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RESUMO

FRANCO, D. C. Diversidade filogenética e funcional microbiana em areas
geotermais no estreito de Bransfield, Peninsula Antartica. 2019. 82 p. Tese
(Doutorado em Ciéncias) — Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo,
Séo Paulo, 2019.

O estreito de Bransfield € uma bacia marginal formada por um processo de rifteamento
da crosta continental onde sdo encontrados montes submarinos de origem vulcanica.
Sitios hidrotermais no Estreito de Bransfield, especificamente Hook Ridge (HR) tem sua
importante localizacdo na distribuicdo de comunidades quimiossintéticas dentre os
oceanos Atlantico, indico e Pacifico. Estudos prévios nesta regido descreveram a
macrofauna em Hook Ridge, no entanto, informagodes relacionadas com as comunidades
microbianas que habitam esse sitio geotermal sdo escassas, assim como 0s estudos
comparando as diferengas entre a estrutura microbiana dos sedimentos em areas sem e
com influéncia de atividade hidrotermal. Para descrever a diversidade filogenética e
funcional de sedimentos marinhos influenciados pela atividade hidrotermal, foram
empregadas as técnicas de sequenciamento do gene do RNAr 16S e metagenoma. No
Estreito de Bransfield foram selecionados cinco pontos amostrais para coleta do
sedimento marinho, denominados: HR6 (1190 m de profundidade), HR4 (1090m), BR1
(Ilha Bridgeman — 707m), 3S (Three Sisters — 1188 m) e AXE (520m). A atividade
hidrotermal em HR6 é caracterizada por ser um fluido difuso a baixa temperatura (~20 °C)
e efémera. A amostra HR6 apresentou filotipos como Acetothermia, Aerophobetes,
Aminicentantes, Atribacteria e Campylobacteria, decritos previamente em ambientes
geotermais e quimiossintéticos. Além do mais, novos filos de Archaea (Aenigmarchaeota,
Altiarchaeales, Hadesarchaea and Asgardaeota), recentemente descritos como
guimiolitoautotroficos, foram encontrados exclusivamente em HR6, mostrando um perfil
de comunidade microbiana Unico nesta amostra. Genes envolvidos com vias de fixacao
de carbono incluindo o ciclo dos &cidos tricarboxilicos reverso (rTCA), via Wood-
Ljungdahl e o ciclo 3-Hydroxypropionate/4-Hydroxybutyrate foram identificados em maior
proporcao em HR6. Os resultados deste estudo confirmam a presenca de comunidades
microbianas quimiolitoautotréficas e seu potencial como fixador de carbono em Hook
Ridge, atestando haver fonte de exsudagéo potencialmente ativa na regiao.

Palavras-chave: Antartica. Diversidade microbiana. Quimiossintese. Fontes
hidrotermais



ABSTRACT

FRANCO, D. C. Phylogenetic and functional microbial diversity in geothermal areas
at Bransfield Strait, Antarctic Peninsula. 2019. 82 p. PhD thesis (Biotechnology) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2019.

Bransfield Strait is a marginal basin that was formed by rifting and it hosts a chain of
submerged seamounts of volcanic origin. Hydrothermal sites in the Bransfield Strait, such
as Hook Ridge (HR), potentially provide a stepping stone between chemosynthetic
communities in the Atlantic, Indian and Pacific Oceans. While previous studies have
described the macrofauna at the hydrothermally active Hook Ridge, limited information
currently exists on the microbial communities inhabiting these sediments, and how they
differ from non-hydrothermal deep-sea sediments in the Southern Ocean. Here, we used
16S rRNA sequencing and shotgun metagenomics to describe and compare microbial
communities of deep-sea sediments influenced by hydrothermal activity with non-venting
areas of the Bransfield Strait. Sediment samples were collected at three different volcanic
edifices: Three Sisters (1188 mbsl), HR4 (1090 mbsl), HR6 (1190 mbsl), and near the
subaerial volcano Bridgeman Island (707 mbsl). Hydrothermal activity at HR6 is
characterized by diffuse flow at low temperatures (~20°C) and appears to be
ephemeral. Samples from HR6 showed bacterial phylotypes such as Acetothermia,
Aerophobetes, Aminicentantes, Atribacteria and Campylobacteria, described in
geothermal and chemosynthetic environments. In addition, new archaeal phyla
(Aenigmarchaeota, Altiarchaeales, Hadesarchaea and Asgardaeota), recently described
as chemolithoautotrophs, were exclusively found at HR6, contributing to an unique
microbial community profile of that sample. Genes related with carbon fixation pathways,
including reductive tricarboxylic acid cycle (rTCA), Wood-Ljungdahl pathway, and the 3-
Hydroxypropionate/4-Hydroxybutyrate Cycle, were identified at HR6, providing further
support for hydrothermal activity. Our study confirmed the presence of a chemosynthetic
microbial community and the potential for dark carbon fixation at Hook Ridge.

Keywords: Antarctica. Microbial diversity. Chemosynthesis. Hydrothermal Vents
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1. INTRODUCAO

O assoalho oceanico é considerado o ecossistema mais extenso do planeta, com
uma variedade de ambientes como o sedimento marinho, sedimentos de subsuperficie,
areas geotermais e fontes de exsudacdo fria, abrigando, em sua maioria, micro-
organismos capazes de sobreviver a condicbes extremas de temperatura, pressao e

baixas concentracdes de matéria organica.

Apesar da sua importancia e consequentemente estudos realizados nesta regido, o
mar profundo permanece com a maior parte de sua area néo explorada devido aos altos

custos logisticos envolvidos na pesquisa e exploracdo de areas profundas.

O descobrimento das fontes hidrotermais e dos organismos associados a esses
ambientes na década de 70, iniciaram uma nova era nas pesquisas oceanogréficas.
Antes desse descobrimento, acreditava-se que a vida no mar profundo era dependente
da degradacdo do material depositado proveniente da superficie oceanica. Mas foi
comprovado pela primeira vez que a vida nesses ambientes ocorre devido a produgao
primaria quimiossintética, processo pelo qual os micro-organismos utilizam a energia
geoquimica disponivel. Dessa forma um novo metabolismo, ndo fotossintético, foi

descoberto.

A partir dessas descobertas, as pesquisas microbiologicas destes habitats tém sido
focadas em descrever as comunidades microbianas com o intuito de entender as
relacbes entre a produtividade primaria, geologia, geoquimica, relagdo com o0s
hospedeiros e biogeografia em ambientes hidrotermais.

O continente antartico apresenta caracteristicas especificas de isolamento devido,
entre outras coisas, a influéncia de correntes edlicas e marinhas que impedem a

dispersao de organismos provenientes de outros locais do planeta.

Na Peninsula antartica foram descritas areas com supostas atividades hidrotermais .
As primeiras evidéncias de atividade hidrotermal no estreito de Bransfield vem de
anomalias registradas na coluna d’agua. Essas evidéncias foram confirmadas em Hook

Ridge e Three Sisters. No entanto observacdes realizadas por Aquilina e colaboradores
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em 2013 em Hook Ridge ndo mostraram padrdes de fauna caracteristicos de ambientes
hidrotermais com metabolismo quimiossintético, sugerindo que o fato seria devido as
concentracbes de sulfeto serem diferentes das encontradas CLASSICAMENTE em
ambientes hidrotermais ativos. No entanto a atividade quimiossintética microbiana nao

foi estudada.

A hipétese desta tese é de que as alteragcbes observadas por Aquilina e
colaboradores (2013) podem permitir que a atividade hidrotermal presente em Hook
Ridge seja suficiente para sustentar a quimiossintese na area sob influéncia dos fluidos

hidrotermais.

Para comprovar a presenca de comunidade quimiosintética foram empregadas duas
abordagens metodolégicas. Com o0 avanco das tecnologias de sequenciamento em larga
escala, tem sido possivel descrever com maior detalhe a composicdo taxonémica e o
perfil funcional microbiano. Esses métodos baseiam-se tanto na amplificacdo de
marcadores filogenéticos, como o gene RNA 16S, quanto na fragmentacédo e posterior
sequenciamento do DNA total dos micro-organismos (Metagenoma).

O objetivo deste trabalho foi estudar a diversidade taxonémica e o perfil funcional das
comunidades microbianas presentes nos sedimentos marinhos potencialmente
influenciados pela atividade hidrotermal no Estreito de Bransfield, Peninsula Antartica,
investigando se existem comunidades microbianas quimiossintéticas que possam ser a

base da produtividade primaria nesse ambiente.

Esta tese foi estruturada da seguinte forma. Inicialmente apresenta-se o escopo geral
do trabalho na introducdo e objetivos, seguidos da revisao de literatura. A seguir 0s
resultados estédo organizados em dois capitulos, sendo o objetivo do capitulo 1 descrever
a diversidade microbiana em sedimentos com e sem influéncia hidrotermal e no capitulo
2 estudar a diversidade funcional dos microrganismos nos sedimentos com énfase nas
vias de obtencéo de energia e fixagcdo de carbono no mar profundo. No final apresenta-

se as conclusdes do estudo.
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Este trabalho foi desenvolvido no escopo dos projetos “Registro paleoclimatico da
transicdo  (greenhouse-icehouse) Eoceno-Oligoceno na Antartica Ocidental”
(PROANTAR-CNPq Proc. 55036/2009-7), coordenado pelo Prof. Dr. Anténio Carlos
Rocha Campos e Profa Dra. Wania Duleba e “Vida Microbiana na Criosfera Antartica:
Mudancas Climaticas e Bioprospeccdo (MICROSFERA) (PROANTAR-CNPq Proc.
407816/2013-5) coordenado pela Profa. Dra. Vivian Helena Pellizari. Ambos os projetos
ocorreram no ambito do Programa Antartico Brasileiro ( PROANTAR) cumprindo todas
as exigéncias logisticas do Ministério do Meio Ambiente e da Secretaria da Comissao
Interministerial para os Recursos do Mar (SECIRM) para a realizacéo das coletas.
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2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Este estudo teve como objetivo descrever filogenética e funcionalmente a comunidade
microbiana em areas geotermais potencialmente ativas e nas inativas ainda pouco
estudadas no Estreito de Bransfield (Peninsula Antéartica), relacionando-as com os
parametros ambientais de outras regides, permitindo desta forma o estudo de
biogeografia desta importante regido, através do estudo da diversidade do gene rRNA
16s (capitulo 1) e técnicas de metagenoma (capitulo 2)

2.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar fisico-quimicamente os sedimentos do estreito de Bransfield;
e Descrever a estrutura de comunidade da regido estudada, com foco na busca de

grupos quimiossintéticos e sua relagdo com os parametros abidticos;

e comparar o perfil funcional das amostras de sedimento do Estreito de Bransfield,
com énfase nos genes envolvidos com a obtencdo de energia a partir de
compostos provenientes da atividade hidrotermal e a fixagdo de carbono no mar
profundo

e Analisar a propor¢éo de genes relacionados com o metabolismo quimiossintético

nas areas de influéncia hidrotermal.
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3 Andlise de literatura

3.1 Fontes hidrotermais

As fontes hidrotermais foram descobertas em 1977 no arquipélago de Galapagos
(CORLLIS; BALLARD, 1977). Hoje em dia, sabe-se que as fontes hidrotermais estao
amplamente distribuidas ao redor do planeta (Figura 1). Os fluidos hidrotermais emitidos
sdo basicamente essencialmente agua do mar quimicamente alterada durante a
interagdo com a crosta e o magma (BUTTERFIELD et al., 1997; TIVEY, 2007,

KAWAGUCCI et al., 2013).
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vulcénica, podendo as temperaturas nesses locais alcancar até 400°C (KONHAUSER

2007).

As exsudacOes e plumas hidrotermais ocorrem quando a fumarola expele fluidos

hidrotermais saturados com potencias fontes de energia para 0s micro-organismos, cComo
por exemplo H2S, Fe, Mn, CHa e Hz (Figura 2).

Os gradientes geoquimicos e termais (ex. >350°C entre distancias de 1-3 cm em

chaminés de sulfeto ativas) existente no entorno das chaminés, promovem grande

variedade de nichos para a coloniza¢cdo dos micro-organismos e de fauna associada
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Nestes nichos habitam micro-organismos psicrofilicos (com crescimento 6timo a 4°C),
mesofilicos (com crescimento 6timo de 25°C a 40°C), termofilicos (com crescimento
otimo de 40°C a 85°C) e hipertermofilicos (com crescimento 6timo acima de 85°C), os
quais realizam processos de quimiolitoautotrofia ou heterotrofia, utilizando-se da energia
quimica organica ou inorganica e de fontes de carbono abundantes presentes no
ambiente das fontes hidrotermais (FABRES et al., 2000; DAHLMANN et al., 2001;
FRETZDORFF & SMELLIE, 2002).

3.2 Quimiossintese

Aproximadamente 45,5 Pg de carbono inorganico é fixado em matéria organica pelos
organismos autotréficos marinhos a cada ano, o que constitui 46% do carbono fixado total
no planeta (FIELD et al., 1998).

Uma das vias de obtencédo de energia para realizar a fixacdo de carbono vem da
utilizacdo da energia solar, processo feito pelas plantas superiores, algas e
cianobactérias. Embora a luz solar penetre na coluna d’agua sé até os 300m de
profundidade aproximadamente, a maior fracdo de matéria organica nos oceanos €
produzida pelos organismos fotoautotréficos (DUNNE et al., 2007; MIDDELBURG, 2011).

Essa producédo é realizada por cianobactérias e algas eucariéticas, através do ciclo
Calvin-Benson-Bassham (CBB) para realizar fotossintese oxigénica e fixacdo de
carbono. (RAVEN 2009; SCANLAN et al. 2009; BOWLER et al. 2010).

Muitos ecossistemas no mar profundo dependem deste aporte de matéria organica
proveniente das regides foticas em forma de material particulado. No entanto, a energia
necessaria para fixar carbono nestas regides onde a luz solar esta ausente pode ser

obtida a partir de reacdes quimicas de oxido-reducéo.

Esse processo independente de luz conhecido como quimiolitoautotrofia ou
guimiossintese é realizado unicamente por organismos procarioticos e tem sido relatado
em ambientes onde os aceptores e doadores de elétrons estdo disponiveis junto com
condi¢cbes termodinamicas favoraveis (BACH et al., 2006; SWAN et al., 2011).
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Enquanto o carbono inorganico e seus potenciais aceptores de elétrons tais como
oxigénio, nitrato ou sulfato sdo amplamente distribuidos nos oceanos, doadores de
elétrons como sulfetos, hidrogénio, metano, aménia e ferro sdo considerados fatores
limitantes. No entanto, altas concentracdes desses compostos reduzidos séo inseridas
nos oceanos em locais com atividade geoldgica como exsudacdes frias (cold seeps),

vulcdes de lama e fontes hidrotermais (ORCUTT et al., 2011).

As vias metabdlicas quimiossinteticas sdo geralmente classificadas baseadas nos
substratos que séo utilizados (oxidacdo de sulfeto, reducdo de sulfato, oxidacao

anaerobica de metano, oxidacdo aerdbica de metano, etc.).

Nas fontes hidrotermais, a importdncia desses processos metabdlicos depende
principalmente da composicéo dos fluidos hidrotermais e da capacidade metabdlica dos
grupos microbianos presentes nesses ambientes (geralmente influenciados pelas
caracteristicas geoquimicas in situ). Em exsudactes frias e sedimentos anoxicos, a

producdo quimiossintética € principalmente realizada “pela oxida¢do de metano e sulfeto.

Micro-organismos sao geralmente agrupados dependendo das estratégias
metabdlicas para a obtencdo de carbono e energia. As possiveis fontes de energia sao
as provenientes da luz solar e os compostos quimicos reduzidos, os quais regulam os

metabolismos fototréficos e quimiolitoautotroficos respectivamente.

Existem varios mecanismos pelos quais a quimiossintese pode ocorrer, mas a
principio, todos sdo bem parecidos. Elétrons provenientes de compostos reduzidos como
sulfeto de hidrogénio e metano sdo usados para abastecer a cadeia transportadora de
elétrons, ao invés de usar elétrons liberados d’agua na fotossintese, processo

dependente de luz.

Até hoje, seis diferentes vias metabolicas de fixagdo de CO2 foram descritas em
microrganismos. Além do ciclo redutor das pentoses fosfato (Ciclo de Calvin-Beenson-
Bassham), existem o Ciclo dos &cidos tricarbolxilicos redutor (rTCA), a via redutora do
Acetil CoA ou Wood-Ljungdahl (WL), o ciclo 3-hidroxipropionato (3-HP), o ciclo 3-
hidroxipropionato/4hidroxibutirato (3-HP/4-HB) e o ciclo dicarboxilato/4-hidroxiburitato
(DC/4-HB). (HUGLER; SIEVERT, 2011)
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3.3 Oceano Austral

O oceano Antartico apresenta caracteristicas Unicas devido as condicOes
extremas e isolamento pelas correntes oceanicas, especificamente a Corrente
Circumpolar Antartica (Antarctic Circumpolar Current - ACC). Essa corrente cria uma
barreira frontal ainda pouco explorada, que se estende desde as 4guas superficiais até o
oceano profundo, separando os ambientes marinhos antarticos das aguas relativamente
mais quentes dos oceanos Pacifico, Indico e Atlantico (ROGERS et al., 2012; MARSH et
al., 2015). Apesar disso, areas com atividade geotermal foram recentemente
descobertas na Peninsula Antéartica, possibilitando o estudo de ecossistemas de grande
diversidade de caracteristicas fisico-quimicas, favoraveis principalmente ao crescimento
microbiano. (AQUILINA et al., 2013).

3.4 Estreito de Bransfield

No Oceano Austral, o Estreito de Bransfield é considerado um ambiente Unico por
representar uma bacia marginal com atividade vulcanica, descrito como um rifting ativo
na Peninsula Antartica que se estende até as llhas Shetlands do Sul (KLINKHAMMER et
al., 2001).

O Estreito de Bransfield € uma bacia de retro arco (Back-arc ridge) marginal
localizada entre o norte da Peninsula Antartica e as ilhas Shetland do Sul, formada pelo
rifteamento da crosta continental, que se expande a razdo de 2,7-7,5 mm/ano. Sua
largura méxima é de 80 km e seu comprimento chega a atingir 400 km, entre Small Island
e Clarence Island.

A bacia é dividida em sub-bacias (oeste, central e leste) pelos vulcdes sub-aéreos
Deception e Bridgeman, distanciados 200 km ao longo do eixo de rifteamento central. A
bacia central € caracterizada por altas taxas de sedimentacao (até 1,8 mm/ano) e a
espessura de 3,3 km na camada de sedimentos (DeMASTER et al., 1988; PRIETO et al.,
1998; HOWE et al, 2007). No eixo central do rift, varios edificios vulcanicos elevaram-se
acima do fundo do mar, incluindo Hook Ridge (com o topo a 1050 m de profundidade), o
complexo “Three Sisters” (com o topo a 1310 m de profundidade) e “The Axe” (1025 m
de profundidade) (Aquilina et al., 2013).



27

As primeiras evidéncias de atividade hidrotermal no estreito de Bransfield vem de
anomalias registradas na coluna d’agua, principalmente de 3He (SCHOLSSER et al,
1988; SUESS et al., 1987) e concentragdes elevadas de CH4 (BOHRMANN et al., 1998)
e Mn (KLINKHAMMER et al. 1996; SUESS et al.,, 1987). Essas evidéncias foram
confirmadas por resultados de analises de sedimentos termicamente alterados (SUESS
etal., 1987; WHITICAR et. al., 1985) e pela presenca de regides silificadas e precipitados
hidrotermais em Hook Ridge e Three Sisters (BOHRMANN et al., 1998; PETERSEN et
al., 2004).

Observacdes realizadas por Aquilina e colaboradores em 2013 em Hook Ridge nao
mostraram padrdes de fauna caracteristicos de ambientes hidrotermais com metabolismo
quimiossintético, sugerindo que o fato seria devido as concentracdes de sulfeto serem

diferentes das encontradas em ambientes hidrotermais ativos.

3.5 Caracterizacdo das comunidades microbianas empregando métodos

independentes de cultivo

Métodos moleculares independentes de cultivo tém reforcado bastante o nosso
conhecimento sobre a diversidade microbiana. Tem sido revelado que a maioria dos
micro-organismos documentados por métodos moleculares ndo podiam ou ndo tinham

sido cultivados em condicfes de laboratério (AMMAN et al., 1995).

A maioria dos métodos moleculares empregados em ecologia microbiana envolve o
estudo do gene 16S ribossomal (16S rRNA). Vérias caracteristicas do gene 16S rRNA
tais como sua presenga em todas as células vivas, ocorréncia em elevado numero de
copias, estabilidade, fungdo no metabolismo celular e ubiquidade o tornaram um dos
marcadores moleculares mais aceitos e utilizados em ecologia microbiana, além de ser
utilizado como marcador evolutivo (HEAD et al., 1998; CASE et al., 2007). A amplificacao,
sequenciamento e posterior analise da sub-unidade ribossomal 16S (rRNA 16S)
representa uma das abordagens mais importantes e relevantes da ecologia microbiana,
uma vez que permite testar hipoteses em diversos niveis taxonémicos (LEMOS et al.,
2011).
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Diferentes técnicas e plataformas vém sendo utilizadas desde os primérdios do
sequenciamento na década dos 70's. O sequenciamento por adicdo de
dideoxinucleotideos marcados junto com eletroforese capilar foi desenvolvida por Sanger
e colaboradores (1977). Quando empregada na ecologia microbiana, essa técnica
permite o sequenciamento de centenas de fragmentos do gene rRNA 16S. Porém, o
principal problema foi o custo e o trabalho necessario para gerar o nUmero de sequencias

minimas que conseguisse atingir resultados robustos.

Nos ultimos 15 anos, diversas tecnologias de sequenciamento foram desenvolvidas.
Dévido ao grande numero de reads gerados, essas técnicas foram denominadas
sequenciamento de nova geracdo (next generation sequencing - NGS)
ousequenciamento de alto rendimento (high-throughput sequencing - HTS)
(SHENDURE;JI, 2008).

Entre algumas das tecnologias que tiveram um sucesso relativo estdo a plataforma
454 (Roche) capaz de gerar por volta de 200mil sequencias por corrida. A plataformas
SOLID (Sequencing by Oligo Ligation Detection) (Life Technologies) e lon Torrent (Life
Technologies) foram alternativas que apareceram no mercado, no entanto, um dos
principais defeitos era o tamanho dos fragmentos gerados, pois enquanto o 454 gerava
fragmentos de até 500pb, as plataformas SOLID e lon Torrent geravam reads de até no
méaximo 200pb. Recentemente, a plataforma lllumina se tornou lider entre as tecnologias
estabelecidas de NGS, principalmente pelos equipamentos de alto desempenho (milhdes
de sequéncias geradas), por oferecer o menor custo por base sequenciada e maior
qualidade de sequéncias (KOZICH et al., 2013; NELSON et al., 2014).

Na plataforma MiSeq da lllumina, é possivel gerar cerca de 30 milh6es de reads
(denominacéo de sequéncias para esta plataforma) pareados com aproximadamente 300

pb cada. A plataforma MiSeq da Illumina é atualmente a mais utilizada para o

seguenciamento de amplicons em ecologia microbiana (CAPORASO et al., 2012).

A metagendmica € uma derivacdo da gendmica microbiana convencional, sem a
necessidade de se obter culturas puras para sequenciamento, constituindo uma

importante ferramenta para determinagéo de hipéteses a respeito das inter-relacées dos
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membros da comunidade. O desenvolvimento destas investigacdes, aplicando conceitos
tedricos em ecologia na area da microbiologia, foram possiveis atualmente gracas a
diminuicdo dos custos do sequénciamento e da evolu¢do da bioinformatica, a qual
condiciona o processamento de um enorme numero de dados (THOMAS,; GILBERT;
MEYER, 2012)

Métodos metagenémicos tém permitido vislumbrar o papel dos micro-organismos
envolvidos na oxidag&o de enxofre, hidrogénio, metano e amonia em fontes hidrotermais,
como exemplo sequéncias relacionadas a SUPO05 (Gammaproteobacteria) e
Deltaproteobacteria. Estudos realizados ao longo dos ultimos cinco anos mostraram que
representantes desses grupos sao potencialmente espécies-chave no papel de absor¢éo
de ferro e oxidacao de nitrito, respectivamente (ANANTHARAMAN et al., 2013; DICK et
al., 2013).

3.6 Comunidades microbianas em fontes hidrotermais

Estudos de biogeografia das comunidades microbianas em fontes hidrotermais ativas
do Oceano Pacifico Norte relataram alta abundancia de sequencias relacionadas aos
grupos Gammaproteobacteria e Deltaproteobacteria para Bacteria e para Archaea os

grupos dominantes foram Thermoplasmata e Marine Group | (ANDERSON et al., 2015).

No entanto, em fontes hidrotermais inativas do Oceano indico, os grupos de Bacteria
mais abundantemente encontrado foi Alphaproteobacteria e para Archaea o foi
Thaumarchaeota (ZHANG et al., 2016). Estudos em areas geograficamente distintas tem
demonstrado que nao existem padrdes distintos de comunidade microbiana em fontes
hidrotermais e refor¢ca a importancia de realizacdo a pesquisa nas fontes hidrotermais
antarticas, devido as caracteristicas geograficas junto como o isolamento fisico devido as

correntes de fundo oceénicas, propiciando ambientes Unicos a serem estudados.

Sob condi¢des andxicas, a presenca de grupos metanogénicos tem sido relatada,
assim como organismos redutores de sulfato, pertencentes a classe Deltaproteobacteria
(HIGASHI et al., 2004; FRANK et al., 2013, CAO et al., 2014) e arqueias anaerodbicas
oxidadoras de metano (BRAZELTON et al., 2006).
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Em ambientes com maiores concentragoes de oxigénio, muitos estudos reportaram
a presenca do grupo Epsilonproteobacteria, cujo metabolismo tem sido descrito como
quimiolitoautotrofico, capaz de oxidar hidrogénio e sulfeto (LANZEN et al., 2011; URICH
et al., 2014).

Dependendo da caracteristica hidrotermal, a composicdo das comunidades
microbianas pode mudar. No caso das comunidades de sub-superficie e fluidos difusos,
onde as temperaturas podem atingir até 100° C, as comunidades sdo dominadas pelos
grupos Aquificales, Epsilonproteobacteria, Gammaproteobacteria, assim como grupos de
bactérias filamentosas oxidadoras de enxofre como Beggiatoa e Arcobacter ou
Zetaproteobacteria em fluidos ricos em Ferro. (HOLDEN et al.,, 2003; MEYER et al.,
2013).

As comunidades microbianas que habitam as plumas hidrotermais sdo compostas
principalmente por organismos presentes na coluna d’agua, com destaque para as
sequencias relacionadas ao SUPO05 (Gammaproteobacteria), SAR324
(Deltaproteobacteria), SAR11 (Alphaproteobacteria) e Marine Group | archaea (DICK et
al, 2010; GERMAN et al., 2010; SHEIK et al., 2015)

No caso das chaminés hidrotermais, cujas temperaturas podem atingir 407° C
(KOSCHINSKY et al., 2008). A rapida mistura de altas temperaturas com agua fria (2-4°
C) cria gradientes de temperatura acentuados, onde os grupos dominantes geralmente
sdo organimsos termofilicos ou hipertermofilicos dos grupos Methanococcales,
Methanosarcinales, Aquificae, Archaeoglobi, Thermococci, Deltaproteobacteria,
Epsilonproteobacteria e Gammaproteobacteria (ORCUTT et al., 2011; FLORES et al,
2012; REVEILLAUD et al., 2016).

Os micro-organismos termofilicos ndo sdo comumente encontrados na Antértica e
guando presentes, estdo associados aos sitios geotermais. Os termofilicos formam
grupos filogenéticos que apresentam profunda ramificacdo e s&o intimamente
relacionados a organismos ancestrais, como o LUCA (last universal common ancestor)
com metabolismo quimiolitoautotréfico, os quais provavelmente surgiram em ambientes

homodlogos aos encontrados em fontes hidrotermais (WEISS et al., 2016) sugerindo
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raizes termofilicas para a maioria das adaptacdes evolutivas em procariotos (BOITEAU
& PASCAL, 2011).

Estudos recentes sugerem que temperaturas elevadas e ambientes oligotroéficos,
nos quais alguns termofilos podem ser encontrados, sdo semelhantes aos encontrados
no inicio da vida na Terra durante o Eon Arqueano (4 bilhes a 2,5 bilhdes de anos). Além
disso, um melhor entendimento sobre as capacidades adaptativas destes micro-
organismos presentes em ambientes extremos, ira prover informacgfes sobre questes
centrais para as teorias de adaptacédo fisiolégica e evolucdo microbiana (VICKERS,
2012).
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4.1 Abstract

Bransfield Strait is a marginal basin formed by rifting and it hosts a chain of
submerged seamounts of volcanic origin. Hydrothermal sites in the Bransfield Strait, such
as Hook Ridge, potentially provide a stepping stone between chemosynthetic
communities in the Atlantic, Indian and Pacific Oceans. While previous studies have
described the macrofauna at the hydrothermally active Hook Ridge, limited information
exists on the microbial communities inhabiting these sediments, and how they differ from
non-hydrothermal deep-sea sediments in the Southern Ocean. Here, we describe and
compare microbial communities of deep-sea sediments influenced by hydrothermal
activity with non-venting areas of the Bransfield Strait. Sediment samples were collected
at three different volcanic edifices, Hook Ridge 4 -HR4- (1090 mbsl), Hook Ridge 6 -HR6-
(1190 mbsl), The Axe (520 mbsl) and Three Sisters (1188 mbsl), and near the subaerial
volcano Bridgeman Island (707 mbsl). The core microbiome consisted of 407 OTUs,
mainly related to the nitrogen and sulfur cycles, and heterotrophic metabolism. Samples
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from Hook Ridge showed a unique microbial community profile, including bacterial
phylotypes such as Acetothermia, Aerophobetes, Aminicentantes, Atribacteria and
Epsilonproteobacteria, that are known from geothermal and chemosynthetic
environments. In addition, new archaeal phyla (Aenigmarchaeota, WSA1, Altiarchaeales,
Hadesarchaea and Lokiarchaeota), more recently described as chemolithoautotrophs,
were exclusively found at HR6, providing further support for hydrothermal activity and
chemosynthesis at Hook Ridge. Our study provides new evidences for the presence of a
chemosynthesis-based microbial community in the hydrothermally influenced sediments
at Hook Ridge.

4.2 Introduction

In the Southern Ocean, the Bransfield Strait, an active rifting located in the western
Antarctic Peninsula with the north limit at the South Shetland Islands, is considered a
unique environment for representing a marginal basin with volcanic activity (Klinkhammer
et al., 2001). The first evidences of hydrothermal activity in the Bransfield strait came from
anomalies recorded in the water column, mainly helium-3 -3He (Schlosser et al., 1988;
Suess et al., 1987) and high concentrations of methane - CH4 (Bohrmann et al., 1998)
and manganese - Mn (Klinkhammer et al., 1996; Suess et al., 1987). These evidences
were confirmed by results of thermally altered sediment analyses (Suess et al., 1987;
Whiticar et al., 1985), the presence of silted regions and hydrothermal precipitations at
Hook Ridge and Three Sisters (Bohrmann et al., 1998 , Petersen et al., 2004).

The absence of typical vent-endemic fauna sustained by chemosynthesis in the
surveyed areas by Aquilina et al. (2013), were justified by the low sulfide concentration
and fluxes (Sahling et al., 2005), in response to the transient nature of the hydrothermal
activity and low-temperature in the Central Basin of Bransfield Strait (Aquilina et al., 2013).
More recently, the investigation of bacteriophages diversity at different hydrothermal
systems in Antarctica, including the Hook Ridge, showed that differences in diversity were
possibly reflecting the differences in chemical conditions, and therefore the different

community of microbial hosts living at those sites (Millard et al., 2016).
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Using a combination of gene sequencing and isotopic analyses to discover the trophic
structure and niche partitioning in the Bransfield Strait, Bell and collaborators (2017) found
the presence of bacterial mats and populations of vent-endemic macrofauna, but the
relatively low utilization of chemosynthetic-derived organic matter by the non-specialist
macro- and megafauna with a concomitant decline in trophic diversity with increasing

hydrothermal vent at Hook Ridge.

To confirm the previous evidence that Hook-Ridge is a vent-system sustained by
chemosynthesis our goal was to investigate the presence of chemosynthetic microbial

diversity in sediments of a vent and non-vent-influenced regions of the Bransfield Strait.

4.3 Materials and methods

Study area and sampling strategy

The Bransfield Strait is a marginal basin located between the Northern Antarctic
Peninsula and the South Shetland Islands. Two subaerial volcanoes (Deception and
Bridgeman Islands) divide basin in three different sub-basins. On the central basin, three
volcanic edifices rise above the seafloor, including Hook Ridge (summit at 1050 m depth),
the Three Sisters complex (1310 m depth) and The Axe (1025 m depth).

Samples were collected during the XXXIl and XXXIII Brazilian Antarctic Expeditions
held in December 2013 and December 2014, respectively, onboard of the research polar
vessel NPo Almirante Maximiano (H41). In total, 5 samples of deep-sea sediments were
collected using a Box Corer. The top 5 cm of sediments were transferred to sterile Whirl-
Pack sample bags (Nasco, WI, USA) and kept frozen at -80°C until analysis at the

University of S&o Paulo.

Mineralogical and geochemical analysis

Geochemical and mineralogical characteristics and total trace element concentrations

were determined using X-Ray Fluorescence Spectrometer (Supermini 2000, Rigaku,
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Japan), X-Ray Diffraction Spectrometer (BTX, Olympus, Japan), and Isotope Ratio Mass
Spectrometer (EA-IRMS) at the University of Sdo Paulo.

;z : ‘« v "L.== : : ri, GEBCO, NOAA, National
Figura 3 - Sampling map with 5 selected stations located in the Northwestern Antarctic
Peninsula

DNA Extraction, 16S rRNA Gene Amplification and Sequencing

Genomic DNA was extracted from 0.25 g of surface sediment in quintuplicates using
a PowerSoil DNA Kit (MoBio, Carlsbad, CA, USA), according to the manufacturer’s
instructions. Extracted DNA was quantified using Qubit dsDNA HS Assay (Thermo-Fisher
Scientific, USA) and Qubit fluorimeter 1.0 (Thermo-Fisher Scientific, USA). Microbial 16S
rRNA gene fragments were amplified using the universal primers 515FB - 806RB (Parada
et. al., 2016) targeting the V3-V4 regions of the gene. DNA samples were shipped to
Macrogen (Seoul, Republic of Korea) for high-throughput sequencing using Illumina

MiSeq 2 x 250 platform according to the manufacturer’s instructions. All sequence data
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have been deposited in the National Center for Biotechnology Information Sequence
Read Archives (SRA) under BioProject ID PRINA433699.

Sequencing data processing and statistical analyses

Raw sequencing reads were filtered for length (>250 bp), quality score (mean, >30),
and minimum expected errors of 1.0 using USEARCH tools (Edgar, 2010). Reads were
assembled using PEAR software (Zhang et al, 2014), with a minimum overlap of 50 bp.
Sequences were clustered at 97% similarity, chimera filtered, and singleton reads were
removed using USEARCH (Edgar, 2010). Taxonomy was assigned to each Operational
Taxonomic Unit (OTU) by performing BLAST searches against the SILVA database v.132
(Quast et al, 2013) with a maximum E-value of 1e®. Sequences were filtered for only
bacterial or archaeal sequences for further analyses in the Quantitative Insights into
Microbial Ecology (QIIME) 1.8.0 pipeline (Caporaso et al, 2010).

Alpha-diversity indexes (number of OTUs, Ace richness estimation and Simpson)
were calculated, and differences in alpha-diversity estimates between groups of samples
were tested using Student t-test in R (version 3.3.1). OTU table was normalized for beta-
diversity analysis, using cumulative sum scaling — CSS (Paulson et al, 2013). Beta-
diversity was determined using weighted UniFrac distance and visualized with non-metric
multidimensional scaling (nMDS). Correlations between environmental parameters were
carried out using envfit function from vegan R package (Oksanen et.al, 2013). Graphs and
statistical analysis were carried out using R software (version 3.3.1), and the packages
ggplot2, vegan, giimer, reshape2, and flyr.

4.4 Results and discussion

4.4.1 Environmental parameters

Generally, Hook Ridge sediment samples (HR4 and HR6) showed similar
geochemical, mineralogical and trace element composition (Table 1). In addition, trace
elements such as Cu, V, Y and Ba were only detected in these two samples, while high
concentrations of Cl, Cu, S and Zn were detected only in HR6. lllite, chlorite and calcite

concentrations showed similar concentrations among all samples.



Characteristic 3S AXE BR1 HR4 HR6
62.64 S 62.87 S 62.10 S 62.19 S 62.19 S
Location 58.97 W 59.92 W 56.61 W 57.27TW 57.30 W
Sampling date 22/jan/14  23/jan/14 12-Dec-14 11-Dec-14 15-Dec-14
Depth (m) 1188 520 707 1090 1190
Trace Element concentration (mg/kg)
Na 15.500 20.800 23.000 42.200 34.100
Mg 14.600 17.300 17.600 31.400 27.000
Al 53.500 61.900 64.800 128.000 110.000
Si 517.000 200.000 197.000 470.000 525.000
P 1.060 950 586 2.410 1.730
S 989 1.570 843 2.900 7.260
Cl 8.270 9.460 7.170 28.900 30.500
K 12.200 10.400 10.800 37.900 33.600
Ca 12.500 23.200 24.400 64.600 60.000
Ti 3.780 5.770 3.850 15.800 16.000
Mn 593 869 814 3.670 2.650
Fe 38.600 43.800 37.300 26.900 168.000
Zn 100 70 84 411 446
Br 110 84 50 542 348
Sr 171 256 236 1.160 968
Zr 93 133 93 586 623
Cr >0.00906 | >0.00906 153 443 462
Cu >0.00463| >0.00463 101 243 2,66
\Y >0.02061| >0.02061| >0.02061 0.0375| >0.02061
Y >0.00307| >0.00307| =>0.00307| =>0.00307 89
Ba >0.02988 | >0.02988| =>0.02988| =>0.02988 2820
Mineralogy (%)
Quartz 16 9 21 10 13.1
Feldspars 32 50 28 44 30.3
Illite 41 29 43 35 43.4
Chlorite 8 8 6 9 9.1
Calcite 3 4 2 2 4
Isotope Ratio Mass Spectrometer
CaCO3 (%) 80.701 76.777 79.479 85.116 82.68
TOC (%) 0.365 0.135 0.087 0.127 0.078
TN (%) 0.163 0.137 0.069 0.215 0.074
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Tabela 1 - Mineralogical and geochemical characteristics of sampled sediments



38

4.4.2 Community composition

A total of 7,092 bacterial OTUs and 634 archaeal OTUs were obtained from 1,458,465
guality filtered sequences (Table 2), which were classified in 56 and 12 bacterial and
archaeal phyla, respectively. The most abundant bacterial phyla (> 0.1%) were
Proteobacteria (33.2%), Actinobacteria (22.1%), Chloroflexi (13.3%), Planctomycetes
(7.0%), Verrucomicrobia (4.8%), Bacteroidetes (4.3%), Atribacteria (3.6%), Acidobacteria
(2.2%) and Aminicenantes (2.2%).

Alphaproteobacteria (16.5%) and Gammaproteobacteria (9%) were the most
abundant Proteobacterial classes, followed by Deltaproteobacteria (6.1%),
Betaproteobacteria (1.1%) and Campylobacteria (0.2%) (Fig. 2b). Previous studies at
Bransfield strait and Deep-sea sediments from Iheya North and lheya Ridge in the Pacific
Ocean hydrothermal fields and Southwest Indian ridge showed similar patterns of
bacterial classes, suggesting a trend in microbial communities associated with depth and
geochemical settings in sediments influenced by hydrothermal activity (Xu et al., 2007,
Liao et al., 2011; Zhang et al., 2015; Zhang et al., 2016; Bell et al., 2017).

Archaeal related-sequences (Fig. 2a) were classified as Woesearchaeota (formely
Euryarchaeota DHVEG-6) (70.7%), Thaumarchaeota (20.2%), Euryarchaeota (5.5%),
Diapherotrites (1.1%) and Others (2.5%), including new groups as Altiarchaeales,
Bathyarchaeota, Hadesarchaea, Lokiarchaeota and Aenigmarchaeota present mainly at
HRG6.

Woesearchaeota, the most abundant phylum in this study independent of
chemosynthesis-influence, was recently proposed by Castelle et al. (2015), although at
present no cultivated representative exists. Symbiotic and fermentative metabolisms were
proposed for Woesearchaeota through the analysis of sequenced genomes by single-cell
technique. Despite advances in genomic and metagenomic data analyzes, the ecological
importance of Woesearchaeota is still unknown. Sequences from this phylum available in
the SILVA database were also obtained from areas with volcanic influence in both marine
(Robertson et al., 2009; Pachiadaki et al., 2011; Choi et al., 2016) and non-marine

environments (Kan et al., 2011; Ortiz-Alvarez et al., 2016).
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Thaumarchaeota was the second most abundant archaeal phylum in the deep-sea
sediments of Bransfield Strait. Sample BR1 exhibited the highest relative abundance of
this phylum (31.73%), while sample HR6 showed only 3.6%. The most relative abundant
classes within this phylum were Marine Group | (17.9%), Group C3 (1.9%) and Marine
Benthic Group A (0.4%). The class Marine Group | was mainly represented by the family
Candidatus Nitrosopumilus.

Candidatus Nitrosopumilus was described as an abundant group in sediments of the
Weddell Sea (Gillan and Dennis, 2007), and was also registered in sediments along the
entire western coast of Antarctica (Learman et al., 2016). Members of this family are
usually present in oligotrophic environments, playing an important role in primary
production and biogeochemical cycling. They are strongly associated with the nitrogen
cycling processes, especially nitrification, by oxidizing ammonia in chemolithotrophic
metabolismIn environments with lack of organic energy sources and sunlight, ammonia
oxidation contributes to primary productivity, and may explain the success of some marine
members of this archaeal family to survive in ecological niches such as deep-sea and
polar waters during winter (Kénneke et al., 2005; Learman et al., 2016).

4.4.3 Prokaryotic taxonomic composition with suggested hydrothermal influence

Sample HR6 showed a singular community profile, when compared to all the other
samples from the Bransfield Strait. Taxonomic classification of HR6 showed the phylum
Chloroflexi (38.9%) as the most abundant, followed by Atribacteria (21.6%),
Proteobacteria (14.3%), Aminicenantes (12.9%), Aerophobetes (5%), Actinobacteria
(2.4%), TM6 (2.3%) and Acetothermia (1.3%). For Archaea, the most abundant phylum
was Woesearchaeota (64.05%), followed by Euryarchaeota (14.15%). Other archaeal
groups (ex. Diapherotrites, Aenigmarchaeota, Altiarchaeles, Hadesarchaea and
Lokiarchaeota) were exclusively detected in sample HR6, and have been recently

described in extreme environments.

Several phylotypes associated with chemosynthetic metabolism were detected only

in sample HRG6, such as Dehalococcoidia (from Chloroflexi phylum), Acetothermia and
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Aerophobetes for Bacteria, and Aenigmarchaeota, Altiarchaeles, Hadesarchaea and

Lokiarchaeota for Archaea.

Dehalococcoidia was the most abundant class in the Chloroflexi phylum, constituting
17.9% of total relative abundance in HR6. Recent studies have shown that this group was
widely found in different deep-sea sediments, inactive hydrothermal chimneys, and
continental crust fluids (Suzuki et al., 2004, Fry et al., 2008, Flores et al., 2012, Campbell
et al., 2013). Studies in the Okinawa back-arc ridge in the Western Pacific showed a
higher relative abundance of Chloroflexi in sediments influenced by hydrothermal activity
when compared to samples from an inactive hydrothermal vent (Zhang et al., 2015).
Similar results have been reported in samples of deep marine sediments from inactive
hydrothermal vents in the Indian Ocean (Zhang, 2016), which corroborates with the

detection of Dehalococcoidia only in our sample with hydrothermal influence.

Since no member of Chloroflexi has been isolated from deep-sea or active
hydrothermal vents until now, little is known about their metabolism and ecological role.
Recent studies using the single-cell technique in deep-sea samples have shown that
groups affiliated with Dehalococcoidetes have heterotrophic or lithotrophic metabolism
associated with anaerobiosis, and genes related with a potential capacity for the
degradation of halogenated compounds (Kaster et al. 2014; Wasmund et al., 2014,
Fullerton & Moyer, 2016). Also, new studies using genomic approaches showed a
particularly homoacetogenic metabolism carried on by Dehalococcoidetes using Wood-
Ljungdahl pathway (WLP) (Sewell et al., 2017).

Further, previous studies have shown that the bacterial phyla Acetothermia and
Aerophobetes, and the archaeal phyla Altiarchaeales, Hadesarchaea and Lokiarchaeota
also possesses genes responsible for autotrophic synthesis of acetyl-CoA via the Wood-
Ljungdahl pathway (Takami et al., 2012, Bird et al., 2016; Wang et al., 2016), suggesting
the important role of HR6 communities on chemosynthetic primary production. These
phyla were previously detected in geothermal environments, such as hydrothermal vents
and hot springs (Rinke et al. 2013, Probst et al., 2014; Spang et al., 2015 Baker et al.,
2016; Zaitseva et al., 2017).
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Despite phylogeny cannot be associated to specific metabolic processes, the
prevalence of phylotypes related to chemosynthetic activity and heavy metal tolerance in
HR6 may suggest an environment influenced by hydrothermal activity in it is recent past.
The underway metagenomic analysis will confirm the active metabolism of microbial

community in this site.

4.4.4 Alpha-diversity

In general, alpha diversity values were significantly higher for Bacteria when
compared to Archaea. The ACE index used for richness varied from 2011.65 (HR6) to
4025.90 (BR1). Simpson’s diversity index varied from 0.983 (HR6) to 0.996 (HR4).
Archaeal higher diversity was found at HR6 and HR4, followed by BR1, 3S and AXEL.

Tabela 2 - Alpha-diversity indices for each sample, including the phylogenetic diversity
(PD), abundance-based coverage estimator (ACE) richness index, and
Simpson diversity index, and the total number of OTUs.

Bacteria Archaea
Sample ACE Simpson OTUs ACE Simpson OTUs
3S 3008.27 0.990 2912 61.90 0.974 61
AXE1 3036.69 0.992 2877 31.79 0.946 31
BR1 4025.90 0.994 3774 288.27 0.986 287
HR4 3975.24 0.996 3845 220.66 0.987 219

HRG6 2011.65 0.983 1988 231.46 0.987 231
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Figura 4 — Relative abundance of of the most abundant (>0.1%) archaeal phyla in
sediment samples
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4.4.5 Beta-diversity

Bacterial and archaeal beta-diversity showed a difference between deep-sea
sediment samples, that could be influenced by hydrothermal activity with non-venting
areas of the Bransfield Strait (Figure. 3). Overall, microbial communities at stations HR4
and BR1 were grouped together in a cluster, whereas samples from 3S and AXE1 were

scattered in a different branch.
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Figura 6 - Non-metric multidimensional scaling (nMDS) ordination based on weighted
UniFrac distance, with plotting of environmental parameters for bacterial (A)
and archaeal (B) communities.

Sample HR6, considering archaeal and bacterial communities, showed a positive
correlation with some reduced metals (Cu, Ba, Y). Those metals are endmembers in
potential energy sources for deep-sea vent chemoautotrophs (Ding et al.,, 2017),
suggesting a geochemical influence which drives a specific microbial community

composition in this area.
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In order to identify key environmental drivers of microbial composition, Spearman
correlations were calculated, and only significant values (p < 0.05) are discussed. Most of
the bacterial OTUs present in all samples showed negative correlations with sediments
geochemical characteristics. Nevertheless, bacterial OTUs found exclusively in HR6, like
OTU68, OTU85 and OTU139 (Chloroflexi; S085, Aminicenantes;uncultured and
Ignavibacteriae;PHOS-HE36 respectively) showed positive correlations with Fe, Zn, Br,
Sr, Si, Cr, Cu, Y and Ba (Figure 4a).

Overall, unique archaeal OTUs from HR6 showed positive correlations with all
geochemical settings. TOC and V showed negative correlations, probably due to the
lowest TOC values found in this sample, also no V was detected in this sediment sample
(Figure 4b).
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Figura 8 - . Spearman correlations between top 30 archaeal OTUs in all samples (C) only
in HR6 (D) and the environmental factors. Blue tons represent positive
correlations, and red tons represent negative correlations.

4.5 Conclusions

This study reports the diversity and distribution of microbial communities of vent-
influenced compared to non-vent-influenced sediments in the Bransfield Strait based on
16S rRNA gene sequencing. This study suggests a clear influence of geochemical

settings at station HR6. Despite showing less richness and diversity, HR6 harbor unique
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phylotypes related with chemosynthetic metabolism. Our results also showed the first

records of new prokaryotic groups in the Southern Ocean.
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5. CAPITULO 2 - Perfil Metagenémico das Comunidades Microbianas em Hook-

Ridge, Estreito De Bransfield, Peninsula Antartica

5.1 Introducéo

Desde o descobrimento das fontes hidrotermais ha 40 anos, inUmeros estudos
foram realizados ao redor do mundo descrevendo as comunidades procarioticas e fauna
especializada, como por exemplo, caranguejos, anélidos e moluscos. Microrganismos
guimiolitoautotroficos que habitam esses ecossistemas sao de vital importancia, pois eles
sdo a base da cadeia alimentar (JANNASCH et al., 1985; ORCUTT et al., 2011).

Esses microrganismos séo os produtores primarios de matéria organica devido a
capacidade de fixar carbono inorganico proveniente de fontes geotermais
(REYSENBACH et al, 2002). Diversos estudos tém descrito a diversidade e a distribuigéo
geografica dos microrganismos quimiolitoautotroficos em diferentes habitats hidrotermais
tais como sedimentos, chaminés, plumas e material depositado (TESKE et al. 2002;
NUNOURA et al. 2010, ROUSSEL et al., 2011)

Avancos recentes nos métodos de sequenciamento metagenémico expandiram o
conhecimento da ecologia microbiana nas fontes hidrotermais, descrevendo
simultaneamente os perifs taxondmicos e as fungdes dos microrganismos (FLORES et.
Al, 2011; ANANTHARAMAN et al., 2016; REVEILLAUD et al., 2016; WANG et. Al, 2016).

As possiveis estratégias para a obtencdo de energia e a fixacdo de carbono em
ambientes de mar profundo tém sido descritos através de técnicas de sequenciamento
ao longo dos ultimos anos, no entanto, o entendimento destes processos ainda precisa

ser mais estudado.

Neste capitulo, detalhamos os resultados da diversidade funcional das amostras
do estreito de Bransfield obtidos através do sequenciamento metagendmico, focado

especificamente nas vias de obtencao de energia e fixacdo de carbono no mar profundo.
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5.2 Objetivo

O objetivo deste capitulo foi comparar o perfil funcional das amostras de sedimento
do Estreito de Bransfield, com énfase nos genes envolvidos com a obtencao de energia
a partir de compostos provenientes da atividade hidrotermal e a fixacdo de carbono no

mar profundo

5.2 Material e métodos

5.2.1 Coleta de amostras ambientais no Estreito de Bransfield e Passagem de Drake

No Estreito de Bransfield (Figura 9), foram selecionados quatro pontos amostrais
para coleta do sedimento marinho, denominados: HR6 (na fonte hidrotermal), HR4 (cerca
de 2 km distante da fonte), BR1 (Ilha Bridgeman), e 3S (Three Sisters). As amostras
foram coletadas durante 32 fase da OPERANTAR XXXIlII com uso do guincho
oceanografico box corer. O apoio logistico foi oferecido pela Marinha do Brasil/SECIRM,
como parte do Programa Antartico Brasileiro com auxilio do NPo Almirante Maximiano
(como parte do Projeto “Registro paleoclimatico da transicdo (greenhouse-icehouse)
Eoceno-Oligoceno na Antartica Ocidental” (PROANTAR-CNPq Proc. 55036/2009-7).

E e ' King George Is. PP
YL = Ty ® Bridgeman 1

\Hook Ridge 6

Hook Ridge 4

South Shetland Islands

38

Deception Is. Antarctic Peninsula

Figura 9 — Localizacao das amostras no Estreito de Bransfield apresentando o local com
influéncia hidrotermal.
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5.2.2 Extracdo de DNA total

A extracdo de DNA genbmico total das amostras coletadas durante a Operacéo
Antartica XXXIlI foi realizado utilizando o protocolo descrito por Castro et al., 2011 com

algumas modificacdes.

Em tubos de 50 ml, foram misturados 10 g de sedimento com 15 ml de tampé&o de
extracao (Tris/HCI 100 mM, pH 8.0, Fosfato de Sodio 100 mM, EDTA 100 mM, pH 8.0,
NaCl 1.5 M, CTAB 1% w/v) e submetidos a sucessivos ciclos de congelamento
/descongelamento por40 min. Apdés a Ultima etapa de descongelamento, foram
adicionados 4,5 ml de SDS 20% e 2,5 ml de Isotiocianato de Guanidina (5 M) em cada
tubo e incubados por 2 h a 65 °C. Passado o tempo, os tubos foram centrifugados (5000
rpom, 10 °C durante 1 h) e o sobrenadante misturado com 12 ml de Cloroférmio/Alcool
Isoamilico (24:1). O sobrenadante foi coletado depois de uma nova etapa de
centrifugacéo (sob as mesmas condi¢Oes anteriores) e foi precipitado com 20 ml de
Isopropanol 70% (v/v) por 20 min a temperatura ambiente. Em seguida, os tubos foram
centrifugados por 1 h 30 min a 5000 rpm e 10 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente

descartado e o pellet foi ressuspendido em 500 ul de TE pH 8.0.

O DNA foi extraido com igual volume de tampéo Tris-Fenol/Cloroférmio seguido de
centrifugacdo a 1000 rpm por 10 min a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
misturado com igual volume de Cloroférmio/Acido Isoamilico e centrifugado sob as
mesmas condi¢cdes. O sobrenadante (DNA) foi transferido para um novo tubo e estocado
a -20 °C. A extracdo de DNA das amostras de sedimento foi realizada a partir de 10 g de
sedimento em eletroforese em gel de agarose 1% (v/v) preparado em tampao TAE 1X
(Tris 0,04 M, &cido acético glacial 1M, EDTA 50 mM, em pH 8) e em fluordmetro Qubit
1.0 (Life Technologies, USA) com o kit Qubit® dsDNA HS Assay (Life Technologies,
USA).

Apbs a extragdo, o DNA gendmico das amostras HR4 e HR6 foram sequenciados na
plataforma lllumina® HiSeq2000 no Marine Biological Laboratory da Universidade de
Chicago — EUA, em colaboracdo com o Deep Carbon Observatory. As amostras BR1 e
3S foram sequenciadas na empresa MrDNA (Texas - EUA).
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5.2.3 Anélise metagendmica

Os reads obtidos através da plataforma lllumina HiSeq para a anélise do
metagenoma foram inicialmente filtrados utilizando o software SICKLE (JOSHI;FASS,
2011), utilizando um minimo de Phred score de 30. A qualidade das sequencias foi
verificada no software FASTQC.

A classificacdo taxondmica, o perfil funcional e o alinhamento com a base de dados
de proteinas do NCBI non-redundant das amostras foi realizado usando o software
Diamond v8.1 (BUCHFINK et al., 2015) com um e-value maximo de 1e-10 e um score
minimo de 50. O alinhamento resultante foi visualizado executando o algoritmo lowest
common ancestor implementado no software MEGAN 6 (HUSON et al., 2016), com um
score minimo de 50, empregando os parametros padrdes. A classificacao funcional foi
realizada utilizando o arquivo taxondmico do NCBI e as bases de dados do SEED-

subsystems e KEGG (Kyoto Encyclopedia for Genes and Genomes).

5.3. Resultados

5.3.1 Classificagao taxondmica dos genes funcionais

Os perfis taxondmicos obtidos através das classificacdes com o melhor e-value foi
realizado empregando a base de dados do NCBI. E importante destacar que essa analise
nao € baseada no gene 16S rRNA, mas na classificagdo taxonémica das sequencias de

proteinas depositadas na base de dados.

De acordo com o heatmap da figura 10, ndo houve grupos abundantes comuns em
todas as amostras. As classes Nitrospira, Cyanobacteria, Cytophagia, Actinobacteria,
Verucomicrobiae e Dadabacteria foram detectados nas amostras HR6, 3S e HR4. No

entanto, na amostra BR1, a abundancia relativa desses grupos foi menor.

De modo geral, a grande maioria dos grupos detectados no metagenoma, foram

também detectados pelo sequenciamento do gene RNAr 16S. Cabe ressaltar a presenca
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do Filo Firmicutes (Bacilli), nas amostras HR4 e HR6. Alguns géneros foram classificados

como Bacillus, Geobacillus e Lysinibacillus.

Este resultado demonstra a importancia dos métodos independentes de amplificacéo
nos estudos de ecologia microbiana, principalmente em ambientes extremos onde a
estrutura das comunidades procarioticas é desconhecida. Também é importante destacar
a influéncia do método de extracdo de DNA, pois dependendo do protocolo, diferentes
grupos de microrganismos podem ser subestimados, como no caso dos formadores de

eSsporos.

A amostra HR6, observou-se um perfil taxonédmico bem especifico, assim como nos
resultados do sequenciamento do gene RNAr 16S. Grupos como Atribacteria,
Bathyarchaeota, Lokiarchaeota, Dehalococcoida, Epsilonproteobacteria, Ignavibacteria

entre outros, foram detectados exclusivamente na amostra HR6.

Em contrapartida, alguns grupos como Gammaproteobacteria, Flavobacteria,
Nitrosopumilales, Planctomycetes, etc., foram mais abundantes nas amostras BR1,
HR4 e 3S

5.3.2 Classificacdo dos genes funcionais

A analise funcional do metabolismo geral das sequencias foi realizada usando a base
de dados SEED-subsystems, pois mostrou uma maior quantidade de sequencias

identificadas em todas as amostras.

Na anotacao pela base de dados SEED, os reads séo classificados segundo funcdes
especificas na célula. Na categoria 1, as sequencias sao divididas em 28 categorias
diferentes. O perfil funcional das amostras € apresentado na figura 11.

O perfil funcional exibiu uma separacdo das amostras de acordo com a atividade
hidrotermal. As amostras HR4 e HR6 apresentaram perfis mais parecidos, enquanto que

as amostras BR1 e 3S apresentaram maior relagéo entre elas.
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Figura 10 — Heatmap exibindo os grupos taxonémicos das amostras de sedimento do
Estreito de Bransfield.
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Na amostra HR6 nota-se uma maior abundancia de genes envolvidos com o
metabolismo de compostos aromaticos, metabolismo de proteinas e metabolismo de
acetona. Na amostra HR4, genes relacionados com elementos transponiveis, fagos,

motilidade, quimiotaxia e metabolismo de nucleotideos foram os mais abundantes.

Nas amostras BR1 e 3S, os metabolismos de nitrogénio, regulagéo transcricional,
respiragao e autotrofia foram os mais abundantes. Cabe destacar que 0s genes anotados
na base de dados SEED, consideram os genes de autotrofia classificados no grupo de

fotossintese e genes eucariotos.
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Figura 11 — Heatmap exibindo o perfil funcional das amostras de sedimento do Estreito
de Bransfield baseado no nivel 1 do SEED-subsystems.
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5.3.3 Fixacado de Carbono

A fixacdo € um processo biossintético fundamental dos micro-organismos nas fontes
hidrotermais para assimilar carbono inorganico em matéria organica. Dados disponiveis
sugerem que os ciclos de Calvin-Benson-Bassham (CBB) e o ciclo redutor dos acidos
tricarboxilicos (rTCA) séo as vias metabdlicas predominantes em ambientes hidrotermais
(NAKAGAWA: TAKAI, 2008: CAMPBELL et al., 2006; SIEVERT et al., 2008)

A presenca dos genes que codificam as enzimas chave da via redutora dos acidos
tricarboxilicos foram encontradas em todas as amostras. A enzima ATP citrato liase(acl)
apresentou uma maior propor¢ao na amostra HR6. A prevaléncia desse gene na amostra
com atividade hidrotermal pode estar associada a presenca de Epsilonproteobacteria

exclusivamente nessa amostra.

3S BR1 HR4 HR6
propionyl-CoA synthetase 0.017 0.024 0.002 0.001
3-HP
malyl-CoA lyase 9X10" 5X10* 6X10” 0.001
ATP-citrate lyase beta—subunit 2X10" 8X10° 1X10° 0.003
rTCA ‘
ATP-citrate lyase alpha—-subunit 1X10* 4X10° 2X10° 0.002
anaerobic carbon—monoxide dehydrogenase 0.001 [ 2X10° 8X10° 0.006
WL
acetyl-CoA synthase 6X10™ 8X10° 7X10° 0.006
4-hydroxybutyryl-CoA dehydratase 0.001 3X10" 5X10* 0.005
3-HP/4-HB
3-hydroxypropionyl-CoA synthetase 4X10° 4X10° 6X10° 0.001

Figura 12 — Proporc¢ao dos genes chave que codificam as proteinas envolvidas com a
fixacdo de carbono. Cada bolha representa a abundancia relativa do gene
comparado com o numero total de genes analisados no metagenoma

As sequencias do gene acl presentes nas amostras 3S, BR1 e HR4 foram associadas

ao grupo Nitrospira. O ciclo rTCA pode ser uma vantagem em ambientes
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energeticamente limitados devido a seu menor requerimento de ATP e equivalentes

redutores quando comparados com outras vias metabdlicas (HUGER: SIEVERT, 2011)

As enzimas propionil-CoA sintetase (prpE) e malil-CoA liase (mcl) s&o enzimas
importantes no ciclo 3-hidroxipropionato (3-HP). A prpE apresentou uma maior propor¢ao
nas amostras 3S e BR1. Apesar dessa alta abundéancia, esse gene também faz parte do
metabolismo do propionato, sendo um intermediério no metabolismo de aminoacidos. As

sequencias desse gene apresentaram foram associadas a membros da classe Bacilli.

No entanto, a enzima mcl foi mais abundante nas amostras HR4 e HR6, sendo que
as sequencias foram classificadas como Gammaproteobacteria e Alphaproteobacteria,
grupos previamente descritos (ZARZYCKI et al., 2009; HUGLER; SIEVERT, 2011;
WANG: SONG, 2016). Apesar da presenca desses genes, um fato interessante foi a
auséncia da enzima malonil-CoA redutase, considerada como a principal enzima do ciclo
3-HP. Isso sugere que ndo ha comunidades microbianas ativas nas amostras, capazes

de fixar carbono inorganico usando essa via metabdlica (CERQUEIRA et al., 2018)

O ciclo 3-hidroxipropionato/4-hidroxibutirato (3-HP/4-HB) é principalmente conhecido
por ser realizado pelos membros termoacidofilicos autotréficos do filo Thaumarchaeota
(HUGLER; SIEVERT, 2011). A principal enzima desse ciclo, 4-hidroxibutiril-CoA
dehidratase (abfD) foi detectada em maior proporcao na amostra HR6, cuja classificacao

taxondmica foi relacionada com a classe Nitrososphaeria.

Esse grupo de quimiolitoautotréficos aerdbios sdo conhecidos pela capacidade de
oxidar amonia e de obter energia através da via 3HP-4-HB (HERBOLD et al, 2015).

O ciclo redutivo Acetil-CoA ou Wood-Ljungdahl (WL) é considerado um mecanismo
muito importante de fixacado de CO2 sob condi¢des anaerdbicas e redutoras nos dominios
Bacteria e Archaea (HUGLER; SIEVERT, 2011). Genes marcadores desta via metabdlica
foram detectados em todas as amostras. Os genes carbon monoxide hydrogenase

(cdhA) e acetil CoA sintase (acsB) apresentaram uma maior propor¢cao na amostra HR6.

O principal gene desta via € o cdhA que esta envolvido tanto na oxidacdo de CO

e na reducédo de sulfato quanto na reducdo de CO: a acetato (acetogénese) ou metano
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(metanogénese) (WU et al., 2005; KING: WEBER, 2007). As sequencias desses genes
foram classificadas nos grupos Deltaproteobacteria (redutores de sulfato) e
Thermoplasmata, apresentando resultados similares com trabalhos realizados no Mid
Atlantic Ridge (CERQUEIRA et al, 2018).

Apesar de ser uma das vias metabdlicas mais estudadas e amplamente distribuidas
em ambientes hidrotermais e quimiossintéticos, as enzimas chave do ciclo de Calvin-
Benson-Bassham (CBB) n&do foram identificadas em nenhuma das amostras neste

estudo.

5.3.4 Metabolismo do enxofre

A oxidagcdo do enxofre foi relatada como a via metabdlica dominante para o
crescimento quimiolitoautotréfico em ambientes hidrotermais onde o acido sulfidrico é o
principal doador de elétrons utilizado pelos organismos que realizam guimiossintese
(REINTHALER et al., 2010; ANANTHARAMAN et al., 2013).

Neste trabalho foram detectados genes envolvidos com diversas vias metabdlicas do
enxofre, incluindo os da oxidacdo desassimilatéria do sulfeto a enxofre elementar, o
sistema oxidativo SOX, responsavel pela oxidacdo do tiossulfato e a reducéo
desassimilatoria reversa de sulfito encarregada da oxidacdo do enxofre a sulfato (figura
13)

A oxidacao de sulfeto é levada a cabo principalmente por duas flavoproteinas: sulfeto
quinona-reductase (sqr) e pela flavocitocromo-S sulfeto deshidrogenase (fccAB). Essas
enzimas sdo encarregadas de oxidar o sulfeto em polisulfeto e sao responsaveis por
comecar o fluxo de elétrons do sulfeto até a cadeia transportadora. A sulfeto quinona-
reductase foi encontrada em todas as amostras, no entanto a flavocitocromo-S sulfeto
deshidrogenase né&o foi detectada na amostra BR1 e a propor¢cdo dessa enzima nas
outras amostras foi minima. A identidade taxondmica das sequencias esta associada a

Epsilonproteobacteria, organismos oxidadores do enxofre.
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3S BR1 HR4 HR6
sulfur—oxidizing protein SoxZ ‘ 2X10* 3X10* ‘ 7X10° ‘ 1X10°
SOX sulfur—oxidizing protein SoxY ‘ 0,001 1X10° ‘ 3x10° ‘ 5X10°
System sulfur—oxidizing protein SoxX ‘ 8X10° 1X10° ‘ 9x10° ‘ 1X10°
sulfur—oxidizing protein SoxB ‘ 0,001 3x10* ‘ 9Xx10° ‘ 5x10°
sulfur—oxidizing protein SoxA ‘ 7X10° 3x10" ‘ 2x10* 2X10°
|
sulﬁde sulfide:quinone oxidoreductase ‘ 0,006 0.003 0.006 0.01
Oxidation sulfide dehydrogenase flavocytochrome c 4X10* | 6X10° L 6X10°
| ]
sulfate adenylyltransferase subunit 2 0,007 0,005 : 0,003 0,004
sulfate adenylyltransferase subunit 1 ‘ 0,002 0,005 j 0,002 ‘ 0.002
sulfate adenylyltransferase 0,02 0.03 ‘ 0.01 0.03
Sulfur | |
Oxidation dissimilatory sulfite reductase beta subunit | 0.001 1X10* 2X10° | 0.001
(rDSR) dissimilatory sulfite reductase alpha subunit ‘ 0.001 2X10* ‘ 1X10° » 0.001
thiosulfate reductase 0.003 4X10° 0.011 0,027
adenylylsulfate reductase, subunit B 8X10* 3X10* ; 2X10* ‘ 0.001
adenylylsulfate reductase, subunit A 0.004 7X10* » 8x10* 0.006

Figura 13 — Proporcao dos genes chave que codificam as proteinas envolvidas com o
metabolismo do enxofre.

Os genes que compdem o sistema multienzimatico SOX encarregado da oxidacao

do tiossulfato até sulfato foram detectados em todas as amostras. O primeiro estagio da

oxidacdo do tiossulfato até enxofre elementar, envolve o complexo SOX (SOXABXYZ).

Todas as enzimas do complexo SOX foram detectadas nas amostras, no entanto, em
baixa proporc¢édo. As sequencias desses genes foram relacionadas taxonomicamente com
0 género Sulforovum. Esses resultados coincidem com trabalhos anteriores onde foi
proposto esse tipo de metabolismo realizado por membros quimiolitoautotroficos de mar
profundo pertencentes ao grupo Epsilonproteobacteria (YAMAMOTO: TAKAI, 2011). Em
contrapartida, os genes soxCD, encarregados de completar a oxidagdo do enxofre em

sulfato, ndo foram encontrados, sugerindo uma oxidagéo parcial do enxofre.

A oxidacdo de compostos de enxofre nos sedimentos do estreito de Bransfield
parece ser feita através da via da reducao de sulfato reversa, assim como ja foi relatado
em diferentes ambientes hidrotermais (XIE et al., 2011; WANG: SUN, 2016; OULAS et
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al., 2016). Os genes envolvidos nesta via metabdlica produzem as enzimas tiossulfato
sulfurtransferase (tst), que oxida tiossulfato em sulfito (SO3z?), o complexo
desassimilatorio sulfito reductase reverso (dsrAB) responsaveis pela oxidacao do enxofre
elementar em sulfito, adenilsulfate reductase (aprAB) e sulfate adenililtransferase,

responsaveis pela oxidacao de sulfito em sulfato (MEYER: KUEVER, 2007).

A utilizagdo da via redutora de sulfato reversa em vez do complexo SOX em
ambientes hidrotermais foi previamente reportado por NAKAGAWA 2008 e YAMAMOTO,
2011, podendo explicar a alta abundancia desses genes ndao s6 ha amostra HR6 como

nas outras amostras, em menor proporc;éo.

A via dissimilatoria redutora de sulfato, realizada por procariotos redutores de
sulfato, utiliza as mesmas enzimas reversiveis: sulfato adeniltransferase (sat),
adenililsulfato reductase (apr) e o complexo desassimilatorio sulfito reductase. Esses
dados sugerem que o metabolismo do enxofre predominante nas amostras do estreito de
Bransfield, especificamente em HR6 € realizado por processos reversos de oxidacdo de
sulfito em sulfeto e da mesma maneira, sugere que as vias metabdlicas oxidadoras do
enxofre sdo a fonte de energia mais representativa, que serve de suporte a

guimiolitoautotrofia nesses sedimentos antarticos.

5.3.5 Metabolismo do nitrogénio

O ciclo do nitrogénio tem sido previamente descrito como um dos atores principais
no estabelecimento de ambientes geoquimicos em fontes hidrotermais. Dinitrogénio (N2)
€ a forma de nitrogénio mais abundante na agua do marmas $o pode ser metabolizada
pelos micro-organismos fixadores de Nitrogénio (LAM;COWEN: JONES, 2004).
Compostos nitrogenados inorganicos (ex. nitrato e nitrito) sdo dois dos aceptores de
elétrons do metabolismo quimiolitoautotrofico em fontes hidrotermais (OULAS et al.,
2016; NAKAGAWA; TAKAI, 2008).

Os resultados das principais vias metabdlicas do nitrogénio mostraram uma maior
proporcao de genes relacionados com processos de denitrificagdo, metabolismo de

glutamina e oxidagdo de amonia respetivamente (Figura 14).
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O processo de desnitrificagcéo envolve a reducdo sucessiva de nitrato (NOz) em nitrito
(NO2), oxido nitrico (NO), oxido nitroso (N20) e dinitrogénio (N2) pelas enzimas nitrato
reductase (narGH ou napA), nitrito reductase (nirK), oxido nitrico reductase (norB) e oxido
nitroso reductase (nosZ) respetivamente (STEIN, 2011).

A grande maioria dos genes marcadores dessas enzimas foram identificados em
todas as amostras, no entanto, a abundancia relativa dos genes envolvidos com o
processo de denitrificagéao foi maior nas amostras 3S e BR1. As sequencias desses genes
foram classificadas taxonomicamente nos grupos Planctomycetes,
Epsilonproteobacteria, Ignavibacteria, Bacilli e Cytophagia e coincidem com resultados
de diversos estudos em sedimentos marinhos e fontes hidrotermais (ABIN:
HOLLIBAUGH, 2016; HIRAS et al., 2016; DING et al., 2017; STORESUND et al., 2018)

3S BR1 HR4 HR6

NO3 periplasmic nitrate reductase NapA 0.010 0.005 0.003 0.005
NO3 nitrous—oxide reductase 0,007 0,010 0.011 0,002
Denitrification N | ' '
No3 nitrite reductase (NO-forming) 0.006 0.002 0.003 0.007
NO3 nitrite reductase (NADH) large subunit 0.05 0.065 0.017 0.023
NO3 nitric oxide reductase subunit B 0.011 0.011 0.016 0.003
NO3 nitrate reductase / nitrite oxidoreductase, alpha subunit 0.017 0.007 0.013 0.009
NO3 MFS transporter, NNP family, nitrate/nitrite transporter 0.035 0.037 0.024 0.042
NO3 ferredoxin-nitrite reductase 0.001 5X10* 6X10* 0.014
NO3 assimilatory nitrate reductase catalytic subunit 0.042 0.055 0.011 0.039
nitronate monooxygenase 0.031 0.028 0,017 0,010
nitrilase 0,019 0,020 0,001 0,002
. methane/ammonia monooxygenase subunit C 5X10* 2X10* 2X10* 2X10°
Ammonla methane/ammonia monooxygenase subunit B 4X10™* 2X10™ 2X10* 1X10°
Oxidation , . g 5 s s
methane/ammonia monooxygenase subunit A 1X10 8X10 4X10 2X10
hydroxylamine reductase 0.002 4X10* 0.008 0.01
glutamine synthetase 0.07 B:079 0.053 0.054
glutamate dehydrogenase 0.006 1X10° 0.027 0.021

Figura 14 — Proporcao dos genes chave que codificam as proteinas envolvidas com o
metabolismo do nitrogénio.
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Apesar do baixo numero de sequencias do gene amoA (ambnia monooxigenase)
encontradas nas amostras, membros dos grupos Nitrosopumilus e Nitrosospira talvez
sejam os principais oxidadores de amoénia em HR6. Esses taxa sdo membros comuns
em ambientes marinhos profundos, sendo importantes no ciclo do nitrogénio e ja foram
encontrados em ambientes hidrotermais (ROUSELL et al., 2011; CERQUEIRA et al.,
2018).

Além da oxidacado aerdbica de amonia, foram detectados genes na relacionados com
a oxidacao anaerdbica de aménia, especificamente hidroxilamina oxidoreductase. Esses
genes foram mais abundantes nas amostras HR6 e HR4 respectivamente, apresentando
taxonomia relacionada com Planctomycetes. Membros desse grupo ja foram reportados
em fontes hidrotermais (BRYNE et al., 2009). Apesar do baixo niUmero de sequencias
relacionadas com esse gene, a presenca desse tipo de proteinas sugere que a
hidroxilamina pode ser um intermediario para grupos microbianos que utilizam amoénia

como doador de elétrons.

Genes relacionados com o metabolismo de glutamina apresentaram uma alta
abundéancia em todas as amostras. Glutamina sintetase e glutamato dehidrogenase sao
enzimas que catalisam a formacdo de glutamato, que posteriormente fara parte do
metabolismo de aminodacidos. Sequencias relacionadas aos grupos de Firmicutes
(Bacillus), Gammaproteobacteria (Psychrobacter) e Alphaproteobacteria (Sulfitobacter)
foram detectados nas amostras, todos eles, conhecidos por realizarem metabolismo
heterotréfico (CREPEU et al., 2011).
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6 CONCLUSOES

Diante os resultados apresentados neste trabalho fica claro que os ambientes
hidrotermais no Estreito de Bransfield possuem uma versatilidade metabdlica enorme. Os
perfis taxondmicos e funcionais das comunidades microbianas associadas a exsudacfes
geotermais apresentaram caracteristicas polivalentes, diferentes das amostras sem
influéncia hidrotermal, desta maneira conclui-se:

e A amostra HR6 (amostra coletada na é&rea potencialmente com influéncia
hidrotermal) apresentou um perfil de comunidade diferente das outras amostras
estudadas. Andlises de abundancia relativa mostraram grupos taxondmicos
especificos ja relatados em outras areas hidrotermais ativas, fora da Antartica e
com metabolismo quimiolitoautotréfico e apresentou filotipos de Archaea descritos
pela primeira vez no oceano austral.

e O nosso estudo confirma que os sedimentos do Estreito de Bransfield abrigam
comunidades microbianas com metabolismo quimiolitoautotrofico.

e O processo de oxidacao de enxofre é altamente distribuido ao longo das camadas
superficiais dos sedimentos do Estreito de Bransfield

e A denitrificacao assimilatoria foi o metabolismo quimiossintético mais abundante,

nas amostras sem influéncia hidrotermal.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos demonstrarm a importancia de se estudar a regiao de Hook-

Ridge com mais profundidade.

Devido as dificuldades logisticas de translado, coleta e processamento in situ das

amostras, é necessario planejar e utilizar novas estratégias para obter novos resultados.

O uso de veiculos submersiveis, como por exemplo ROV (Remotely Operated
underwater Vehicle) e HOV (Human Occupuied Vehicule), capazes de coletar em locais
especificos possibilitaria uma selecdo mais acurada do tipo de amostra, seja
testemunhos de sedimento ou amostra de rocha basaltica para realizar andlises mais

precisas.

Baseado nos resultados do metagenoma, a possibilidade de realizar cultivos de
microrganismos quimiolitoautotroficos fica mais proxima, pois diante uma prelecdo dos
organismos alvo, sera possivel desenhar uma estratégia para enrigquecer, isolar e
identificar organismos que potencialmente podem ser modelos no estudo da origem da

via no planeta e com um potencial biotecnoldgico incalculavel.
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