndcleo, 1 a
superficie celular, 1 a estrutura de encapsulamento externo, 1 ao envelope celular e 1 ao

espaco periplasmatico.
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Figura 27. Resultado da analise comparativa das proteinas ortélogas entre as MAGs de Methylomicrobium
sp. LECOM 001 e 002 e os genomas de referéncia do GenBank. A esquerda os quadros verdes indicam a
presenca dos clusters e os cinzas indicam auséncia. A direita a contagem de clusters compartilhados e as
contagem de proteinas referentes a cada um deles.
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Além dos clusters compartilhados entre todos os MAGs, outros que chamam
atencdo sdo os 1243 clusters compartilhado apenas entre as MAGs de LECOM 001 e 002
e Methylomicrobium sp. winol, que tem uma média de 3766 proteinas. Esse cluster tem
proteinas associadas a fixacdo de nitrogénio, resultado confirmado pelos genes que foram
identificados anteriormente nesses trés MAGs, proteinas relacionadas a sistemas de
transducdo de sinais; proteinas associadas ao processo biossintético da ectoina, que é um
soluto que serve como substancia protetora ao agir como um osmdlito e, assim, ajuda os
organismos a sobreviverem a um estresse osmotico extremo; proteinas associadas a

cadeia de transporte de elétrons e proteinas associadas a resposta celular ao 6xido nitrico.

5.8 Isolamento a partir dos consércios metanotroficos

5.8.1 Cultivo dos consércios metanotréficos

A incubacio empregando o Agar Marinho (Difco) teve como objetivo isolar os
microrganismos heterotréficos marinhos que estivessem crescendo no consércio
microbiano metanotréfico. Apos 48 horas de incubacdo, todas as 56 placas de Petri

oriundas dos 56 consorcios metanotroficos, possuiam diferentes colénias bacterianas em
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crescimento. As colonias foram purificadas com o objetivo de isolar os microrganismos
(Figura 28). Foram isoladas 43 col6nias de microrganismos heterotroficos provenientes
das culturas aerobias e 45 coldnias de microrganismos provenientes das culturas

anaerdbias, totalizando 88 isolados que foram armazenados em glicerol 50%.

Estes microrganimos representam uma parte da microbiota cultivavel de mar
profundo da Bacia de Santos e foi adicionada a colecdo de microrganismos do LECOM
para futuros estudos. Como este trabalho ja revelou que muitos microrganismos possuem
capacidades metabolicas para a degradacdo de hidrocarbonetos e até biorremediacao,
trabalhos futuros podem realizar a identificacdo taxondmica dos mesmos e utilizar estes

microrganismos isolados para posteriores testes.

Figura 28. Fotos das placas de Petri contendo Agar Marinho para isolamento de bactérias heterotroficas de
mar profundo. As figuras A e B representam os isolados obtidos a partir dos consdrcios aerdbios e as figuras

C e D representam isolados obtidos a partir dos consércios anaerébios.

5.8.2 Isolamento de microrganismos metanotroficos utilizando a técnica de roll
tube

A incubagé&o utilizando a técnica de roll tube teve como objetivo isolar bactérias
metanotroficas em agar (Figura 29). Esta técnica foi utilizada como alternativa para
incubacdo em tubos onde fosse possivel realizar o controle do headspace, mesmo que

apenas consorcios aerobios fossem selecionados para esta etapa.
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Figura 29. Fotos do procedimento utilizado para o cultivo utilizando a metodologia de roll tube. A, tubos
Hungate sendo vedados com parafilm para evitar contaminacao; B, Meio de cultura com indculo para o
cultivo; C, rolando o tubo Hungate com indculo para fixacdo do meio de cultura na parede do tubo; D,
cultivos com o meio fixado na parede do tubo para incubacdo em estufa; E, isolados cultivados em meio de
cultura NMS liquido obtidos a partir de colonias formadas no roll tube.

Cinco consorcios aerdébios foram selecionados empregando-se essa técnica e, apds
o0 tempo selecionado para a incubacéo (10 dias) nem todos apresentaram crescimento ou
foram registradas apenas algumas col6nias pequenas na fina cama de agar. Para estimular
o0 crescimento bacteriano, no décimo dia de incubacéo as culturas tiveram seu headspace
de metano renovado e foram mantidas em incubagdo por mais 7 dias, sob as mesmas

condigdes personalizadas citadas anterioremente na metodologia.

Em 17 dias de incubacdo em &gar apenas com metano como Unica fonte de
carbono, os frascos apresentaram a formacéo de colonias nas paredes tos tubos, exceto no
Hungate oriundo do consércio 684B1A com adicdo de NaCl a 3,5%. No total, foram
obtidos 30 isolados e, a quantidade de isolados por consorcio esta registrada na Tabela
12.

Todas as colbnias visiveis foram marcadas e retiradas do Hungate e transferidas
para um tubo de ensaio contendo meio de cultura liquido NMS 3,5% NaCl e foram

incubados a 20°C com um headspace 1:1 metano:ar.
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Tabela 12. Namero de isolados obtidos a partir dos cultivos utilizando a técnica de roll tube. A primeira
coluna apresenta a identificacdo dos consdrcios de onde foram obtidos os isolados, a segunda coluna
apresenta a quantidade de isolados recuperados a partir da incubagdo em NMS e agar sem a adicao de NaCl
e a terceira coluna apresenta a quantidade de isolados recuperados a partir da incubacdo em NMS e agar

com a adicdo de NaCl a 3,5%.

Quantidade de col6nias isoladas por cultura

Consorcio NMS NMS + 3,5% NacCl
684B1A 11 -
685B1A 4 1
686B3A 3 4
688B3A 5 2

Ap6s 30 dias de crescimento em meio liquido, os 30 isolados foram preservados
em glicerol 50% e seis foram selecionados para extracdo de DNA e sequenciamento do
gene 16S rRNA. Os isolados selecionados foram 1 proveniente da amostra 685B1A
(85C), 1 proveniente da amostra 686B3A (86F) e 4 provenientes da amostra 688B3A
(88A, 88B, 88C, 88D).

Esses isolados foram selelcionados pois foram os que apresentaram o melhor
crescimento nos frascos Hungate, visualmente, durante a técnica de roll tube. Os dados

de quantificacdo de DNA ap06s a extracdo, por amostra, estdo contidos na Tabela 13.

Tabela 13. Dados de quantificacdo de DNA das amostras oriundas do isolamento de micorganimos a partir
da técnica de roll tube. Segunda, terceira e quarta coluna fazem referéncia aos dados de quantificacdo em
Denovix e a Gltima em Qubit.

Amostra ng/uL 260/230 260/280 Qubit
85C 17.555 0.06 2.06 17.7
86F 68.87 0.14 2.77 31.6
88A 59.447 0.14 1.8 33.3
88B 68.031 0.17 1.67 34.2
88C 39.74 0.08 1.74 32.4

88D 46.62 0.08 1.96 13.3




82

Figura 30. Arvore de Neighbour-joining mostrando as posicdes filogenéticas dos isolados e representantes
de alguns outros taxa relacionados, com base nas sequéncias do gene 16S rRNA. Os valores de bootstrap

(expressos como porcentagens de 10.000 replicacBes) sdo mostrados nos pontos de ramificacao.

KU954765.1 Alcanivorax sp. strain KX64203
HEG601937.2 Alcanivorax xenomutans
MF139136.1 Alcanivorax dieselolei strain S1025
KJ1849833.1 Alcanivorax dieselolei strain UVAD
88B

88A

—— AY683537.1 Alcanivorax dieselolei strain B-5

88 L— AY686709.1 Alcanivorax balearicus MACLO4 16S
85C

86F

88C
TG': 88D

100 MH279472.1 Alcanivorax indicus strain SW127
4‘: DQ659451.2 Alcanivorax pacificus W11-5

MF187461.2 Alcanivorax sp. strain MT13131
—— AF328762.1 Alcanivorax venusti strain ISO4

100

02 JQ937289.1 Alcanivorax gelatiniphagus strain MEBiC08158
— i

KC415169.1 Alcanivorax marinus strain R8-12

KM453740.1 Alcanivorax nanhaiticus strain 19-m-6
100 _|: Y12579.1 Alcanivorax borkumensis

74 EU438901.2 Alcanivorax hongdengensis strain A-11-3
MN299327.1 Ketobacter nezhaii strain GYS M3H
100 _|: NR 164618.1 Ketobacter alkanivorans strain GIS

80 MW675213.1 Ketobacter alkanivorans strain MT0-50
NR 136491.1 Kangiella profundi strain FT102
NR 109548.1 Kangiella sediminilitoris strain BB-Mw?22

100

% _': NR 112923.1 Kangiella japonica strain KMM 3899
30 NR 109475.1 Kangiella marina strain KM1
AF094748.1 Pseudomonas stutzeri ATCC 17588

A analise filogenética foi realizada com sequéncias de 16S de bactérias
pertencentes a familia Alcanivoricaceae com base na analise prévia que havia sido feita
no BLASTn do NCBI, onde os melhores hits dos nossos isolados foram com sequencias

do género Alcanivorax sp., com base em valores de identidade, cobertura e e-value.

N&o ha suporte para afirmar ou identificar com precisdo as espécies dos isolados
obtidos através da técnica empregada neste estudo. Os valores de bootstraps associados
a eles e seus vizinhos foram < 60, por isso, estdo ocultados da figura. Porém, em todas as
trés arvores filogenéticas, os isolados foram inclusos ao cluster com as sequéncias do
género Alcanivorax sp., cuja integridade foi suportada em 100% das arvores geradas
(Figura 30).
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Os isolados do género Alcanivorax sp sem espécie definida corroboram com
alguns dos 13 MAGs recuperados a partir dos consércios metanotroficos (Tabela 8).
Alguns MAGs assinados taxonomicamente como pertencentes ao mesmo género também
ndo apresentaram espécie definida a partir da assinatura taxonémica do banco de dados
do GTDB-tk. Este pode ser um indicativo para que mais estudos sejam feitos envolvendo
estes grupos, visto que Alcanivorax sp. apresenta um potencial metabdlico diverso e ja
foi utilizada como modelo para precipitacdo de carbonato microbiano como resultado
direto da interacdo entre o ciclo do nitrogénio microbiano e uma enzima produzida

microbianamente no trabalho de Krause et al., 2018.

6. SINTESE E RECOMENDAGCOES

Outros trabalhos que estudam a microbiota de regifes carbonéticas realizaram a
coleta de amostras em montes carbonéticos associados com exsudac@es frias (cold seeps)
ativas, portanto, as altas taxas de metano disponiveis nesses ambientes possibilitam e
selecionam oxidadoras anaerébias de metano (OAM) e grupos de arquéias oxidadoras
anaerdbias de metano (ANME) foram registradas anteriormente em seeps associados a
montes carbonaticos no Pacifico e no Atlantico (LI et al., 2014; DEKAS et al., 2018;
BECKMANN et al., 2021).

Em nosso estudo, a identificacdo de bactérias oxidadoras de metano nos
enriquecimentos oriundos de sedimento coletado em regiGes carbonaticas sem a
constatacdo da ocorréncia de areas de exsudacao, ressalta a importancia de continuar a
busca por seeps ativos na regido, visto que esses organismos sdo metanotroficos
obrigatérios e dependem de uma fonte de metano ambiental disponivel para sua
sobrevivéncia em mar profundo. Estas podem ser evidéncias acerca da existéncia e

localizagéo do seep ativo na Regido da Bacia de Santos.

Embora a exsudagéo de metano ndo tenha sido ainda confirmada na cadeia de montes
carbonaticos Alpha Crucis, o trabalho de Maly et al., 2019 destacou que a regido é
caracterizada por carbonatos autigénicos e a formacéo deste tipo de feicdo geologica tem
associacdo direta com a comunidade microbiana associada. As regifes de cadeias
carbonéticas representam uma fragdo importante do armazenamento global de carbono e

uma parte significativa deste carbonato é de origem microbiana.
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Chamam a atencéo a elevada abundancia de microrganismos do género Alcanivorax
sp. nos consorcios oriundos tanto das regides de montes carbonéaticos quanto de
pockmarks. Uma vez que eles tém relacdo direta com a formacéo de carbonatos no oceano
(KRAUSE et al., 2018). Além disso, o fato de alguns dos 13 MAGs recuperados e 6
isolados do género Alcanivorax sp. pertenceram a espécies ndo identificadas. Este
resultado instiga a curiosidade acerca de qual teria sido a relacdo deste grupo abuntante
nos consorcios na historia e na formacéo da cadeia de montes carbonaticos Alpha Crucis,
visto que Alcanivorax sp. € um grupo capaz de precipitar matrizes de carbonato em
periodos curtos de tempo (dias e semanas), induzida por processos de amonificagdo
(KRAUSE et al., 2018).

A possibilidade de idenitificacdo desses microrganismos do género Alcanivorax sp.
de espécies desconhecidas e até mesmo do género Methylomicrobium sp. foi possivel
através da mescla de técnicas dependentes e independentes de cultivo, que possibilitam o
enriquecimento de uma parcela nem sempre tdo abundante da comunidade microbiana e

que, as vezes, ndo é identificada somente através do sequencimento shotgun.

Regides de mar profundo ainda abrigam uma diversidade microbiana pouco
conhecida e pouco explorada pela dificuldade de acesso a coleta deste material e pela
dificuldade de mimetizar, in vitro, as condi¢cdes ambientais em que esses organismos
estdo adaptados para o isolamento dos mesmos (ZHANG; WU; ZHANG, 2018). Por este
motivo, os consoércios e os isolados obtidos neste trabalho sdo importantes para que
trabalhos futuros sejam desenvolvidos e que novas informag6es sobre 0s microrganismos

gue habitam o talude da Bacia de Santos sejam revelados.

Neste trabalho é a primeira vez que estd sendo relatado que na regido do talude,
MAGs de microrganismos metanotroficos do género Methylomicrobium sp.. Esses
MAGs representam um valioso dado para a regido pois além de serem o primeiro registro
para a Bacia, representam uma possivel espécie nova e sdo os primeiros MAGs
recuperados a partir de regides de montes carbonaticos de mar profundo. Além disso, o
genoma desses organismos apresenta semelhanga com um MAG depositado no GenBank
que também é de origem marinha, o que pode indicar que processos ecossistémicos
podem estar sendo realizados por esses microrgansimos em sedimento de mar profundo,

como 0s associados ao ciclo do metano.
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Nos ecossistemas marinhos, a fixacdo de nitrogénio é uma tarefa importante em toda
a coluna d’agua, visto que este ¢ um elemento importante para manter a fertilidade do
oceano e essencial para a producao de matéria organica primaria (ZEHR & CAPONE,
2020). A fixacao do mesmo foi atribuida a cianobactérias por muitos anos, o que limita o
conhecimento a zona fética do ecossistema marinho e pouco se sabe como esse composto

é fixado nas regides onde a luz solar ndo é acessivel.

Os MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001, LECOM 002 e
Methylomicrobium sp. winol apresentaram os genes nifHDK (nitrogenases) que estdo
diretamente associados a fixacdo de nitrogénio, o que pode ser um indicativo de que em
regides de mar profundo, onde ndo ha penetracdo de luz solar, outros microrganismos
podem estar sendo responsaveis pela fixacdo deste composto, dentre eles, bactérias
metanotrdficas. A fixacdo de nitrogénio em mar profundo ja foi regiestrada anteriormente
em ANME em regides de infiltracOes de hidrocarbonetos associados a carcacas de baleias
(JICKELLS et al., 2017).

Os resultados deste estudo geraram novas acerca da ecologia microbiana do local e
sobre a disponibilidade de recursos de carbononas regides de carbonatos e pockmarcks
da Bacia de Santos. Por que as bactérias metanotréficas identificadas nos montes
carbonaticos estariam fixando nitrogénio em mar profundo? Por que apresentam genes
associados ao metabolismo &cido das crassulaceas? Os isolados de Alcanivorax sp. deste
estudo representam novas espécies do género? O monte carbonatico Alpha Crucis
apresenta um seep ativo? Esses questionamentos indicam a importancia da continuidade

desses estudos na area.
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7 CONCLUSOES

Usando a combinacdo de metodologias dependentes de cultivo e seqeucniamento do
gene 16S rRNA, este trabalho caracterizou consorcios microbianos metanotrificos no
sedimento de mar profundo nas regides do atlantico sudoeste. Foi possivel identificar
que a regido sudoeste do Oceano Atlantico que € rica em montes carbonaticos e
pockmarks microrganimos metanotroficos diversos, apesar de ainda ndo ter registros

confirmados de seeps ativos na regiéo.

A analise metagenémica dos enriquecimentos permitiu a recuperacdo de MAGs
oriundos das amostras da cadeia de montes carbonaticos Alpha Crucis, 0 que serve como
incentivo para a continuacdo da busca por areas de exsudacédo fria (cold seep) ativos no
local, visto que os microrganismos identificados nessa regido como pertencentes ao
género Methylomicrobium sp. sdo metanotréficos obrigatorios, ou seja, dependem da

presenca de metano in situ para sobreviver.

Esses dados sdo primeiro regitro desses microrganismos metanotroficos para regido
sudoeste do Oceano Atlantico e serdo os primeiros genomas depositados em bancos de
dados publicos oriundos de amostras de sedimento marinho de regides carbonaticas.
Explorando esses genomas descobrimos que, possivelmente, esses MAGs ainda podem
representar espécies novas, ou seja, NOVos registros para o género Methylomicrobium sp.
. Os MAGs de Methylomicrobium sp. LECOM 001 e 002 apresentaram um potencial
metabdlico importante e parecem contribuir para a fixacdo de nitrogénio na regido dos
carbonatos. Esse fato incentiva a continuacdo dos trabalhos para comprovacdo do

metabolismo e identificacdo de espécies dos microrganismos referentes a esses MAGS.

Além disso, os resultados desse estudo geraram dados para que trabalhos futuros
possam ser realizados, visto que isolados de mar profundo da Bacia de Santos,
identificaram  microrganismoas com capacidades metabdlicas de interesse
biotecnoldgico, como a biorremediacéo, e também ecoldgico. Sendo assim outros estudos
podem ser realizados a partir desses dados preliminares e do material biologico
adicionado a colecdo do LECOM, pois ainda ha muito o que desvendar nas regides de

mar profundo da Bacia de Santos.
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ANEXO

Graficos de metano dos consoércios aerébios
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