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RESUMO

RODRIGUES, R. C. E. Recuperacao de elementos genéticos moveis e prospecgao de
genes de resisténcia a antibidticos em dados metagenémicos de compostagem termofilica.
2023. 104 paginas. Tese de Doutorado. Programa Interunidades de Pés-Graduagdo em
Bioinformatica, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo.

A metagendmica shotgun permite a caracterizagdo da composi¢cao taxondmica e do
potencial funcional de microbiomas, independente de isolamento e de cultivo dos
microrganismos. A analise funcional de microbiomas é realizada diretamente nas reads,
nos contigs ou em MAGs (Metagenome Assembled Genome). Embora muito utilizada, a
analise através de MAGs ¢ limitada visto que os MGEs (Mobile Genetic Element) ndo sao
geralmente contemplados na montagem. MGEs, como exemplo os plasmideos, atuam na
disseminagao de ARGs (Antibiotic Resistance Gene) e contribuem para o aumento da
resisténcia antimicrobiana. A recuperacao de MGEs e a prospec¢ao de ARGs a partir de
dados metagendémicos pode auxiliar na compreensdo da fungdo que eles exercem na
comunidade microbiana. Neste trabalho, investigamos o mobiloma (conjunto de MGEs),
com énfase no plasmidoma (conjunto de plasmideos), e o resistoma (conjunto de ARGs)
em dados de metagendmica shotgun de short reads da compostagem termofilica do Parque
Zoologico de Sao Paulo. Esses dados foram obtidos em trabalhos anteriores e
possibilitaram elucidar a composi¢cdo do microbioma da compostagem e realizar sua
caracterizagdo funcional, principalmente quanto ao seu potencial de degradagéo da
biomassa lignoceluldsica. Entretanto, o conteudo de MGEs e de ARGs, foi pouco explorado.
Para realizar este estudo, estabelecemos uma metodologia de analise para a recuperagao
dos MGEs e para a prospecgao dos ARGs, a partir da integracao de distintas ferramentas
computacionais e bancos de dados. As reads brutas foram submetidas a filtro de qualidade
e montadas em contigs dos quais ~235 mil contigs (8,9% do total) tiveram tamanho = 1 kpb.
Desses contigs, recuperamos 24896 contigs com 5 ferramentas computacionais de
recuperacgao de plasmideos. Em seguida, 652 contigs, preditos como sendo de plasmideos
por pelo menos duas das ferramentas de recuperagao de plasmideos, foram submetidos a
anotacao e comparados ao RefSeq de plasmideos (NCBI Reference Sequence Database).
Em 649 contigs foram encontrados 17112 ORFs que tiveram similaridade contra 3 bases
de dados, destas 50% estavam associadas a genes essenciais da base DEG (Database of
Essential Genes), 77% tiveram similaridade com o RefSeq e 76% com o COG (The Clusters
of Orthologous Genes). Dentre os contigs preditos como plasmideos, 230 apresentaram
caracteristicas mais robustas de plasmideos, dos quais apenas uma pequena fracdo de
contigs foram similares a 4 plasmideos encontrados nas bases de dados interrogadas. Nos
contigs de plasmideos identificamos uma alta abundéncia de genes de transposases, de
proteinas de replicagdo e manutencgao plasmidial além de mecanismos de defesa incluindo
resposta a estresse oxidativo, resisténcia a metais pesados e genes de resisténcia a
aminoglicosideos e a sulfonamidas. Cabe destacar que os ARGs identificados estavam
mais associados aos contigs de cromossomos do que de plasmideos. Observamos que
varios dos contigs de plasmideos estao presentes em mais de uma das amostras coletadas
ao longo do processo de compostagem. Verificamos que reads do metatranscritoma da
compostagem mapearam em genes de transposases e de inicio de replicagdo de alguns
dos contigs de plasmideos sugerindo que tais elementos estdo expressos. Embora ainda
existem desafios na montagem de sequéncias repetitivas que dificultam a recuperagao de
plasmideos, a metodologia que estabelecemos possibilitou a recuperagéo mais precisa de
contigs de plasmideos a partir de dados de metagenémica shotgun de short reads.
Palavras-chave: metagenémica shotgun, short reads, mobiloma, plasmidoma, resistoma,
compostagem.



ABSTRACT

RODRIGUES, R. C. E. Recovery of mobile genetic elements and prospecting for antibiotic
resistance genes in metagenomic data from thermophilic composting. 2023. 104 pages.
Tese de Doutorado Ph.D. Thesis. Bioinformatics Graduate Program, Universidade de S&o
Paulo, Sao Paulo.

Shotgun metagenomics allows the characterization of the taxonomic composition and
functional potential of microbiomes, independent of the isolation and cultivation of
microorganisms. Functional analysis of microbiomes is carried out directly on reads, contigs
or MAGs (Metagenome Assembled Genomes). Although widely used, analysis using MAGs
is limited because MGEs (Mobile Genetic Elements) are generally not included in the
assembly. MGEs, for example plasmids, can disseminate ARGs (Antibiotic Resistance
Gene) and contribute to the increase in antimicrobial resistance. The recovery of MGEs and
the prospecting of ARGs from metagenomic data can help to understand the role they play
in the microbial community. In this work we investigated the mobilome (collection of MGEs),
with an emphasis on the plasmidome (collection of plasmids), and the resistome (collection
of ARGs) in shotgun metagenomic data from short reads of the thermophilic composting of
the S&ao Paulo Zoo Park. These data obtained in a previous work enabled the elucidation of
the composition of the composting microbiome and its functional characterization,
particularly the potential for degrading lignocellulosic biomass. However, the content of
MGEs and ARGs has been little explored. To carry out this study, we established an analysis
methodology for recovering MGEs and prospecting ARGs, based on the integration of
different computational tools and databases. The raw reads were subjected to a quality filter
and assembled into contigs from which ~235 thousand contigs (8.9% of the total) were = 1
kbp in size. Out of these, we recovered 24896 contigs with 5 computational plasmid recovery
tools. Next, 652 contigs, predicted to be plasmids by at least two of the plasmid recovery
tools, were subjected to annotation and compared to plasmid RefSeq (NCBI Reference
Sequence Database). In 649 contigs, 17112 ORFs were found to have similarity against 3
databases, of which 50% were associated with essential genes from the DEG database
(Database of Essential Genes), 77% had similarity with RefSeq and 76% with COG (The
Clusters of Orthologous Genes). Among the contigs predicted as plasmids, 230 showed
more robust plasmid characteristics, of which only a small fraction of contigs were similar to
4 plasmids found in the databases interrogated. In the plasmid contigs we identified a high
abundance of genes encoding transposase, plasmid replication and maintenance proteins,
as well as defense mechanisms including response to oxidative stress, resistance to heavy
metals and resistance to aminoglycosides and sulfonamides. It is worth noting that the ARGs
identified were more associated with chromosome contigs than plasmid contigs. We
observed that several of the plasmid contigs were present in more than one of the samples
collected throughout the composting process. We found that reads from the composting
metatranscriptome mapped onto transposase and replication initiation genes of some of the
plasmid contigs, suggesting that these elements are expressed. Although there are still
challenges in assembling repetitive sequences that make it difficult to recover plasmids, the
methodology we established enabled more accurate recovery of plasmid contigs from short
reads shotgun metagenomics data.

Keywords: shotgun metagenomics, short reads, mobilome, plasmidome, resistome,
composting.
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1. INTRODUGCAO

1.1. Metagenémica shotgun

A metagendmica shotgun possibilita a caracterizagdo da composigcédo taxonémica e
do potencial funcional de comunidades microbianas, independente da necessidade do
laborioso cultivo e isolamento de microrganismos. Nessa abordagem o DNA total extraido
de amostras ambientais é sequenciado diretamente utilizando-se sequenciamento de alto
desempenho (HTS, High-throughput sequencing) (Eisen, 2007; Quince et al., 2017; Perez-
Cobas et al., 2020). A composigao taxonémica e o potencial funcional sdo entdo analisados
diretamente no conjunto de sequéncias ndo-montadas (unassembled reads) ou nos contigs
obtidos apos etapas de montagem das sequéncias (assembled reads). Apds a montagem
de sequéncias, os contigs que possuem caracteristicas semelhantes podem ser agrupados
(binning) e esse conjunto de contigs (bin) representa, completa ou parcialmente, um
genoma recuperado de metagenoma (MAG, Metagenome-Assembled Genome), que pode
ser classificado taxonomicamente e analisado quanto ao seu potencial funcional para
inferéncias de seu papel ecofisioldgico no microbioma em estudo (Chen et al., 2020; Perez-
Cobas et al., 2020).

Atualmente as tecnologias HTS estdo baseadas em diferentes abordagens
metodoldgicas que proporcionam a obtencdo de sequéncias curtas de 150 pb a 300 pb
(tecnologias de segunda geragao como a lllumina e lon Torrent) ou sequéncias longas, com
mais de 10 kpb, (tecnologias de terceira geragdo como a Oxford Nanopore e PacBio). Se
por um lado as tecnologias que produzem sequéncias curtas dificultam a analise de
elementos repetitivos e variantes estruturais de genomas e metagenomas (Suzuki et al.,
2019; Xiao & Zhou, 2020), as tecnologias de sequéncias longas apresentam menor
desempenho em termos da quantidade de reads geradas e maiores taxas de erro, as quais
podem ser eventualmente reduzidas com aplicagdo de metodologias computacionais de
correcao de erros (Alic et al., 2016; Zhang et al., 2020a).

As short reads geradas no sequenciamento metagenémico podem ser mapeadas
diretamente contra um banco de dados de referéncia usando ferramentas de bioinformatica
como Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012) e BWA (Li & Durbin, 2009) para a pesquisa
de sequéncias similares (Buchfink et al., 2015; Ounit et al., 2015). No entanto, as short
reads nao fornecem informagdes suficientes sobre a organizagédo e estrutura gendmica.
Para contornar essa limitagdo, sdo utilizados programas como MetaSpades (Nurk et al.,
2017) e MEGAHIT (Li et al., 2015) que montam as short reads em sequéncias maiores
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chamadas de contigs que podem ser anotados e analisados quanto sua composicao de

genes pela comparagdo contra bancos de dados de genes e proteinas publicamente
disponiveis.

Com ferramentas computacionais de binning (Yue et al., 2020), os contigs
metagendmicos podem ser agrupados por supostamente pertencerem a um mesmo
genoma, constituindo o que é chamado de bin. Cada bin pode representar um genoma
completo ou incompleto que é recuperado a partir do metagenoma e, portanto, denominado
de MAG (Metagenome-Assembled Genome). Os MAGs sao entdo submetidos a diversas
analises, incluindo sua classificacdo taxondmica. A recuperacdo de MAGs em
metagenomas de diferentes ambientes tem ampliado o repertério de genomas bacterianos
conhecidos e permitido inferéncias sobre a ecofisiologia de organismos nao cultivados, os
quais representam 95-99% dos organismos preditos como existentes na biosfera (Almeida
et al., 2021; Nayfach et al., 2020; Youngblut et al., 2020).

Embora a recuperacdo de MAGs a partir de short reads tenha permitido a adi¢ao de
uma grande quantidade de genomas aos bancos de dados existentes, ainda n&o esta claro
se eles representam a totalidade da diversidade genética nos metagenomas. Avancgos
recentes em meétodos de sequenciamento metagenémico como Hi-C (Burton et al., 2014),
read cloud (Bishara et al., 2018), hibrido (Bertrand et al., 2019) e long reads (Kolmogorov
et al., 2019) procuraram abordar as deficiéncias da metagenémica de short reads e abriram
a possibilidade de que MAGs baseados em long reads possam fornecer genomas quase
completos (Gounot et al., 2022).

A acuracia e completude dos MAGs depende tanto das metodologias de HTS
utilizadas na metagendémica shotgun como das metodologias computacionais utilizadas na
montagem das sequéncias e binning dos contigs (Maguire et al., 2020). Embora poderosa
e muito utilizada, a analise do potencial funcional de microbiomas através da analise de
MAGs tem se revelado um método limitado uma vez que, geralmente, os MAGs geralmente
nao contemplam os elementos genéticos moveis (MGE, Mobile Genetic Element) e ilhas
genbmicas (Gl, Genomic Island) (Arredondo-Alonso et al., 2017; Maguire et al., 2020).
MGEs e Gls possuem regides repetitivas e caracteristicas distintas da sequéncia do MAG
(conteudo GC, frequéncia de tetranucleotideos, entre outras) que interferem na sua
inclusdo nas etapas de montagem e binning de dados metagendmicos de sequéncias
curtas (Maguire et al., 2020).

As tecnologias que geram short reads e long reads possuem suas vantagens e
desvantagens exclusivas. Combinar as duas metodologias (abordagem hibrida) pode
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aumentar a confiabilidade e a precisdo das analises levando a uma maior caracterizagao

dos metagenomas e a obtencédo de resultados mais abrangentes. O fato é que as long
reads podem abranger sequéncias repetidas e regiées com altos e baixos conteudo GC e
cobrir lacunas nos contigs montados com short reads, enquanto as short reads possuem
maior qualidade de sequenciamento e podem ser usadas para corrigir trechos com baixa
qualidade de sequenciamento nas long reads (Ryan et al., 2017).

Gounot et al.,, (2022) analisaram 109 microbiomas do intestino humano e
implementaram o método de montagem hibrida proposto por Bertrand et al., (2019). Essa
estratégia tem exigido aumento em custos de sequenciamento e aumento no custo de
computagdo em nuvem. Por sua vez, tem resultado em um aumento > 61% no numero de
genomas recuperados versus 0s genomas recuperados apenas pelo método que emprega
a montagem de short reads. De modo geral, as montagens hibridas melhoraram
consistentemente a recuperagao de genomas entre os géneros, sem viés significativo para
nenhum género especifico, destacando a versatilidade dessa abordagem.

Brown et al. (2021) avaliaram o impacto da montagem com short reads, long reads
e montagem hibrida. Eles apontaram a montagem hibrida como uma técnica valiosa para
aumentar a confiabilidade e a precisao das analises na contextualizagdo de ARGs e genes
vizinhos principalmente aqueles associados a MGEs e marcadores de patdgenos em
metagenomas ambientais (Brown et al., 2021).

1.2. Elementos Genéticos Moveis

MGEs sao segmentos de DNA capazes de se moverem dentro de um mesmo
genoma, através de mecanismos de transposi¢ao, ou entre genomas de células doadoras
e receptoras, através de mecanismos de transferéncia horizontal de genes (HGT, Horizontal
Gene Transfer), como transformagdo (absorcdo de DNA ambiental), conjugagéo
(transferéncia de DNA por plasmideo) e transdugao (transferéncia de DNA por bacteriéfago)
(Frost et al., 2005; Juhas et al., 2009; Soucy et al., 2015; Bertelli et al., 2019; Saak et al.,
2020).

Exemplos de MGEs, s&o as sequéncias de insergao (IS, Insertion Sequence) ou
elementos IS, transposons (Tn), gene cassetes, integrons, plasmideos, elementos
conjugativos e integrativos (ICE, Integrative and Conjugative Element) e bacteridfagos. Os
MGEs podem ser incorporados em um genoma receptor, formando grupos de genes
constituindo ilhas genémicas (Frost et al., 2005; Koonin & Wolf, 2008; Juhas et al., 2009;
Soucy et al., 2015; Brito et al., 2016; Bertelli et al., 2019; Saak et al., 2020).
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Além de codificarem proteinas que medeiam sua mobilizacdo, os MGEs também

podem carregar genes que conferem resisténcia a antibioticos (ARG, Antibiotic Resistance
Gene), genes de resisténcia a metais pesados (MRG, Metal Resistance Genes) e fatores
de viruléncia, além de genes que desempenham papéis importantes na adaptagédo e
evolugdo de bactérias e de comunidades microbianas (Frost et al., 2005; Koonin & Wolf,
2008; Brito et al., 2016; Saak et al., 2020).

O conjunto de todos os MGEs de um genoma ou metagenoma é denominado como
mobiloma (Frost et al., 2005). O mobiloma contribui para a plasticidade do genoma
bacteriano que consiste na capacidade do genoma ser alteravel, permitindo a troca fluida
de DNA de um microrganismo para outro, isso permite que as bactérias adaptem seus
genomas rapidamente para que possam sobreviver a mudangas ambientais e ocupem
novos nichos (Tsushima et al., 2019), assim fornecendo uma importante fonte de
diversidade genética e desempenhando um papel fundamental na ecologia e evolugéo
bacteriana (Rodriguez-Beltran et al., 2020).

As ilhas genbémicas (Gl) ou ilhas cromoss6micas sao grandes sequéncias de DNA
especificamente presentes nos genomas de certas cepas bacterianas, mas ndo nos
genomas de suas variantes mais intimamente relacionadas. Eles geralmente estédo
integrados em um cromossomo bacteriano, mas também podem ser encontrados em
plasmideos ou em fagos que permitem sua mobilizacdo (Darmon & Leach, 2014).
Geralmente as ilhas genémicas sao adquiridas por HGT. Elas possuem a capacidade de
recombinacéo pela presenca de uma integrase, estdo associadas com genes tRNAs, e
apresentam repeticdes em ambas as extremidades. Elas codificam uma ampla variedade
de caracteristicas e sdo nomeadas de acordo com as fungdes adaptativas que conferem
as suas hospedeiras como: ilhas de patogenicidade que codificam um ou mais fatores de
viruléncia, como toxinas, adesinas e invasinas; ilhas metabdlicas que conferem a
capacidade da bactéria de usar novas fontes de carbono; ilhas de resisténcia que conferem
resisténcia aos antibibticos; ilhas de simbiose que permite a coevolugcdo da bactéria com
sua hospedeira. Ao contrario do genoma central, as ilhas gendmicas podem variar muito
em sequéncia e composicao de uma espécie bacteriana para outra, e até mesmo dentro de
uma espécie. Essa variabilidade e plasticidade permite que as bactérias se adaptem a
varios ambientes (Hallstrom et al., 2015; Arashida et al., 2022).

Os ICEs s&o encontrados em uma variedade de bactérias, e estdo integrados nos
cromossomos, mas podem excisar, circularizar e serem transferidos para outras células por

conjugacao. Aléem dos principais modulos que medeiam a integrag&o, excisdo, conjugacéo
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e regulacgédo, os ICEs codificam uma variedade de fungdes acessoérias, incluindo producao

ou inibigdo de biofiime (Wozniak & Waldor, 2010). Por exemplo o ICE Bs1 encontrado na
maioria das cepas de Bacillus subtilis confere uma vantagem seletiva, atrasando o
desenvolvimento de biofilme e formacdo de esporos, permitindo que o hospedeiro se
dissemine mais do que as células sem ICE Bs1. Isto € vantajoso, porque a hospedeira
explora mais o meio ambiente antes da esporulagdo, aumentando as chances de
propagacéo de ICE Bs1 (Joshua et al., 2021).

Os elementos IS sdo segmentos de DNA relativamente pequenos entre 0,7 a 2,5
kpb. Eles podem ter até duas ORFs (Open Reading Frame) que codificam apenas proteinas
responsaveis pelas fun¢gdes envolvidas em sua mobilidade (uma transposase) e séo
delimitadas por sequéncias IR (/Inverted Repeat) terminais curtas (Darmon & Leach, 2014).
A insercdo de uma IS pode modificar a expressdo de alguns genes do hospedeiro. A
interrupgdo de um gene ou de sua sequéncia reguladora pode levar a inativagdo do gene.
Dependendo do gene inativado, as consequéncias celulares podem variar de vantajosas a
deletérias. Por outro lado, uma IS inserida a montante de um gene pode ativar a expresséo
deste. Uma IS também pode conter um promotor que pode ativar genes do hospedeiro.
Além disso, a insergdo de uma IS pode alterar a topologia do DNA no qual esta inserido e,
as vezes, pode introduzir ou interromper uma sequéncia reguladora de ligacéo, afetando a
regulagdo dos genes. E interessante que a transposicéo de alguns ISs pode ser regulada
em certas condi¢gdes necessarias para ativar a transcricdo de operons silenciosos
dependendo da presenca substrato a ser metabolizado pelas enzimas codificadas no
operon (Darmon & Leach, 2014; Hall, 1999).

A transposase é responsavel pela catalise da inser¢cado da IS em diferentes sitios de
um genoma. As IS s&o caracterizadas dependendo do tipo de transposase que codificam e
devido ao seu mecanismo de copia (Siguier et al., 2015). Em Acinetobacter baumanii, a
insercdo da sequéncia ISAba-1 sobre o gene blaAMP-C com um promotor forte, causa
super expressao da cefalosporinase (Heritier et al., 2006). Uma IS também esta envolvida
na mobilizagdo do gene mrc-1 (mobile colistin resistance) no cromossomo de Actinobacillus
pleuropneumoniae e em diferentes replicons de plasmideos (Snesrud et al., 2016).

Transposons sao sequéncias moveis delimitadas por IS. Foram descobertos por
volta de 1940 como genes saltadores de milho por Barbara McClintock, a primeira mulher
a ganhar sozinha o Prémio Nobel de Fisiologia e Medicina em 1983, aos 81 anos. Ela
também descobriu que, dependendo de onde os Tn sao inseridos em um cromossomo,

esses elementos moveis podem alterar reversivelmente a expressdo de outros genes
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(Ravindran, 2012). Existem duas classes de elementos transponiveis que diferem pelo seu

mecanismo de mobilizacdo. A primeira classe esta baseada em um mecanismo de
transcrigdo reversa de uma molécula de RNA e insergéo no local alvo (retrotransposons).
A segunda se baseia na excisdo do segmento de DNA e insergdo do fragmento em outro
local do genoma. O mecanismo de insergdo no genoma € independente da homologia de
sequéncia, portanto, o transposon pode ser inserido em qualquer sitio do genoma
(Beauregard et al., 2008; Partridge et al., 2018). Transposons foram encontrados
associados a ARGs promovendo sua transferéncia para plasmideos conjugativos (Frost et
al., 2005). Por exemplo, os transposons da familia Tn3 s&o disseminadores de ARGs. A
Tn3 consiste em uma familia grande com representantes em quase todos os filos
bacterianos, incluindo proteobactérias, firmicutes e cianobactérias. Os Tn dessa familia,
possuem trés modulos funcionais, o primeiro contém o gene da transposase responsavel
pela catalise e movimentagao do Tn, o segundo contém a resolvase que facilita a replicagao
do Tn, o terceiro mddulo, consiste numa regido que pode abrigar diferentes genes
acessorios como ARGs e fatores de viruléncia. Nessa regido também podem ser
encontrados outros elementos méveis que facilitam ainda mais que o bloco de genes
acessorios seja movido para outros locais do cromossomo.

Existem evidéncias de transposons da familia Tn3 que carregam ARGs como é o
caso do Tn552 que carrega o gene da B-lactamase (Grindley, 2002; Radstrom et al., 1994),
e o Tn917 que carrega genes de resisténcia a macrolideos. Outros transposons dessa
familia, foram associados com ARGs que conferem resisténcia a aminoglicosideos,
vancomicina, tetraciclina, resisténcia a metais pesados como mercurio, genes catabdlicos
de compostos xenobidticos como hidrocarbonetos aromaticos, genes para a degradacéo
de compostos recalcitrantes como tolueno, xilenos e naftaleno que séo usados como fonte
de carbono pelas bactérias hospedeiras. Outras fungcdes associadas aos transposons da
familia Tn3 também incluem os fatores de viruléncia de patégenos. Como é o caso do
TnXO1 do plasmideo pXO1 encontrado no Bacillus anthracis que carrega o operon gerxX
BAC responsavel pela germinagéo de esporos durante a infecgédo (Nicolas et al., 2015).

A principal diferenga entre os transposons e elementos IS € que na verdade, os
transposons que carregam os genes de mobilizagdo e genes acessorios, sdo conhecidos
como transposons compostos, enquanto as IS sao transposons simples pois carregam
apenas genes que codificam transposases que catalisam o movimento dos transposons
(Tansirichaiya et al., 2016).



20
Genes cassetes sdo elementos moveis sem replicagao autbnoma que podem ser

encontrados na forma circular livre, sdo constituidos de ORFs normalmente sem promotor
e séo flanqueados por regides chamadas attC que consiste numa sequéncia conservada
de sitio especifico de recombinagdo. Esses locais de recombinacdo diferem em
comprimento e sequéncia, mas compartilham regides conservadas em suas extremidades
que sao geralmente repeticdes invertidas imperfeitas previstas para formar estruturas de
haste-alca. Genes cassetes podem ser encontrados em forma linear como parte de
integrons onde podem ser expressos, varios genes cassetes podem ser inseridos no
mesmo integron formando uma matriz em tandem, os genes que fazem parte do cassete
podem estar associados a varias fungdes incluindo a resisténcia a antibiéticos e, em muitos
casos, a funcéo desses genes ainda é desconhecida (Partridge et al., 2009).

Integrons se caracterizam por terem um gene da familia intl que codifica
normalmente uma tirosina recombinase especifica do local (Intl), um local de recombinagao
attl adjacente e um promotor Pc que controla a expressao do gene cassete (Fluit & Schmitz,
1999). A recombinase tem a capacidade de inserir o gene cassete por recombinagao entre
os sitios attC x attl, em uma orientag&o de tal modo que o gene cassete pode ser expresso
a partir do promotor Pc. Os integrons foram classificados de acordo com a integrase
associada em Intl, Int2, Int3 e Int4 (Escudero et al., 2015). A importancia dos integrons
reside em sua capacidade de recrutar e expressar gene cassetes em sua estrutura. Por sua
vez, existem integrons associados a transposons, que permite um certo grau de mobilidade
extra entre diferentes locais (Partridge et al., 2009).

Os integrons podem ser transferidos entre as bactérias por plasmideos. Um estudo
recente demonstrou, pela primeira vez, que ARGs em integrons da classe 1 podem ser
encontrados em fagomideos que exibem propriedades hibridas de fagos temperados e
plasmideos. A descoberta de integrons da classe 1 em fagomideos sugere uma rota
anteriormente n&o reconhecida através da qual os fagos podem mediar a disseminagéo de
ARGs associados a genes cassetes (Pfeifer et al., 2022). Outro estudo, também avaliou os
integrons da classe 1 em genomas de fagos virulentos que infectam bactérias ambientais,
usando ensaios de recombinacéo attC x attl em Escherichia coli, e mostraram que sitios
attC transmitidos por fagos podem ser reconhecidos por Intl1 e integrados no sitio attl1.
Esses resultados sugerem que os genes cassetes transmitidos por fagos, tém potencial
para serem recrutados em integrons bacterianos e vice-versa, o que representa uma rota

pouco explorada de HGT entre fagos e bactérias (Qi ef al., 2023).
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Plasmideos s&o moléculas de DNA dupla fita extracromossomicos, autoreplicativos,

presentes em aproximadamente 50% das bactérias (Clark et al., 2019). Na maioria das
vezes sao moléculas circulares, embora ja tenham sido encontrados plasmideos lineares
em Borellia, Streptomyces, Nocardia e Rhodococcus (Dib et al., 2015). O conjunto de todos
os plasmideos de uma espécie ou populagdo microbiana € chamado de plasmidoma
(Walker, 2012).

Os plasmideos possuem uma variedade de aplicagdes na engenharia genética,
como vetores para clonagem de sequéncias de DNA, manipulacao e transferéncia de genes
e para expressao de proteinas recombinantes.

De acordo com a capacidade de auto transmissao, os plasmideos sao divididos em
trés tipos, conjugativo ou auto transmissivel, mobilizavel e ndo mobilizavel. Essas
diferengas ocorrem pela presencga ou auséncia de genes responsaveis pela conjugacao e
mobilizagdo. Os plasmideos conjugativos ou auto transmissiveis s&o constituidos por
quatro moédulos: i) uma regido de origem de transferéncia (oriT), ii) genes das proteinas
relaxases que constitui o médulo MOB (Conjunto de genes de mobilidade), iii) genes de
proteinas de acoplamento do tipo IV (T4CP, Type IV Coupling Proteins) e iv) genes do
aparato do sistema de secrecéo do tipo IV (T4SS, Type IV Secretion Systems) (Burrus,
2017; Grohmann et al., 2018).

Os plasmideos mobilizaveis contém apenas o modulo MOB (com ou sem o T4CP) e
precisam do (MPF, Mating Pair Formation) de um plasmideo conjugativo para se tornar
transmissivel por conjugagéo (Ramsay & Firth, 2017). Os plasmideos n&o mobilizaveis por
sua vez nao possuem nenhum sistema que garanta sua conjugacao ou mobilizagdo, mas
podem ser transferidos por transformacgao ou transducao (Smillie et al., 2010).

Os plasmideos possuem caracteristicas diferentes dos outros MGEs até agora
descritos, como a caracteristica de que sdo elementos autoreplicativos. No entanto, existem
os fagomideos que codificam genes estruturais virais para facilitar a transdugdo de seus
genomas entre hospedeiros, enquanto se replica dentro de bactérias como um plasmideo
(Lobocka, 2004). Os plasmideos podem ter tamanhos aproximadamente entre 1 kpb a 2
Mpb (Galata et al., 2019; Gordon & Christie, 2014). Plasmideos maiores que 500 kpb sao
raramente reportados, mas existem relatos de megaplasmideos em espécies de
Alphaproteobacteria (Gordon & Christie, 2014). Isso indica que a quantidade de genes que
os plasmideos podem abrigar em sua estrutura € muito maior do que a de outros MGEs.
Existem casos em que diferentes transposons e integrons s&o encontrados associados com

plasmideos. Essas associacbes de MGEs facilitam a mobilidade de genes tanto intra,
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quanto inter-gendmica (Diene & Rolain, 2014). Um caso estudado da evolugdo dos

plasmideos € a do grupo IncW, que devido a insergéo de integrons ou transposons foi capaz
de recrutar diferentes genes de resisténcia a antibioticos (Revilla et al., 2008; Partridge et
al., 2018).

1.3. Genes de resisténcia a antibidticos

A resisténcia aos antimicrobianos (AMR, Antimicrobial Resistance) é reconhecida
pela OMS (Organizagdo Mundial da Saude) como uma das 10 principais ameagas a saude
publica mundial (WHO, 2020). Um levantamento estimou que vém ocorrendo de 0,9 a 1,7
milhées de mortes por ano e que esse numero pode aumentar para 10 milhdes até 2050
(Antimicrobial Resistance Collaborators, 2022).

As infecgbes adquiridas em hospitais estdo entre os principais casos de mortalidade
e morbidade, e as crescentes infecgdes por bactérias Gram-negativas MDR (Multidrug-
Resistant) e XDR (Extensively Drug-Resistant) estéo restringindo as op¢des terapéuticas.
Existem relatos que em ambientes hospitalares a taxa de mortalidade por Pseudomonas
aeruginosa é da ordem de 18 a 61%. Alguns estudos revelaram que Acinetobacter
baumannii e outros bacilos Gram-negativos ndo fermentadores estdo se tornando MDR.
Outros exemplos de bactérias problematicas incluem o Staphylococcus aureus resistente a
meticilina (MRSA), o Mycobacterium tuberculosis MDR, que é resistente a rifampicina,
fluoroquinolona e isoniazida e Escherichia coli resistente a colistina e carbapenem, pela
aquisicao dos ARGs mcr-1 e blaNDM-1 (Gandhi et al., 2010; Hu et al., 2016; Mediavilla et
al., 2016). O tratamento de infecgbes associadas a bactérias MDR e XDR ainda é um
desafio que leva a problemas significativos para o controle da infecgao devido as limitagdes
de agentes antimicrobianos eficazes (Mirzaei et al., 2020). O uso indiscriminado de
antibidticos exerce uma pressao seletiva para o aumento de bactérias MDR e XDR que
estdo predominantemente associadas a infecgdes nosocomiais, particularmente em
pacientes imunodeprimidos. Além disso, bactérias MDR tém sido causadoras de infecgbes
adquiridas fora do ambiente hospitalar e, dessa forma, elevando o risco de transmissao na
populacdo (van Duin & Paterson, 2016).

Os ARGs conferem as bactérias mecanismos de resisténcia aos antibidticos, os
quais sao agrupados segundo seu modo de agao tais como:

i) modificagdo ou degradacéo do antibidtico, tais como a hidrélise do anel -

lactdmico catalisada por B-lactamases que ocasionam perda da funcéo de
antibidticos B-lactdmicos como penicilina e carbapenem (Queenan & Bush,



23
2007) ou a acetilagdo por transferases que inativam aminoglicosideos

(Garneau-Tsodikova & Labby, 2016);

ii) alteracao do sitio alvo do antibidtico impedindo a interagdo com a molécula
alvo. Um exemplo € a metilagdo do rRNA que impede a unido de
aminoglicosideos a subunidade 16S do ribossomo (Gutierrez et al., 2012);

iii) protecdo do sitio alvo do antibidtico. A resisténcia a fluoroquinolonas
mediadas pelos genes qnr € um exemplo. As proteinas codificadas por esses
genes sao pentapeptideos repetidos que se associam a DNA girase e a
topoisomerase IV impedindo a ligagdo do antibiotico e gerando niveis
moderados de resisténcia (Vetting et al., 2011);

iv) expressao de variantes de enzimas com baixa afinidade pelo antibiético, mas
que cumprem as mesmas fungdes das enzimas originais. Como exemplo
pode ser mencionado a resisténcia a sulfonamidas através das variantes de
di-hidrofolato redutases sult e sul2 (Skold, 2001);

V) regulagao da expresséo de genes, permitindo as bactérias suportarem baixas
concentragbes de antibidticos por tempos curtos. Acredita-se que esta
resposta é sincronizada com outros mecanismos como a indug¢ao da resposta
SOS. Isso induz mudanga na estabilidade genética da bactéria que permite
explorar fenotipos de maior resisténcia (Handel et al., 2014);

Vi) limitacdo da capacidade de entrada do antibidtico devido a alteracdo em
propriedades da superficie bacteriana;

vii)  aumento da capacidade de efluxo do antibittico pela expressdo de bombas
de efluxo de diferentes classes de antibidticos, contribuindo para o fenétipo
MDR (Reygaert, 2018).

A presenca e abundéncia de ARGs em diferentes ambientes tém sido exploradas.
Por exemplo, a abundancia de ARGs varia entre 10° - 10'! copias/g de peso seco (solido)
no esterco de gado, ou 108 - 102 cépias/mL em aguas residuais (He et al., 2020), valores
comparativamente maiores do que os detectados no solo ou fontes de agua (Ahmed et al.,
2023). Além dos ARGs, os MGEs também s&o amplamente encontrados no esterco animal,
0 que aumenta o risco de disseminagao dos ARGs quando estdo associados a MGEs.
Estudos relataram que a abundéancia de MGEs no esterco animal variou de 10 a 10"°
copias/g de peso seco (Cheng et al., 2021; Fan et al., 2020). Solos enriquecidos com

esterco e irrigados com aguas residuais sao importantes reservatorios de ARGs (Forsberg
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et al., 2012; Cytryn, 2013; Forsberg et al., 2014; McKinney et al., 2018; Van Goethem et al.,

2018).

Outro importante reservatorio de ARGs € o préprio microbioma intestinal humano
(Penders et al.,, 2013). Ha evidéncia de que a alta densidade microbiana nesses
ecossistemas facilite a transferéncia horizontal de ARGs, contribuindo para a disseminagao
da AMR (Penders et al., 2013; von Wintersdorff et al., 2016; Sitaraman, 2018). Em um
estudo metagendmico da microbiota intestinal de humanos e animais de consumo como
bovinos, aves e suinos, foi detectado pela primeira vez na América Latina, ARGs que
codificam carbapenemases, como blaAIM-1, blaCAM-1, blaGIM-2 e blaHMB-1. Esse estudo
€ um exemplo da importdncia da metagenémica como uma ferramenta para rastrear a
colonizacdo de bactérias resistentes em animais produtores de alimentos e humanos
(Carvalho et al., 2022). O conjunto de ARGs em um genoma ou metagenoma € denominado
de resistoma.

Infelizmente a disseminagdo da resisténcia bacteriana aos antibioticos é
desproporcional a descoberta de novos antimicrobianos. A industria farmacéutica vem
fazendo pouco investimento ou até mesmo se retirando da pesquisa e do desenvolvimento
de novos antibioticos por varios motivos, incluindo os altos custos dos ensaios clinicos e a
falta de incentivos financeiros. Além disso, 0 modelo de negdcios mudou, pois qualquer
novo antibidtico ficara restrito ao uso emergencial nos hospitais, que reduz drasticamente

o potencial de lucro (Hegemann, 2023).

1.4. Recuperagao de MGEs em dados metagenémicos

A recuperacdo de MGEs € usualmente realizada usando métodos laboratoriais
laboriosos e dependentes de cultivo microbiano, os quais n&o fornecem uma visao
abrangente do mobiloma (Dib et al., 2015). Como alternativa a esses métodos laboratoriais,
foram desenvolvidas estratégias computacionais capazes de recuperar sequéncias de
MGEs a partir de dados metagendmicos (Jorgensen et al., 2014). Entretanto, a recuperagao
de MGEs a partir de dados metagenémicos shotgun & desafiador, principalmente quando
se trata de plasmideos. Primeiro, porque a proporgéo de reads correspondentes ao DNA
do cromossomo bacteriano € maior em relagdo ao DNA plasmidial (Dib et al., 2015).
Segundo, porque as repeticdes que ocorrem nos plasmideos complicam o processo de
montagem pela formagcdo de quimeras e contigs curtos e prejudicam o processo de
recuperacgao, principalmente quando as amostras s&o sequenciadas com tecnologias HTS
que geram sequéncias curtas (Antipov et al., 2019). Terceiro, os cromideos e o0s
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megaplasmideos (tamanho > 330 kpb) possuem genes essenciais e genes do sistema de

replicagcédo plasmidial, o que complica a distingdo entre plasmideo e cromossomo (Harrison
et al., 2010). Quarto, os plasmideos podem se integrar ao cromossomo bacteriano,
tornando dificil caracterizar computacionalmente os contigs como plasmideos ou
cromossomos (Harrison et al., 2010).

As dificuldades associadas a identificacdo e caracterizagdo de plasmideos podem
explicar parcialmente sua escassez nos bancos de dados como ocorre por exemplo no
RefSeq versdo 203 que em 2020 contava com 63.237 genomas bacterianos, e apenas
5.222 sequéncias de plasmideos (Stockdale, 2022). Com isso, percebemos que ainda nao
existe um conceito computacionalmente bem definido para distinguir um plasmideo de um
cromossomo bacteriano (Rozov et al., 2017).

Existem poucos programas especializados para a recuperagao de plasmideos de
dados metagendmicos e, por essa razdo, sao entdo utilizados programas destinados a
recuperacdo de plasmideos de genomas isolados. Os algoritmos de recuperagao de
plasmideos usam principalmente duas abordagens, a primeira consiste na classificagcao
binaria dos contigs, baseado na comparagao contra uma sequéncia de referéncia, os
contigs podem ser fragmentados em k-mer para depois serem comparados, essa
classificagao prediz a origem do contig, isto €, se é de cromossomo bacteriano ou de
plasmideo. A segunda abordagem consiste na reconstrugdo do plasmideo que também
pode se basear numa referéncia ou em grafos montados (montagem de novo) (Paganini et

al., 2021). A Figura 1 mostra as principais ferramentas de recuperag¢ao de plasmideos.
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Figura 1: Diagrama de Euler mostrando as principais ferramentas de bioinformatica para a predi¢cdo de
plasmideos disponiveis até 2020. Fonte: Paganini et al., 2021.

Entre os programas especializados estdo o MetaPlasmidSpades (Antipov et al.,
2019), Recycler (Rozov et al., 2017), Plasflow (Krawczyk et al., 2018), cBar (Zhou & Xu,
2010), SCAPP (Pellow et al., 2021), PlasmidPicker (a ferramenta esta disponivel em
https://github.com/haradama/PlasmidPicker), RFPlasmid (Linda et al., 2020), PlasClass
(Pellow, Mizrahi & Shamir, 2020) e PPR-Meta (Fang et al., 2019). O MetaPlasmidSpades e
o Recycler sdo capazes de recuperar contigs circulares a partir de grafos de Bruijn
montados com MetaSpades (Nurk et al., 2017). Embora essas ferramentas tenham
revelado uma série de novos plasmideos, sdo relatados muitos falsos positivos,
especialmente em situagées em que a cobertura cromossdémica nao € uniforme (Antipov et
al., 2019). O Plasflow e o cBar usam assinaturas gendmicas e técnicas de aprendizagem
de maquina (Arredondo-Alonso et al., 2018). O Plasflow usa um modelo treinado em rede
neural para distinguir a porcentagem do conteudo GC entre o plasmideo e o cromossomo
do hospedeiro (Krawczyk et al., 2018). O cBar usa um algoritmo de otimizagdo minima
sequencial (SMO, Sequential Minimal Optimization) para distinguir a frequéncia de
pentameros (Zhou & Xu, 2010).

O RFPlasmid usa um classificador Random Forest treinado com uma abordagem
hibrida, identificando genes marcadores cromossémicos e plasmidiais usando banco de

dados de proteinas e frequéncias de pentameros. No entanto, é limitado para apenas 17
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espéecies bacterianas de diferentes taxons nos quais os classificadores foram treinados e

conta com um modelo genérico para os organismos desconhecidos para os dados de
metagendémica (Linda et al., 2020).

O PPR-Meta permite a identificagdo simultdnea de fragmentos de fagos e
plasmideos de metagenomas usando uma Rede Neural Convolucional. Em vez de
frequéncias k-mer, esta ferramenta usa matrizes one-hot para representar sequéncias de
nucleotideos e aminoacidos.

O PlaScope e o PlasmidPicker executam pesquisas k-mer em bancos de dados de
plasmideos de referéncia. Essa estratégia é muito rapida, mas limitada a detectar k-mers
que estdo presentes no banco de dados subjacente.

Semelhante ao cBAR, O miplasmids também depende das frequéncias do
pentdmero, mas usa um modelo de Support Vector Machine (SVM) para determinar a
origem dos contigs para uma unica espécie e contém modelos para Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae e Enterococcus faecium (Arredondo-Alons et al., 2018).

HyAsP e SCAPP usam uma abordagem hibrida, baseados em referéncia e de novo.
HyAsP foi desenvolvido para predizer plasmideos em genomas isolados e se baseia na
identificacdo de uma alta densidade de genes plasmidiais conhecidos em banco de dados
e leva em consideragao a uniformidade do conteudo GC bem como a alta cobertura das
reads (Muller & Chauve, 2019). O SCAPP, por outro lado, € projetado para encontrar
plasmideos em montagens de metagenoma. Esse algoritmo inicia encontrando possiveis
contigs de plasmideo com base em duas estratégias: (1) a busca de genes especificos de
plasmideo usando um banco de dados curado e (2) atribuindo peso a cada contig com base
na saida de PlasClass, um classificador binario baseado em aprendizagem de maquina. O
grafico de montagem € ent&o consultado para encontrar caminhos ciclicos de cobertura
uniforme, semelhante ao Recycler, mas priorizando a inclusdo de contigs com forte
evidéncia de origem plasmidial (Pellow et al., 2021).

O Platon é um pipeline que além de recuperar plasmideos também prediz genes de
resisténcia a antibidticos e usa uma variedade de programas como Prodigal (Hyatt et al.,
2010), Nucmer do pacote MUMmer (Kurtz et al., 2004), BLAST+, DIAMOND (Buchfink et
al., 2015) e banco de dados incluindo o RefSeq de plasmideos (Brooks et al., 2019) e de
cromossomos (Tatusova et al., 2015), PlasmidFinder e UniProt UniRef90 (Apweiler et al.,
2004), aléem de uma base de dados chamada Marker Protein Sequences (MPS) criada pelos
proprios autores do pipeline. A principal diferenga em relacdo ao OriTFinder € que o Platon
usa um novo sistema de métrica que foi chamado pelos autores de Replicon Distribution
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Score (RDS) e que usa uma abordagem estatistica para distinguir se um gene pertence a

um plasmideo ou a um cromossomo.

Outros programas que nao estao indicados na Figura 1 também s&o usados para a
recuperagdo de plasmideos a partir de genomas isolados, entre esses o PlasmidFinder
(Carattoli et al., 2014) e o OriTfinder (Li et al., 2018). O PlasmidFinder consiste em um
banco de dados de grupos de incompatibilidade de plasmideos e usa o BLASTn para
buscar homologia entre esses grupos (Carattoli et al., 2014). Sua principal limitagdo é a
abrangéncia do banco dados que é composto principalmente por replicons de plasmideos
que possuem como hospedeiras as bactérias da familia Enterobacteriaceae, o que € um
fator limitante para sua empregabilidade em estudos metagenémicos (Krawczyk et al.,
2018). A abordagem de pesquisa de similaridade em banco de dados € ampliada no
PLACNET (Plasmid Constellation Network) que também usa o BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) para comparar as sequéncias contra um banco de dados de
referéncia e, em seguida, usa uma analise de rede para reconstruir os plasmideos (Lanza
et al., 2014). No entanto, este programa conta com a curadoria manual dos clusters de
sequéncias obtidos, evitando, assim, seu uso em qualquer pipeline de anotagdo automatica.
Além disso, os resultados obtidos do PLACNET nao sao totalmente reproduziveis e
dependem da experiéncia do usuario (Schwengers et al., 2020).

O OritFinder se baseia na busca por similaridade de regides como OriT, genes de
viruléncia, resisténcia a antibioticos, relaxases, sistemas T4CP, T4SS e grupos de
incompatibilidade (Li et al., 2018; Schwengers et al., 2020). O OriTfinder faz essa busca
contra um banco de dados chamado OriTDB (Li et al., 2018) usando HMMer (Finn et al.,
2011) e variagdes de BLAST. Sua principal limitagdo € que os contigs precisam ser
analisados de um em um, algo que também ocorre no PlasmidFinder.

Cada uma dessas abordagens possui vantagens e desvantagens. Por exemplo, as
abordagens baseadas em variagdes de cobertura do sequenciamento sdo incapazes de
detectar plasmideos com numero de copias iguais ao do cromossomo, enquanto 0s
programas baseados em k-mers, tendem a identificar apenas plasmideos ja conhecidos
(Schwengers et al., 2020). Isso frequentemente leva a distintos perfis em termos de
sensibilidade e especificidade, que muitas vezes sédo tendenciosos para uma das métricas.
Como isso impacta na analise conduzida, uma escolha deve ser feita entre classificagdes

conservadoras ou mais agressivas (Arredondo-Alonso et al., 2017).
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1.5. Prospec¢ao de ARGs em dados metagenémicos

A prospeccédo de ARGs em dados gendmicos e metagendmicos tem se beneficiado
da existéncia de banco de dados de ARGs como o CARD (The Comprehensive Antibiotic
Resistance Database) (Alcock et al., 2020) e o ARDB (Antibiotic Resistance Genes
Database) (Liu & Pop, 2009), os quais foram desenvolvidos a partir das analises em fontes
como o Genbank (Benson et al., 2018) e o PDB (Protein Data Bank) (Zou et al., 2015). A
pesquisa por homologia nestes bancos é feita com uso de ferramentas de bioinformatica
como BLAST (Altschul et al., 1990), DIAMOND (Buchfink et al., 2015), Bowtie2 (Langmead
& Salzberg, 2012) e RGI (Resistance Gene Identifier) (McArthur et al., 2013).

O CARD é um banco de dados curado atualizado mensalmente e associado ao ARO
(Antibiotic Resistance Ontology) que descreve os mecanismos de resisténcia dos ARGs,
seus alvos moleculares, suas mutagdes e os fendtipos associados. Para a analise de ARGs,
conta com os algoritmos BLAST e RGI. A primeira versdao do CARD foi desenvolvida em
2013 (McArthur et al., 2013) com o proposito de reunir e organizar todos os ARGs
conhecidos que atuam em diferentes classes de antibidticos. Esses ARGs eram
principalmente encontrados em genomas de patdgenos isolados a partir de casos clinicos.
No entanto, nos ultimos anos ARGs encontrados em metagenomas de diversos ambientes
também passaram a ser incluidos no CARD (Alcock et al., 2020).

Em 2018 foi publicado o DeepARG (Arango-Argoty et al., 2018), uma ferramenta
baseada em técnicas de deep leanning para a prospeccdo de novos ARGs em dados
metagendmicos e que usa features de ARGs obtidas a partir de um banco de dados curado
chamado DeepARG-DB que reune informacdes de ARGs dos bancos de dados CARD,
ARDB e UNIPROT. Em 2019 os autores do DeepARG desenvolveram um pipeline chamado
nanoARG com interface web (Arango-Argoty et al., 2019) que integra o deepARG como
algoritmo de prospeccédo de ARGs além de outros mdédulos: i) para a prospecgéo de genes
de resisténcia a metais pesados (MGRs, Metal Resistance Genes) que utiliza o DIAMOND
para a analise de similaridade de proteinas contra um banco de dados curado chamado
BacMet (Antibacterial Biocide and Metal Resistance Genes); ii) para a prospecgao de genes
associados a MGEs como transposase, integrase e recombinase usando analise de
similaridade também com o DIAMOND e I-VIP (Integron Visualization and Identification
Pipeline) contra o banco de dados néo-redundante do NCBI (National Center for
Biotechnology Information); iii) para a classificagdo taxonémica dos contigs usando a
ferramenta Centrifuge, um classificador metagenédmico rapido e preciso que usa BWT
(Burrows-Wheeler Transform); iv) para a classificagdo de patdgenos incluindo os
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pertencentes ao grupo ESKAPE (Enterococcus faecium, Staphylococcus aureus, Klebsiella

pneumoniae, Acinetobacter baumannii, Pseudomonas aeruginosa e especies de
Enterobacter) que séo responsaveis por uma porcentagem substancial de infecgdes
nosocomiais dificeis de tratar. Além disso, o nanoARG permite ver a co-ocorréncia entre

ARGs, MRGs, MGEs e patogenos bacterianos (Arango-Argoty et al., 2019).

1.6. Compostagem termofilica

A compostagem é uma técnica usada para acelerar a decomposi¢gdo da matéria
organica mediada por microrganismos (Jurado et al., 2014). No processo da compostagem
a matéria organica sélida biodegradavel é convertida em “composto” estavel do tipo humus
que pode ser manuseado, armazenado e utilizado como biofertilizante. A decomposigao
bioxidativa que ocorre nesse processo € realizada por uma complexa comunidade de
microrganismos (microbiota), cuja composi¢éo e estrutura variam dependendo de fatores
como temperatura, pH, aeragdo, umidade e caracteristicas dos substratos organicos (Insam
& de Bertoldi 2007). O metabolismo microbiano impulsiona alteragbes de pH e o rapido
aumento da temperatura, que pode atingir até 80°C, dependendo do tipo de compostagem
(Gajalakshmi & Abbasi, 2008; Lopez-Gonzalez et al., 2013; Lopez-Gonzalez et al., 2015).
O estudo do microbioma da compostagem tem sido importante tanto para elucidar as vias
de degradagdo de biomassa lignocelulésica como para a descoberta de novos
microrganismos, novos genomas, Novos genes e novas vias metabdlicas, demonstrando a
surpreendente diversidade microbiologica e genética associada a compostagem (Partanen
et al., 2010; Martins et al., 2013; Jurado et al., 2014; Lopez-Gonzalez et al., 2015; Antunes
et al., 2016; Amgarten et al., 2017; Braga et al., 2021; Guima, 2021).

A compostagem é considerada uma alternativa eficaz e bastante econémica para o
tratamento de residuos orgéanicos, inclusive com a eliminagdo de patdgenos, os quais ndo
sobrevivem a fase termofilica do processo (Gajalakshmi & Abbasi, 2008). Durante esse
processo, observa-se a redugcdo de ARGs e MGEs preé-existentes na matéria organica
utilizada como substrato (Wang et al., 2017; Zhang et al., 2017; Ezzariai et al., 2018; Gou
et al., 2018; Liao et al., 2018; Zhou et al., 2019; Zhang et al., 2020b). Porém, dependendo
das condigdes de compostagem, alguns tipos de ARGs podem persistir (Zhang et al., 2015),
0 que representa risco de disseminacao para o meio ambiente. Por exemplo, ARGs (acrB,
qnrS2, blaCTX-M-1 e vanC) e MGEs (intl2, tnpA-6) podem ser removidos, enquanto outros,
por exemplo ermF, sull, tetX, aadA, intl3, IS26 e 1S1247, persistiram ou se recuperaram
durante a fase de resfriamento (Cao et al., 2020). Uma das possiveis razdes por tras do
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enriquecimento desses genes pode ser a remogao parcial de potenciais bactérias

hospedeiras, porque mudangas na dinamica bacteriana foram consideradas como o
principal fator bidtico para a reducdo de ARGs (Du et al., 2019). Bactérias dos filos
Proteobacteria e Actinobacteria s&o consideradas uma importante fonte de ARGs, exibem
resisténcia a multiplos antibiéticos e sua abundancia foi observada na fase de maturidade
do processo de compostagem (Ahmed et al., 2023).

O resistoma da compostagem tem sido investigado através de qPCR (Zhou et al.,
2019) e abordagens metagenémicas (Su et al., 2015; Xie et al., 2016; Wang et al., 2017,
Liao et al., 2018; Zhang et al., 2020b). Entretanto, ainda s&o poucos os estudos com
analises abrangentes e integradas do repertorio completo de ARGs e MGEs e da co-
ocorréncia de ARGs com MGEs na compostagem.

O Parque Zoolégico de Sdo Paulo (S&o Paulo, Brasil) utiliza a compostagem para
tratamento dos residuos organicos como esterco dos animais, restos de alimentagao dos
animais, e residuos de podas de arvores e dos jardins do parque, que inclui um fragmento
de Mata Atlantica Trata-se de uma compostagem termofilica que tem duragdo de
aproximadamente 90 dias para producdo do composto maduro, o qual € usado como
fertilizante nas hortas que produzem os vegetais para alimentagdo dos animais (Martins et
al.,, 2013; Ramos et al., 2019). Analises utilizando dados de metagendmica shotgun
revelaram a enorme diversidade microbiana da compostagem do Parque Zooldgico de Séo
Paulo e seu potencial funcional, principalmente aquele relacionado a degradagéo da
biomassa lignoceluldsica, tanto a partir de sequéncias ndo-montadas como a partir de
contigs e MAGs (Martins et al., 2013; Antunes et al., 2016; Lemos et al., 2017; Braga et al.,
2021; Guima, 2021). Porém, o conteudo de MGEs e seu potencial funcional, incluindo a

presenga de ARGs, foram pouco explorados nestes conjuntos de dados metagenémicos.

2. OBJETIVOS

Estabelecer uma metodologia de analise para identificar o repertério de MGEs,
principalmente plasmideos, e de ARGs na compostagem termofilica do Parque Zooldgico
de Sao Paulo utilizando-se distintas ferramentas computacionais para a recuperacao e
identificacdo de MGEs e de ARGs a partir de dados de metagenémica shotgun de short
reads.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Conjunto de dados metagenémicos de amostras da compostagem

Os conjuntos de dados de metagenémica e de metatranscritbmica utilizados neste
trabalho sdo de amostras coletadas ao longo do processo de compostagem de uma
composteira do Parque Zoologico de Sdo Paulo denominada ZC4 e foram obtidos em
trabalho anterior de nosso grupo (Antunes et al., 2016).

A composteira ZC4 foi montada em 05/08/2013 e foram coletadas amostras nos dias
1,3,7,15, 30, 64, 67, 78 e 99. No dia 63 a pilha foi revirada para aeracéo. O processo de
compostagem de ZC4 apresentou um perfil termofilico, com temperaturas entre 60°C e
75°C até o dia 78, e ~50°C no dia 99 (Antunes et al., 2016). O DNA total dessas amostras
foi extraido e submetido ao sequenciamento short reads na plataforma lllumina MiSeq
(formato de 500 ciclos com reads de extremidades pareadas (PE) com tamanho de 250 pb).
O RNA total dessas mesmas amostras também foi extraido (exceto da amostra do dia 67)
e sequenciado nas plataformas lllumina MiSeq e lllumina HiSeq2500 (formato de 200 ciclos
com reads de extremidades pareadas (PE) com tamanho maximo de 100 pb). Os
procedimentos de coleta, processamento destas amostras e de sequenciamento na
plataforma lllumina estdo detalhados em Antunes et al., 2016. Os metagenomas e
metatranscritomas das amostras de ZC4 foram explorados em estudos anteriores quanto a
composicao, estrutura e potencial funcional da comunidade bacteriana a partir de contigs e
de MAGs bacterianos recuperados (Antunes et al., 2016; Braga et al., 2021).

3.2. Ferramentas de bioinformatica e bancos de dados

As ferramentas de bioinformatica e bancos de dados utilizados para analises de
MGEs e ARGs nos metagenomas da compostagem ZC4 estdo listados na Tabela 1. A
descricdo suscinta dessas ferramentas esta apresentada adiante.

Tabela 1: Ferramentas computacionais utilizadas nas analises de MGEs e ARGs

Ferramental/versao Fungao

Fastqc 0.11.9; Multiqc 1.12 Analise de qualidade das reads
Trimommatic 0.39 Trimagem de reads

MetaSpades 3.15.3 Montagem de contigs

Metaquast 5.1.0 Analise de qualidade de contigs
Reformat/BBMap 38.94 Filtragem de contigs por tamanho

MetaPlasmidSpades 3.14.1 Recuperacao de contigs de plasmideos



Plasflow 1.1
Recycler 0.7

Platon 1.6

Scapp 0.1.4

Barrnap 0.9
Filterbyname/BBMap 38.94
Cd-hit-est 4.8.1
MetaGeneMark 3.26
Blastp
Nucmer/MuMmer 4.0
Bowtie2 2.5.1
Isescan 1.7.2.3
Integron_finder 1.5.1
RGI-bwt 6.0.0

RGI 6.0.2

RefSeq 2022

COG 2020
DEG 2020
CARD 2021

Recuperacao de contigs de plasmideos
Recuperacao de contigs de plasmideos
Recuperacao de contigs de plasmideos
Recuperacao de contigs de plasmideos

Busca genes de rRNA

Remocao de contigs com genes de rRNA
Agrupamento de contigs

Busca de ORFs

Anotacao

Analise de similaridade

Mapeamento de reads

Buscade ISe Tn

Busca de integron

Busca de ARGs por mapeamento de reads

Busca de ARGs em contigs

Banco de dados de sequéncias de aminoacidos e de
nucleotideos de plasmideos

Banco de dados de genes ortdlogos de procariotos
Banco de dados de genes essenciais de procariotos
Banco de dados de ARGs
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3.2.1. Analise de qualidade das reads

A qualidade das sequéncias (reads) foi analisada com os programas FASTQC

(Andrews, 2010) e Multigc (Ewels et al., 2016). A trimagem das sequéncias foi realizada
com Trimommatic (Bolger et al., 2014), com o parametro: PE R1.fastq R2.fastq -baseout
R.fastqg HEADCROP:15 SLIDINGWINDOW:5:20 MINLEN:50 CROP:235. Somente as reads

com qualidade = 20 e tamanho = 50 pb foram mantidas para as proximas analises.

3.2.2. Montagem de novo

O conjunto de reads de cada amostra foi montado separadamente em contigs com
MetaSpades (Nurk et al., 2017), com o parametro: --meta -k 21, 33, 55, 77, 99, 113, 117,
121, 127 -1 R1.fastq -2 R2.fastq (-k corresponde ao tamanho do kmer). A qualidade da
montagem foi avaliada com Metaquast (Mikheenko et al., 2016). Ap6s a montagem e
analise de qualidade da montagem, foi realizada a separagdo dos contigs por tamanho
usando o programa reformat do pacote BBMap (Bushnell, 2014). Foram obtidos dois
conjuntos de contigs, o primeiro contendo contigs com tamanho de 300 pb a < 1 kpb, e o
segundo contendo contigs = 1 kpb.
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3.2.3. Recuperagao de contigs de plasmideos

A recuperacgao de contigs potencialmente de plasmideos foi realizada somente nos

contigs = 1 kpb utilizando-se cinco ferramentas diferentes:

i) MetaPlasmidSpades (Antipov et al., 2019), com o parametro: --plasmid -k 21,
33, 55, 77, 99, 113, 117, 121, 127 -1 R1.fastq -2 R2.fastq. E importante
destacar que o programa MetaPlasmidSpades faz uma nova montagem a
partir das reads filtradas. Contigs < 1 kpb foram descartados;

ii) Plasflow (Krawczyk et al., 2018), com o parametro: --threshold 0.9 (equivale a
0.9 de probabilidade de uma sequéncia ser de plasmideo);

iii) Recycler (Rozov et al., 2017), com o parametro: -g assembly-graph.fastg -k
55 -b alinhamento.sort.bam. Foi usado como entrada um arquivo .fastg
contendo grafos montados com MetaSpades e um arquivo .bam contendo o
alinhamento ordenado das reads contra os contigs montados. O arquivo .bam
foi preparado com o auxilio do programa BWA (Li e Durbin, 2009) e Samtools
(Li et al., 2009);

iv) Platon verséo 1.6 (Schwengers et al., 2020), com parametros padrao;

V) Scapp (Pellow et al. 2021), com paréametros padréo.

3.2.4. Busca de genes de rRNA

Nos contigs recuperados pelas 5 ferramentas de recuperagdo de plasmideos foi
realizada uma busca por genes de rRNA com a ferramenta Barrnap (Seemann, 2013), com
parametros padrao. Os contigs que tinham pelo menos um gene de rRNA foram removidos
do conjunto de contigs recuperados e foram considerados como contigs de cromossomos.
Removemos esses contigs porque levamos em consideragao que genes de rRNA ndo sao
normalmente encontrados em plasmideos. Entretanto, ja foi relatado em Aureimonas sp.
um operon de rRNA em um pequeno plasmideo com um alto numero de cépias (Anda et
al., 2015). A remocgao foi realizada com o programa filterbyname do pacote BBMap
(Bushnell, 2020).

3.2.5. Agrupamento de contigs recuperados por mais de uma ferramenta

Os potenciais contigs de plasmideos recuperados por mais de uma ferramenta,
foram agrupados com o programa cd-hit-est (Weizhong & Adam, 2006). Como argumento,

foi fornecido o valor 1 para o parédmetro -c, o que permitiu agrupar somente os contigs com
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100% de identidade, independentemente do tamanho. Apenas um contig de cada grupo e

recuperado pelo menos com duas ferramentas foi selecionado. Nos grupos onde havia
contigs com tamanhos diferentes, foi selecionado o contig maior. Os grupos contendo
apenas um contig, foram desconsiderados, uma vez que os contigs desses grupos néo
foram recuperados por mais de uma ferramenta sendo portanto removidos do conjunto de
contigs recuperados e foram considerados como pertencentes a sequéncias de

cromossomaos.

3.2.6. Anotagao

Os contigs recuperados com mais de uma ferramenta e sem genes de rRNA, foram
submetidos ao programa MetaGeneMark (Zhu et al., 2010) para a identificagcdo de ORFs.
Para verificar a existéncia de genes essenciais, as ORFs foram comparadas contra as
proteinas de bactérias do banco de dados DEG (Database of Essential Genes) (Luo et al.,
2014) atualizado em 2020. A anotagdo da ORFs foi realizada por meio da comparagéo
contra as proteinas n&o-redundantes de plasmideos do RefSeq (NCBI Reference
Sequence Database) seguido de uma comparacdo adicional para verificar a categoria
funcional das ORFs contra o banco de dados COG (The Clusters of Orthologous Genes)
(Galperin et al., 2021) atualizado em 2020. As comparagdes foram realizadas com Blastp
(Altschul et al., 2009). Em todas as comparacdes foi usado como critério de similaridade e-
value < 1e-6 e bitscore > 50 conforme sugerido por Pearson (2013). A analise foi realizada

com auxilio de script em Python verséo 3.9 (Van & Drake, 2009).

3.2.7. Busca de plasmideos conhecidos com Nucmer

Os contigs que permaneceram no conjunto de contigs recuperados apos 0 processo
de anotagao foram submetidos a um alinhamento global, usando o programa Nucmer do
pacote MUMmer (Kurtz et al., 2004) com parédmetros padréo, contra o banco de dados
RefSeq de nucleotideos de plasmideos (Brooks et al., 2019). Foram considerados como
contigs de plasmideos conhecidos aqueles que tinham identidade e cobertura = 90%. Os
contigs sem similaridade aceitavel, foram considerados como potenciais plasmideos

desconhecidos.
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3.2.8. Busca de plasmideos conhecidos com Bowtie2

Para verificar a existéncia de plasmideos conhecidos nos metagenomas, as reads
foram mapeadas contra o banco de dados RefSeq de nucleotideos de plasmideos usando
Bowtie2 (Langmead & Salzberg, 2012), com o parametro: -a --no-unal --sensitive. As
sequéncias com cobertura de mapeamento = 90% foram consideradas como pertencentes
a plasmideos conhecidos. O resultado foi comparado com o resultado da analise de
similaridade descrita acima com Nucmer para verificar plasmideos ja conhecidos entre os

contigs.

3.2.9. Busca de ISs, Transposons e Integrons

As buscas por outros elementos genéticos moéveis como ISs, Transposons e
Integrons foram realizadas nos contigs de plasmideos conhecidos e desconhecidos, assim
como também no conjunto de contigs considerados como sendo de cromossomos. As
ferramentas usadas na busca foram: Isescan (Xie & Tang, 2017) para IS, e Transposons e
Integron_finder (Cury et al., 2016) para Integrons, ambas com parémetros padréo.

3.2.10. Prospeccao de ARGs

A prospeccao de ARGs foi realizada nas reads e em todos os contigs = 300 pb, o
que inclui os contigs de plasmideos como também os contigs de cromossomos. Para isso,
foram usados os algoritmos RGI-bwt (Guitor et al., 2019) e RGI respectivamente integrado
ao banco de dados CARD (Alcock et al., 2020).

3.2.11. Verificagao de contigs de plasmideos repetidos em mais de uma amostra

Para verificar se um contig de plasmideo se repete em mais de uma amostra (dia)
da composteira ZC4, foi realizado o mapeamento das reads de todas as amostras contra
os contigs de plasmideos recuperados. Para isso foi usado o programa Bowtie2 (Langmead
& Salzberg, 2012). O contig com 100% de cobertura em mais de uma amostra foi

considerado como contig que se repete nos dias da compostagem.

3.2.12. Andlise de genes expressos em contigs de plasmideos

As reads do metatranscritoma da compostagem (amostras da série temporal da

composteira ZC4) foram submetidas aos programas FASTQC (Andrews, 2010) e
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Trimommatic (Bolger et al., 2014) para analise de qualidade e trimagem. Reads com

qualidade = 20 e comprimento = 50 pb foram mapeadas usando Bowtie2 contra as ORFs
identificadas com o programa MetaGeneMark nos contigs de plasmideos conhecidos e
desconhecidos. As ORFs que tiveram cobertura de mapeamento = 90%, foram
consideradas como genes expressos, sendo calculado o valor de RPKM (Reads per kilo
base per million mapped reads) de cada gene para cada amostra usando a formula (Scholz,
2022):

RPKM = numReads/(genelLength/1000*totalNumReads/1000000)

numReads - numero de reads mapeados no gene
genelength - tamanho do gene

totalNumReads - total de reads mapeadas da amostra

As ORFs consideradas expressas, foram anotadas com blastp contra o RefSeq de
proteinas de plasmideos. Essa etapa permitiu apontar os genes de contigs de plasmideos

preditos como expressos ao longo do processo de compostagem.

4. RESULTADOS
4.1. Fluxograma de analise dos dados de metagenémica e metatranscritomica

Para identificar e caracterizar o repertorio de MGEs, principalmente plasmideos, e
de ARGs na compostagem termofilica do Parque Zooldgico de S&do Paulo, estabelecemos
o fluxograma apresentado na Figura 2 para analise de reads de metagenémica shotgun e
de metatranscritbmica. Este fluxograma foi definido apds diversos testes que nao estao
descritos aqui e que possibilitaram ajustes e melhorias na recuperagéo e identificagdo dos
MGEs, com énfase nos plasmideos.

4.2. Processamento das reads de metagendmica shotgun da compostagem
4.2.1. Analise de qualidade de reads e trimagem

Na etapa de analise de qualidade e trimagem das reads brutas de metagendmica
shotgun, observamos mais de 10% de diferenca na proporcao de bases AT e CG nas 14
bases iniciais e nas 6 bases finais. Esta € uma anomalia caracteristica da metodologia de
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sequenciamento, uma vez que o esperado é que ao longo da read a proporgao de AT e GC

seja concordante. Observamos em algumas reads das amostras até 0,6% da base N (base
indeterminada) em diferentes posi¢gdes ao longo das reads, com uma maior frequéncia no
inicio da read. Nao foi detectada nenhuma read super-representada > 1%. Foi detectado
uma baixa presenga do adaptador transposase Nextera (< 1%) em algumas reads das
amostras, principalmente na extremidade final das reads. O tamanho das reads variou entre
37-251 pb, sendo que a maioria das reads tinha o tamanho entre 247-251 pb. A média de
qualidade das reads variou entre 2-38 (Phred score), sendo que reads com qualidade > 20
eram as mais abundantes.

Apoés a trimagem, a diferenga maior do que 10% na proporgéo de bases AT e GC
nao foi mais observada. A porcentagem da base N passou a ser 0, 0 mesmo ocorreu com
os adaptadores. O tamanho das reads mudou para 52-235 pb, com a maioria ficando com
o tamanho entre 232-235 pb. A média de qualidade das reads passou a ser maior que 23
Phred Score, com uma grande frequéncia de reads com qualidade entre 28-38 Phred Score.
A Figura 3 mostra a proporgéo de AT e GC ao longo das reads, a distribuigdo de tamanho
das reads e a média de qualidade das reads antes e apds o processo de trimagem.
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Figura 2: Fluxograma de analise dos dados de metagenémica e metatranscritdmica.
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Figura 3: Diferencas observadas nas amostras entre as reads brutas e as reads trimadas.

A1 — existéncia de anomalia na proporcdo de AT e GC nas extremidades das reads. A2 — auséncia da
anomalia ap6s trimagem; B1 — (em laranja) tamanho inicial das reads; B2 — (em verde) tamanho das reads
apos trimagem; C1 — média da qualidade inicial das reads; C2 — média da qualidade das reads apods trimagem.
Os graficos foram gerados com o MultiQC (Ewels et al., 2016).

O conjunto de reads brutas pareadas totalizou 56,3 milhdes de reads, variando de
4,1 milhées (amostra do dia 01) até 11,2 milhdes (amostra do dia 78) (Antunes et al., 2016).
A porcentagem das reads duplicadas foi de até 3,5%. A média do conteudo GC variou entre
58-64% e a média do tamanho das reads variou entre 150-229 pb.

Apds o processo de trimagem, restaram 46,6 milhdes das reads pareadas, o que
corresponde a 82,7% do conjunto inicial. O valor minimo e maximo por amostra ficou em
3,5 milhdes (amostra do dia 67) e 8,2 milhdes de reads (amostra do dia 78),
respectivamente. Houve diminuicdo das reads duplicadas em todos os dias. Nao houve
variacao na média do conteudo GC em relacdo ao observado para as reads brutas. O
tamanho médio das reads diminuiu e variou entre 125-186 pb. A estatistica geral das reads
brutas e trimadas estao apresentadas na Tabela 2.

A Figura 4 mostra a variagdo do conteudo GC nas reads das amostras da série
temporal. No dia 01 e no dia 64, observa-se uma variagdo maior do conteudo GC tanto nas
reads brutas como nas reads trimadas. Possivelmente isso reflete a maior variedade e
abundancia de microrganismos mesofilicos, coincidente com a menor temperatura
verificada (abaixo de 55°C) nestas amostras (Castaldi et al., 2005; Antunes et al 2016;
Ramos et al., 2019).
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Tabela 2: Estatistica geral das reads brutas e reads trimadas.

Reads brutas Reads trimadas
Dia/Reads % Dups % GC Tamanho Seqgs % Dups % GC Tamanho Seqgs
01/R1 1,0 59 206 4.1 0,8 59 186 3,7
01/R2 0,9 59 206 41 0,8 59 180 3,7
03/R1 1,8 62 229 4,7 1,5 62 163 4,0
03/R2 1,5 63 229 4,7 1,4 62 152 4,0
07/R1 3,4 61 179 4,6 2,9 60 162 3,7
07/R2 2,8 61 181 4,6 2,6 60 151 3,7
15/R1 2,8 62 175 7,2 2,4 62 134 5,9
15/R2 2,6 62 178 7,2 2,3 62 125 5,9
30/R1 2,0 63 197 4.8 1,7 63 153 41
30/R2 1,7 63 199 4,8 1,6 62 144 41
64/R1 1,5 58 205 7,2 1,3 58 182 6,5
64/R2 1,4 59 206 7,2 1,2 57 176 6,5
67/R1 1,2 61 186 4,2 1,0 60 167 3,5
67/R2 1,0 61 188 4,2 0,9 60 156 3,5
78/R1 3,5 63 150 11,2 2,7 63 138 8,2
78/R2 3,3 63 154 11,2 2,5 63 127 8,2
99/R1 1,6 64 171 8,3 1,3 64 146 6,9
99/R2 1,5 64 171 8,3 1,2 64 141 6,9

R1 corresponde as reads forward; R2 corresponde as reads reverse; Dups — é a porcentagem das reads
duplicadas; GC é a porcentagem do conteudo GC; Tamanho é a média do tamanho das reads (nt); Seqs — é
a quantidade de reads em milhdes.
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Figura 4: Conteudo GC nas reads das amostras da série temporal da compostagem.

As amostras dos dias 01 e 64 que apresentaram maior variagao do conteiido GC estdo destacadas em verde.
O Gréfico foi gerado com o MultiQC (Ewels et al., 2016).
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4.2.2. Montagem de contigs

Foram montados aproximadamente 2,6 milhdes de contigs a partir das sequéncias
metagendmicas de todas as amostras da série temporal da composteira ZC4 utilizando-se
o programa MetaSpades (Nurk et al., 2017). A menor quantidade de contigs montados
ocorreu no dia 07 com 181,71 mil, e a maior quantidade ocorreu no dia 64, com 512,89 mil
(Tabela 2, Figura 5A). A profundidade média de cobertura na maior parte dos contigs foi <
4x (Figura 5B). Foi observado que em todas as amostras, os contigs com tamanho menor
que 1 kpb (128 pb a 149 kpb) foram mais abundantes (91,1%) e apenas ~235 mil tiveram o
tamanho = 1 kpb, o que equivale a 8,9% do total dos contigs montados (Figura 5C). A média
do conteudo GC variou entre 58-65% nas amostras. Com um pico de 68%. Da mesma
forma como ocorreu com o conteudo GC das reads, nos contigs, a variagao do conteudo
GC também foi maior nos dias 01 e 64 mostrados com as linhas vermelho claro e vermelho
escuro respectivamente na Figura 5D.
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Figura 5: Montagem dos contigs a partir das reads de cada amostra da série temporal da compostagem.
Quantidade (A), profundidade média de cobertura (B) tamanho (C) e média do conteddo GC (D) (dias 01, 03,
07, 15, 30, 64, 67, 78 e 99). O tamanho cumulativo dos contigs esta indicado no eixo y dos graficos em A e
B. Os graficos foram gerados com o Quast (Gurevich et al., 2013).



43
O valor de N50 (tamanho do menor contig dos contigs mais longos que juntos

cobrem 50% do total dos contigs que foram montados em cada amostra) e L50 (numero de
contigs que cobrem 50% do total dos contigs montados em cada amostra) foi avaliado para
verificarmos a porcentagem de fragmentagédo (L50%) do conjunto de contigs em cada
amostra. Quanto maior o valor de L50% (L50% = (L50*100)/Total de contigs) e menor o
tamanho de N50, mais fragmentados € o conjunto de contigs. A tabela 3 mostra que o
menor tamanho de N50 (526 pb) e 0 L50% € 32,6% foi verificado na montagem da amostra
do dia 67. No dia 78 podemos observar que o N50 é de 678 pb e seu L50 é 24,8%. Em
resumo, os resultados indicam que contigs de maior tamanho foram montados a partir das

reads do dia 78 e os de menor tamanho sdo do dia 67.

Tabela 3: N50 e L50 dos contigs montados por amostra da compostagem.

Dia Numero de contigs maior contig (pb) N50 (pb) L50 L50 (%)
67 199336 41050 526 65020 32,6
01 312072 54692 553 92800 29,7
64 512890 50357 567 154869 30,2
30 240662 93873 603 68864 28,6
99 384799 84524 623 110268 28,7
03 280081 75769 625 71513 25,5
15 217441 48830 629 60139 27,7
07 181713 106795 643 45727 25,2
78 318599 149225 678 78977 24,8

As amostras 67 e 78 estdo destacadas para indicar a ocorréncia da maior e da menor fragmentagao,
respectivamente.

4.3. Recuperagao de potenciais contigs de plasmideos

A recuperacao de potenciais contigs de plasmideos foi realizada com 5 ferramentas
distintas, que usam diferentes abordagens. A Tabela 4 mostra a quantidade de contigs

recuperados pelas distintas ferramentas.

Tabela 4: Quantidade de contigs recuperados por ferramenta.

Dia Plasflow MetaPlasmidSpades Platon Recycler Scapp
01 1908 488 97 6 5
03 2074 736 37 11 7
07 1115 467 10 13 5

15 1581 470 20 15 8
30 1611 509 5 10 3
64 3610 1079 66 30 19
67 800 302 19 16 7
78 2804 867 10 8 4
99 3244 777 11 8 4

Total 24896
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Ao todo foram recuperados 24896 contigs como sendo de plasmideos. A maior

quantidade foi recuperada com Plasflow seguido de MetaPlasmidSpades. Scapp foi a
ferramenta que recuperou a menor quantidade de contigs. Em relacdo ao tamanho dos
contigs recuperados, MetaPlasmidSpades foi a ferramenta que recuperou os maiores
contigs a partir dos dados de todos os dias da compostagem, sendo o maior de 395 kpb
recuperado no dia 67 (Figura 6). E importante destacar que o MetaPlasmidSpades faz uma
nova montagem, o que explica a recuperacéo de contigs maiores do que os obtidos com
outras ferramentas que utilizaram a montagem realizada com MetaSpades descrita no item
4.2.2. O maior contig recuperado pelo Plasflow foi de 93,8 kpb no dia 30. Com o Platon, o
maior foi de 84 kpb no dia 99. Para Recycler e Scapp, o tamanho dos contigs n&o passou
de 50 kpb (Figura 6).
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Figura 6: Tamanho (pb) dos contigs recuperados pelas 5 ferramentas que foram usadas.

4.3.1. Identificacao de genes de rRNA em contigs recuperados

Ao todo foram identificados 417 genes de rRNA em 301 contigs. Foram encontrados
os genes dos RNA 5S, 16S e 23S nas quantidades 140, 141 e 136 respectivamente. Em
88 contigs havia mais de 1 gene de rRNA e em 23 contigs estavam presentes os trés genes
simultaneamente. A maior quantidade de contigs contendo genes de rRNA foram aqueles
recuperados com MetaPlasmidSpades (366 genes), seguido pelo Plasflow (48 genes).

Apenas 3 contigs recuperados com Recycler tinham esses genes e nas demais ferramentas
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nao houve nenhum caso positivo (Tabela 5). Os contigs contendo genes de rRNA foram

removidos do conjunto de contigs recuperados restando ainda 24595 contigs.

Tabela 5: Quantidade de genes de rRNA encontrados em contigs recuperados como sendo de plasmideos.

Ferramenta Quantidade de genes rRNA
MetaPlasmidSpades 366

Plasflow 48

Recycler

Platon

Scapp

Total 417

4.3.2. Agrupamento de contigs recuperados

Utilizamos o cd-hit-est para agrupar os contigs 100% idénticos, resultando em 23280
grupos. Apenas 652 grupos continham contigs recuperados por mais de uma ferramenta.
De cada grupo dos 652, foi selecionado o maior contig como representante. Identificamos
que 93 desses contigs tinham a forma circular com tamanho de 1 a 84 kpb e os 559
restantes tinham a forma linear, com tamanho de 1 a 395 kpb. A discriminag&o entre contig
circular e linear foi identificada com Platon. Apenas 17 contigs foram recuperados com as
cinco ferramentas, 20 foram recuperados com quatro e 30 com trés. Os 585 contigs
restantes, foram recuperados apenas com duas ferramentas, principalmente com
MetaPlasmidSpades e Plasflow. As ferramentas Platon e Recycler foram as mais

frequentes na recuperagao dos contigs, como mostrado na Figura 7.
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Figura 7: Quantidade de contigs de plasmideos recuperados inicialmente por mais de uma ferramenta.
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4.3.3. Busca de ORFs em contigs recuperados por mais de uma ferramenta

Em 3 dos 652 contigs recuperados por mais de uma ferramenta nao foi encontrada
nenhuma ORF, sendo que dois eram circulares e um era linear. Estes contigs sem ORF
eram pequenos, com tamanho < 1,7 kpb, e foram desconsiderados nas proximas analises.
Nos 649 contigs restantes foram encontradas 17112 ORFs e estes contigs foram
submetidos a anotacdo com trés bancos de dados. Obtivemos 17013 ORFs alinhadas com
as sequéncias de referéncia, dos quais 8571 (50%) apresentaram similaridade contra as
proteinas do DEG, 13201 (77%) contra o RefSeq e 12925 (76%) contra o COG, com e-
value < 1e-6 e bitscore > 50. Desta forma, 13840 ORFs apresentaram similaridade
aceitavel, das quais 8509 contra os trés bancos de dados (Figura 8).
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Figura 8: Diagrama de Venn dos 17112 ORFs encontrados em 649 contigs recuperados inicialmente
Similaridade e-value < 1e-6 e bitscore > 50 contra trés bancos de dados.

Observamos que a frequéncia de genes essenciais identificados pelo DEG nos
contigs circulares foi menor do que nos contigs lineares (Figura 9). A frequéncia de genes
essenciais por contig circular na maioria das vezes variou de 0 a 20%. Por outro lado, nos
contigs lineares a frequéncia variou de 0 a 100% com uma maior ocorréncia entre 50%-
60%. Os pontos discrepantes nos contigs circulares, correspondem a alguns contigs com
tamanho < 3,5 kpb com uma frequéncia de genes essenciais > 20%. Segundo Samuel &

Sebastian (2015), genes essenciais, como aqueles codificadores de proteinas estruturais
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ou relacionados a fungbes metabdlicas basicas, raramente estdo localizados em

plasmideos.
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Figura 9: Comparacao da frequéncia de genes essenciais entre contigs circulares e lineares.

Nos contigs com frequéncia de até 100% de genes essenciais, as categorias
funcionais E, J, M, R, C e G foram as mais abundantes (em ordem decrescente), e as
categorias T, H, L, K, O, P, I, S, D, V, F, N e X, aparecem com abundéancia intermediaria.
As categorias U, Q, Z, A e W foram menos abundantes. N&do houve nenhum caso de genes
classificados nas categorias B e Y (Figura 10). Consideramos como nivel mais abundante
todas as categorias com abundéancia de genes = 800, nivel intermediario com abundéncia
entre 200 a < 800 e menos abundante < 200.
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Figura 10: Distribuigdo da frequéncia de genes (niumero de genes) por categoria funcional (COG).

J - Tradugéo, estrutura ribossdmica e biossintese; A - Processamento e modificagdo de RNA; K - Transcrig&o;
L - Replicagéo, recombinacao e reparo; B - Estrutura e dindmica da cromatina; D - Controle do ciclo celular,
divisao celular, particdo cromossomica; Y - Estrutura nuclear; V - Mecanismos de defesa; T - Mecanismos de
transdugdo de sinal; M - Parede celular/membrana/biosintese do envelope; N - Motilidade celular; Z -
Citoesqueleto; W - Estruturas extracelulares; U - Trafego intracelular, secregéo e transporte vesicular; O -
Modificagdo pds-traducional, renovagao de proteinas, chaperonas; X - Mobiloma: profagos, transposons; C -
Producdo e conversdo de energia; G - Transporte e metabolismo de carboidratos; E - Transporte e
metabolismo de aminoacidos; F - Transporte e metabolismo de nucleotideos; H - Transporte e metabolismo
de coenzimas; | - Transporte e metabolismo lipidico; P - Transporte e metabolismo de ions inorganicos; Q -
Biossintese, transporte e catabolismo de metabdlitos secundarios; R - Fungédo geral; S - Fungdo
desconhecida.

Suzuki et al. (2019), analisaram o plasmidoma do microbioma do intestino humano,
e revelaram que as categorias X, S, P, V e U sdo mais abundantes em plasmideos do que
nos cromossomos bacterianos, e a categoria G que corresponde ao transporte e
metabolismo de carboidratos € mais abundante nos cromossomos do que nos plasmideos.
Observamos que a maior parte dos contigs lineares que recuperamos como potenciais
plasmideos tinham uma grande quantidade de genes que codificavam para a categoria G,
a qual esta fortemente associada com os genes essenciais. Assim, optamos por separar 0s
contigs pelo tipo de categoria funcional e darmos preferéncia para os contigs com alta
frequéncia das categorias que possuem uma forte relagdo com os plasmideos,
principalmente a categoria X.

Buscamos uma forma de separar os contigs por categoria funcional, e verificamos
que a medida que removemos os contigs por quantidade de genes essenciais, a frequéncia
das categorias funcionais tende a diminuir. Porém os contigs que contém os genes que
codificam para a categoria X ndo diminuem na mesma propor¢gdo do que 0s contigs que

possuem 0s genes para as demais categorias, como pode ser visto na Figura 11. Por
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exemplo, quando removemos os contigs contendo 50% de genes essenciais, a frequéncia

da categoria X é ainda de 90%, enquanto as demais categorias ficam entre 19% (categoria
J) e 49% (categoria V). Observamos que a categoria J € a mais afetada praticamente em
todos os casos. A categoria L tende a ser menos afetada entre 55% e 15%. Esses
resultados indicam que os contigs que possuem a categoria X estdo menos associados
com 0s contigs que possuem as demais categorias e por meio da presencga da categoria X
€ possivel selecionar com mais chance de acerto os potenciais contigs de plasmideos. Na
Figura 11, as categorias Z, A, W, B e Y foram omitidas por terem sido pouco representadas
(< 10 genes).
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Figura 11: Diminuicdo da frequéncia da categoria funcional (eixo y) a medida que os contigs sao
removidos pela frequéncia (%) de genes essenciais (eixo X).

Outra observagdo que também nos chamou a atengdo foi a distribuicdo das
categorias pelo tamanho dos contigs (Figura 12). Verificamos que a categoria X esta mais
presente nos contigs menores. Por exemplo, em contigs com tamanho de até 5 kpb, a
categoria X é representada por 70 genes, e a medida que o tamanho dos contigs aumenta,
0 numero dessa categoria tende a diminuir, ao ponto que a partir do tamanho de 50 kpb, a
ocorréncia da categoria X é muitissimo reduzida.
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A categoria L € a segunda mais presente nos contigs menores que 5 kpb, no entanto,

observamos que essa categoria ndo diminui a medida que os contigs aumentam de
tamanho (Figura 12). A maioria das categorias estava mais presente nos contigs com
tamanho de 10 a 70 kpb, no entanto, as categorias J, M, C e E, foram encontradas

principalmente nos contigs maiores.
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Figura 12: Distribuigdo da frequéncia de categorias funcionais (COG) por tamanho dos contigs.

No eixo y sdo mostradas 3 colunas que correspondem da esquerda para a direita: Qtd. Bases — quantidades
de bases; Qtd. Contigs — quantidade de contigs; Intervalo do tamanho dos contigs. Varios intervalos foram
omitidos pela auséncia de contigs.

4.4. Selecao de contigs de plasmideos

Levando em consideragdo a anotagao, a frequéncia das categorias funcionais, a
forma (circular ou linear) e tamanho dos contigs filtramos manualmente os contigs com
caracteristicas mais aceitaveis de plasmideos, principalmente aqueles que continham
genes responsaveis pela manutengéo e replicacdo plasmidial como os genes parA, parB,
repA, repB, repL e repM que ja estdo bem descritos na literatura (Nazir et al., 2020),
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relaxases como das familias MobA e MobL (Monzingo et al., 2007), proteinas do sistemas

de secrecao tipo IV (T4SS) e proteinas de acoplamento tipo IV (T4CP) (Wallden et al, 2010).
A distribuicdo dos genes por categoria funcional (COG) no conjunto de contigs filtrados (230

contigs listados no Anexo 1) esta mostrada na Figura 13.
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Figura 13: Distribuicdo da frequéncia de genes (nimero de genes) por categoria funcional (COG) apds
a adogéao de um filtro manual dos contigs caracteristicos de plasmideos.

Apos o filtro manual adotado para a selecédo dos contigs de plasmideos, sem que a
proporcao de 40% dos genes na categoria X fosse alterada, observamos uma redugao de
287 para 115 genes classificados nesta categoria (Figuras 10 e 13). A redug&o deve-se ao
fato de que 24 contigs foram removidos por corresponderem a sequéncia de bacteridfagos
(codificam proteinas estruturais como capsideo e cauda de virus, além de outras proteinas
como replicases e terminases).

Assim como ocorreu com a categoria X, apos o filtro, a frequéncia das categorias K,
L, V, N, U, R e S foram menos afetadas. Por outro lado, as categorias J, M, C, G, E
terminasse F foram mais afetadas em comparagcdo com os valores iniciais mostrados na
Figura 10. Apds a selegao manual, obtivemos 230 contigs sendo 78 circulares com tamanho
entre 1 kpb a 13,6 kpb e 152 contigs lineares com tamanho entre 1 a 19,6 kpb (Anexo 1).

4.4.1. Anotacao dos contigs de plasmideos

A anotagao dos 230 contigs de plasmideos revelou que 47% das proteinas anotadas
correspondem a proteinas hipotéticas e proteinas sem similaridade, isso mostra que ainda



52
existe uma grande fragdo de proteinas desconhecidas que podem ser futuramente

exploradas. Das proteinas com similaridade nos bancos de dados, as transposases da
categoria X, proteinas de particédo e inicio de replicagdo plasmidial, recombinagao e reparo
de DNA da categoria L e proteinas relacionadas com o mecanismo de defesa da categoria
V foram as mais abundantes. A alta abundéancia de genes de transposases em contigs com
tamanho de até 5 kpb pode explicar o grande indice de fragmentag&o dos contigs na etapa
de montagem ja que s&o sequéncias flanqueadas por repetigdes que dificultam a montagem
de contigs longos (Claire et al., 2022). Na Tabela 6 est&o as principais anotagdes que foram

realizadas.

Tabela 6: Anotacao dos contigs de plasmideos.

Gene

Atividade

Fungéo

srtR

*

YafQ/VapC/RelE/ParE/RelB/Din
J/RatA

*

XRE regulacao transcricional
Transposase
Toxina-antitoxina

Tipo P ATPase

Estresse oxidativo e fator de
viruléncia
Transposicao de DNA

Manutengéo plasmidial

Translocagao de cadmio

YgaP Tiossulfato sulfurtransferase Destoxificagcdo de cianeto

TerB Telurito resistente Resisténcia antimicrobiana

XcpX T2SS Pseudo pilina

MobA/MobL Relaxase Conjugagao plasmidial

YqgE/AlgH Regulacao transcricional Fator de viruléncia

YitT/sigB Regulagao transcricional Tolerancia a estresse

WYL dominio Regulagao transcricional Estresse e reparo do DNA

CopG Regulagao transcricional Controle gie numero do copias
de plasmideos

LexA Regulagao transcricional gﬁf’f)osm SO (repeio e

SoxR Regulagao transcricional Redox

PadR regulagao transcricional Des,tc_JX|f|cagéo G EEkiE
fendlicos

ArsR/SmtB Regulacao transcricional Seecsgﬁztnacgoaeri[;?asissepzrga dos

MerR Regulacao transcricional Resisténcia ao mercurio

MarR Regulagao transcricional Estresse e viruléncia

LysR Regulagao transcricional Viruléncia e quorum sensing

IcIR Regulagao transcricional Degra}d_agao de compostos
aromaticos

GntR Regulagao transcricional P_atoﬂger_nmdade ¢ fator de
viruléncia

ArsR Regulagao transcricional Resposta ao estresse metalico

TonB Receptor externo da Trans,pprte de compostos

membrana aromaticos

TauE/SafE Proteina de membrana gtlaus)igx?ﬁczgglct)c))

PrsW proteina de membrana Resposta ao estresse

LysE Proteina de membrana Transporte de metais pesados

repL/repM/repB/repA/parA/parB
Lnu(P)

Proteinas de ligacdo ao DNA

Nucleotidiltransferase

Particdo e manutengao
plasmidial
Resisténcia a lincosamida



NERD

PilB/PilD/PilQ/PilV/PilT/pilO/pilH/
pilG/pilM

UvrD

YheC/YheD

LanM (type II)
EgtB

AS-482

HicB (type II)

*

*

IstB

*

MBL

M48

RuvX

Trbl (type F)
TssG/TssF
RnfH

*
*
*

*

GspH/FIimT
RecN/ RadC

DinB
APH(6)/APH(3)
Sul1

Nuclease pXO1 de Bacillus
anthracis

Pilus tipo IV

Helicase

Esporulacéo

DNA metiltransferase
Biosintese de lantipeptide
Biosintese de ergotioneina
Biosintese de bacteriocina
Antitoxina

CRISPR-cas

dissulfeto isomerase
T6SS

Fator de viruléncia

Motilidade e reconhecimento
de célula receptora

Reparo de DNA sob Luz UV
Mecanismo de defesa
Metilagdo de DNA
Antimicrobiano

Sulfurizacdo oxidativa
Antimicrobiano

Mecanismo de defesa
Mecanismo de defesa
ATPase AAA

Integrase

IS21-like element helper
ATPase
Manganés-catalase
Metalohidrolase
Metaloprotease

Resolvase

Conjugacao plasmidial
Sistema de secregao tipo VI
Fixagc&o de nitrogénio
Recombinagao de DNA
fago antirepressor

Reducéo de nitrito
Oxidacéao de cobre
Transporte de magnésio
Pseudo pilina

Reparo de DNA
Destoxificacdo dependente de
tiol

Efluxo de arsénio
Resisténcia a
aminoglicosideos
Resisténcia a sulfonamida

* genes (ORFs) sem nomes

Genes codificadores
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de proteinas de regulacdo transcricional associados a

diferentes formas de estresse, fatores de viruléncia, reparo de DNA, destoxificacdo de

compostos como acidos fendlicos, transporte e degradagdo de composto aromaticos e

resisténcia contra metais pesados como mercurio foram abundantes. Por outro lado, em

menores quantidade foram encontrados genes de proteinas de oxidagao de cobre, fixagao

de nitrogénio, reducado de nitrito, transporte de magnésio, antirepressor de fago, enzimas

de restricdo, integrase, resolvase, metaloprotease, manganés-catalase, e resisténcia a

sulfonamida.

Em quantidades intermediarias estavam, as proteinas YafQ, VapC, RelE, RelB,

ParE, DinJ YoeB, e RatA do sistema toxina-antitoxina do tipo Il. Esse sistema foi associado

a manutencao plasmidial e ja foram reportados em plasmideos de aguas subterraneas por
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Kothari et al., (2019) e em ambientes extremos por Perez et al., (2021). YoeB e RelE séo

toxinas do tipo RNase dependentes de ribossomos que se ligam diretamente ao sitio A do
ribossomo, onde clivam o mRNA associado ao ribossomo (Page & Peti, 2016). Com alta
frequéncia foram identificados os genes repL, repM, repB e repA responsaveis pela
replicagdo plasmidial e os genes parA e parB reportados em plasmideos de baixo numero
de coépias que atuam no mecanismo de particio como nos plasmideos P1, P7, p42d,
PMOL28 e PRiA4b (Bignell & Thomas, 2001).

Proteinas associadas a resisténcia contra o cadmio, arsénio e telurito foram
identificadas e foram anotadas como proteinas de membrana, principalmente aquelas que
estdo integradas a bombas de efluxo. A destoxificagdo de cianeto e sulfito pode ocorrer
pela atividade de tiossulfato sulfurtransferase e bombas de efluxo, respectivamente, e tais
componentes foram anotados nos contigs de plasmideos. Também foram anotados genes
de proteinas relacionadas com o sistema de defesa CRISPR-cas1-8, metilagdo do DNA,
esporulacdo, reparo de DNA induzido por luz UV, resposta ao estresse oxidativo,
resisténcia enzimatica de aminoglicosideos e lincosamida, assim como proteinas de
biossintese de antimicrobianos como lantipeptideo e bacteriocinas. Foram identificadas
proteinas pertencentes ao sistema de secrecéo tipo VI (T6SS) e tipo Il (T2SS), genes PilB,
PilD, PilQ, PilV, PIIT, pilO, pilH, pilG e pilM de proteinas que formam o pilus tipo IV (T4P,
Type IV Pilus). Esse pilus esta associado com diferentes comportamentos da bactéria,
incluindo motilidade, formacao de biofilme, secrecdo de proteinas e quimiotaxia, fator de
viruléncia e reconhecimento da célula receptora (Craig et al., 2019). Proteina relaxase do
tipo MobA/MobL e dissulfeto isomerase codificado pelo gene Trbl encontrado em
plasmideos, também foram anotadas. O gene Trbl foi relatado por Maneewannakul et al.
(1992), e faz parte do sistema de secregado tipo IV (T4SS) que é responsavel pela
conjugacao plasmidial. Também foram anotadas proteinas que participam da biossintese e
transporte pela membrana de acido félico (vitamina B12) assim como também aquelas
envolvidas no metabolismo de compostos aromaticos como fendis. Outras proteinas que
nao sdo mostradas na Tabela 6 também foram identificadas como a thiol-disulfide
oxidoreductase (envolvida na atividade antioxidante), enzimas de degradacgao de acidos
graxos de cadeia longa, produto proteico da ORF-3, do gene virA encontrado normalmente
no plasmideo pRiA4 da bactéria Agrobacterium rhizogenes, responsavel pela tumorigénese
em plantas (Endoh et al., 1990).
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4.4.2. Contigs de plasmideos recuperados na forma circular

Como ja mencionado, recuperamos 78 contigs de plasmideos circulares. A seguir
descrevemos alguns desses contigs e os genes que foram anotados.

Os contigs p617 [NODE_617_length_5550_cov_11.193067], encontrado na amostra
do dia 01, e p1234 [NODE_1234_length_5548] da amostra do dia 64, ambos com 5,5 kpb
séo bastante similares (99% de identidade e 100% de cobertura). A diferenca entre eles &
de apenas duas bases, pois p1234 n&do tem duas adeninas, uma na posi¢cao 1706 e a outra
na posicao 4454. A forma circular e a presenga do gene parA indicam fortemente que esses
contigs sao de origem plasmidial. Diante da alta similaridade entre as sequéncias,
consideramos que eles correspondem ao mesmo plasmideo (um desses contigs nao foi
excluido na etapa inicial que removeu contigs 100% idénticos e manteve o representante
maior). Esse plasmideo, ainda n&o foi reportado na base de dados do NCBI.

A Figura 14 apresenta as caracteristicas do p617, incluindo as repetigdes do
plasmideo localizadas em regides opostas, numa distancia de 1022 bases uma da outra.
Fora das regi6es repetidas, foram encontrados dois genes repA diferentes com tamanho
de 735 e 879 bases respectivamente. Este plasmideo contém o gene MerR (associado com
a resisténcia ao mercurio e regulagdo transcricional) que também foi encontrado em contigs
lineares. No p617 este gene esta integrado entre repeticdes duplas (Figura 15).

No plasmideo p617 também foram encontrados cinco sitios de restricdo para as
enzimas BamHI, EcoRI e Pstl (Figura 16). O sitio EcoRI esta localizado dentro de um dos
genes parA e o sitio Pstl esta localizado dentro do outro gene parA. Também foram
encontradas quatro repeticdes em tandem triplamente repetidas com tamanho de 9 bases,
sendo que trés dessas repeticdes correspondiam a sequéncia TTGTTGTTG, e uma
correspondia a sequéncia CGCCGCCGC. Pelo tamanho e caracteristicas das repeticoes,
supomos que se trata de sequéncias que correspondem a microssatélites. Houve um caso
no qual as repetigdes CGC e TTC foram localizadas respectivamente nas extremidades de
um dos genes repA.
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Figura 14: Plasmideo p617 circular, encontrado no dia 01 contendo repeticdes em regides opostas
(segmento em preto) integrando genes de resisténcia ao mercurio (seta laranja).
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Figura 15: Contig p617 mostrado em forma linear com repeticdes que contém o gene MerR
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Na amostra do dia 15, recuperamos um contig circular com tamanho de 2,8 kpb.

Esse contig tem um gene repA e um gene MerR ambos integrados numa sequéncia

bastante similar a regido dos plasmideos p617 e p1234, inclusive, quanto aos sitios de

restricdo BamHlI, EcoRl e a repeticdo em tandem TTGTTGTTG, além de duas sequéncias

diretamente repetidas de 127 bases com 100% de identidade, uma localizada no inicio do

contig e a outra no final. Esse contig também n&o apresentou nenhuma similaridade com o

banco de dados do NCBI. Por tanto se trata de um plasmideo desconhecido e o chamamos

de p2134 (Figura 16), sendo que pode ter alguma relagdo com o plasmideo p617.
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Figura 16: Comparagéo entre o plasmideo p617 encontrado no dia 01 e 64 e o plasmideo p2134 encontrado
no dia 15.

Outros 3 plasmideos circulares (p180, p1522 e p611) que recuperamos estao
esquematizados na Figura 17. No plasmideo circular p180 de 7 kpb foram anotados os
genes MerR de resisténcia ao mercurio, gene de recombina¢cado de DNA e DndB associado
com a protecdo do DNA a estresses ambientais como temperatura, salinidade, presséo,
UV, raio X, metais pesados e pH (Yang et al., 2017). No plasmideo p1522 de 3,4 kpb,
observamos a ocorréncia simultdnea do gene repA e de um gene que codifica uma
integrase, indicando que esse plasmideo pode adquirir novos genes com diferentes
fungdes. No plasmideo circular p611 de 11 kpb, os genes ArsR e SmtB responsaveis pela
regulacao transcricional, conferem resisténcia a metais pesados, genes TauE e SafE que
participam no efluxo de sulfito, o gene Ygap associado com a destoxificagao de cianeto,
proteina MBL metalo-hidrolase (que pode estar associada com a resisténcia a beta-
lactamicos), proteina nitrito redutase e transposase que pode estar facilitando a

disseminagao desses genes para outros plasmideos
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Figura 17: Plasmideos ainda desconhecidos carregando genes acessorios que podem favorecer a célula
hospedeira sobre estresse ambiental.

4.4.3. Contigs de plasmideos recuperados na forma linear

Alguns contigs de plasmideos que foram recuperados na forma linear estao
esquematizados na Figura 18. Nos contigs lineares p491 de 12 kpb e p606 de 6 kpb foram
anotados genes de Lantibidticos tipo Il que possuem atividade antimicrobiana (Huan &
Wilfred, 2012) e os genes AbiEii e AbiGii do sistema de toxina tipo IV que protege as
bactérias da propagacdo quando s&o infectadas por bacteriofagos (Dy et al., 2014).
Também foram anotados genes de transposases. Os genes de relaxases, que consistem
em proteinas responsaveis pela mobilizacdo do DNA, toxina-antitoxina tipo I, proteinas de
transporte de cianeto, efluxo de metais pesados e redox transcricional foram anotados nos
contigs p691 e p700, ambos com cerca de 9 kpb. A presenga de genes de proteinas de
mobilizacdo, particado e inicio de replicacdo plasmidial € um forte indicativo que esses
contigs sé&o de plasmideos. Em outros contigs lineares menores foram anotados genes de
resisténcia a metais pesados, como arsénio e mercurio, resisténcia contra aminoglicosideos
e sulfonamidas, recombinases, proteinas de particdo e conjugagcao plasmidial e stress

oxidativo.


https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Huan++Wang
https://pubs.acs.org/action/doSearch?field1=Contrib&text1=Wilfred+A.++van+der+Donk
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Figura 18: Anotagao de contigs de alguns plasmideos recuperados na forma linear.

4.4.4. Identificacao de plasmideos conhecidos nos contigs de plasmideos

As analises para verificarmos a ocorréncia de plasmideos ja conhecidos no conjunto
final de 230 contigs recuperados dos metagenomas da compostagem ZC4 foram realizadas
com o Nucmer contra a base de dados de plasmideos do RefSeq que contava com 22796
sequéncias de nucleotideos com tamanho de 1 kpb a 500 kpb. Sequéncias da base de
dados com tamanho < 1 kpb e > 500 kpb foram desconsideradas, porque ndo permitem
uma classificagdo confiavel e raramente correspondem a plasmideos (Schwengers et al.,
2020). Nesta analise foram recuperados 32 contigs lineares com tamanho de até 2,7 kpb e
identidade = 90% contra regides curtas de 2392 plasmideos da base de dados com
tamanho de 2,7 a 499 kpb. A maior cobertura observada foi de 50,9% que ocorreu com um
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plasmideo de 2,7 kpb da base de dados. Observamos que um mesmo contig tinha alta

similaridade contra varias regides de um mesmo plasmideo da base de dados, assim como
também tinha alta similaridade a regides de outros plasmideos, sendo que tais contigs
correspondiam a genes frequentes em plasmideos. Uma minoria de contigs tiveram
alinhamentos unicos. Na maior parte estes contigs codificavam proteinas hipotéticas,
transposases, proteinas de inicio de replicacdo de plasmideos, resisténcia a antibidticos e
recombinases. Em uma menor propor¢do codificavam proteinas de conjugagao,
mobilizacdo plasmidial e sistemas de toxina-antitoxinas.

Com outra estratégia para pesquisar a existéncia de plasmideos conhecidos nos
metagenomas da compostagem, fizemos o alinhamento das reads de cada uma das
amostras de ZC4 contra a base de dados de plasmideos do RefSeq, utilizando a ferramenta
Bowtie2. Nesta analise, apenas 11 plasmideos da base de dados tiveram cobertura de
mapeamento = 90%, com 52 a 970 reads alinhados por plasmideo (Tabela 7). A maioria
desses plasmideos tinha tamanho entre 2,4 a 4,3 kpb, sendo que apenas o plasmideo
NZ_CP048309.1 tem tamanho maior (24,5 kpb). Os plasmideos NZ_LN873256.1 e
NZ_LN873255.1 diferem apenas em um par de bases e carregam um gene de resisténcia
a aminoglicosideos.

Alguns plasmideos foram detectados em mais de uma amostra da série temporal da
compostagem. Por exemplo, o plasmideo NZ_CP050431.1 esta presente em 8 amostras
da compostagem, exceto na amostra 67. O plasmideo NC_022993.1 esta presente em 3
amostras. A maioria desses plasmideos sao circulares e depositados como sequéncias
completas no RefSeq. Apenas o plasmideo NZ_CP035326.1 tem estrutura linear. O
plasmideo NZ_CP048309.1 carrega um gene de resisténcia aos beta-lactamicos.

Dos 11 plasmideos mapeados com Bowtie2, 4 também foram encontrados na
analise com Nucmer. Nos casos em que nao foram encontrados contigs associados com
os plasmideos mapeados, uma possivel explicagao € que os contigs para esses plasmideos
tinham tamanho < 1 kpb e foram excluidos da analise. Dessa forma, concluimos que
Bowtie2 (que usa reads) mostrou ser mais adequado na busca por plasmideos ja
conhecidos do que o Nucmer (que usa contigs).



61

Tabela 7: Plasmideos conhecidos encontrados pelo mapeamento das reads com Bowtie2.

Plasmideos no RefSeq Forma Tamanho Reads Amostra
. do Dia
* NZ_LN873256.1 Acinetobacter Iwoffii strain ED23 35 plasmid pALWED1.8 circular 4135 540 64
* NZ_LN873255.1 Acinetobacter johnsonii strain LS47 1 plasmid pAJOLS1.1 circular 4136 526 64
* NZ_LN873255.1 Acinetobacter johnsonii strain LS47 1 plasmid pAJOLS1.1 circular 4136 102 67
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 737 01
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 603 03
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 358 07
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 642 15
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 625 30
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 489 64
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 970 78
NZ_CP050431.1 Acinetobacter baumannii PM194188 plasmid pPM194122_6 circular 2419 879 99
NZ_CP048309.1 Escherichia coli strain 9 plasmid p009_E circular 24518 752 01
* NZ_CP042565.1 Acinetobacter baumannii strain E47 plasmid pE47_009 circular 2427 238 64
NZ_CP035326.1 Escherichia coli strain BR12 DEC plasmid unnamed1 linear 3019 238 01
NZ_CP035326.1 Escherichia coli strain BR12 DEC plasmid unnamed1 linear 3019 52 03
NZ_CP032129.1 Acinetobacter chinensis WCHAc010005 plasmid p3_010005 circular 4353 132 64
NZ_CP019571.1 Clostridium perfringens strain CP15 plasmid pCP15_4 circular 2421 67 64
*NC_022993.1 Geobacillus sp. 610 plasmid pGTD7 circular 3279 166 07
*NC_022993.1 Geobacillus sp. 610 plasmid pGTD7 circular 3279 463 15
*NC_022993.1 Geobacillus sp. 610 plasmid pGTD7 circular 3279 237 64
NC_019049.1 Escherichia coli plasmid pCM959 circular 4012 102 01
NC_004341.2 Weissella cibaria plasmid pKLCB circular 3353 179 64

*Plasmideos encontrados também com Nucmer no conjunto de 230 contigs de plasmideos recuperados
(Anexo 2).

4.5. Analise de contigs de plasmideos ao longo da compostagem ZC4

Os 230 contigs de plasmideos foram usados como referéncia para o mapeamento
das reads do metagenoma shotgun de cada uma das amostras da série temporal da
compostagem ZC4. Observamos que 40 contigs estdo presentes em mais de uma amostra
e foram mapeados com 100% de cobertura e que 3 contigs estao presentes em 7 amostras
(Figura 19). A maioria dos contigs repetidos em mais de uma amostra sdo pequenos (< 5
kpb). Os contigs > 5 kpb foram encontrados principalmente em apenas duas amostras,
como ocorre com os contigs NODE_100, NODE_359 e NODE_444 de 16 kpb, 13 kpb e 11
kpb, respectivamente. Esse resultado mostra que reads de diferentes amostras podem
mapear significativamente contra os contigs de plasmideos montados a partir de uma
determinada amostra, o que ¢é indicativo da presenga desse potencial plasmideo ao longo

da série temporal da compostagem.
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Sample_reads med_reads med_mapq
1 3 7 15 30 64 67 78 99

NODE_1397_length_3760_cov_4.795486 1045 27,45
NODE_17168 _length 1180 _cov_1.096866 49 357
NODE_27209 length 1152 _cov_2.168780 485 30,15
NODE_991 length_1752_cov_45.847385 2995 1,685
NODE_447 length_1376_cov_11.542034 262 31,6
NODE_462_length_1269_cov_42.211033 4215 40,8
NODE_506_length_9432 cov_4.282644 1693 36,4
NODE_7734 length_1679_cov_2.768686 1415 33,25
NODE_3953_length_2894 cov_54.498374 728 34,8
NODE_725_length_1702_cov_11.055873 1586 30,5
NODE_344 length_5197 cov_2.734122 879 31,9
NODE_4796_length_1944 cov_1.079252 3325 34,45
NODE_6247_length_2254 cov_2.414669 316 29,25
NODE_191 length_5920 cov 10.379078 1976,5 26,9
NODE_825_length_3040_cov_5.986955 718 40,35
NODE_260_length_5782_cov_4.368877 7135 33,95
NODE_1894 |ength_2079_cov_5.146004 440 35,5
NODE_274 length_4893 cov 2.712757 594 27,9
NODE_15978 length_1097 cov_7.485567 368 17,65
NODE_284 length_10520_cov_2.872222 21705 38,15
NODE_4051_length_2095_cov_1551321 1315 30,5
NODE_11094 length 1343 cov_1.349507 445 38,95
NODE_131 length_11861 cov_6.132947 3893 36,25
NODE_970_length_1963_cov_41.703704 1028 29,9
NODE_757 length_2456 cov_2.702877 345 33,1
NODE_9355 length 1800 cov_11.285714 388 39,05
NODE_100_length_16567_cov_2.851764 1206 41,85
NODE_238_length_15396_cov_3.965158 1658 41,2
NODE_479 length_1624 cov_13.430862 565 40,3
NODE_762_length_5978_cov_5.425568 11645 28
NODE_4257 length_2760_cov_2.615064 2105 25,3
NODE_2132_length_1970_cov_4.397179 181 30,6
NODE_20080 _length_1300_cov_9.886616 751 29,4
NODE_5574 length 1814 cov_2.399526 3195 38,55
NODE_268_length_1833_cov_5.685220 5485 285

NODE_646_length_5910 cov_3.265433
NODE_728 length_3122_cov_15.366277
NODE_359 length_13923_cov_3.897724
NODE_444 length_11980_cov_3.287100
NODE_15341 length 1455 cov 2.677711

9235 38,45
29475 31,55
9914 332
9955 41,35
2015 27,058

Figura 19: Contigs de plasmideos que sucedem nas amostras em serie temporal da compostagem.

O mapeamento de reads do metagenoma shotgun cada amostra contra os contigs de plasmideos foi feito
com Bowtie2 (100% de cobertura de mapeamento). med_reads = mediana do nimero de reads; med_mapq
= mediana da média da qualidade de mapeamento. A detecgdo do contig na amostra (dias da compostagem)
esta destacado em verde.

4.6. Analise de genes expressos em contigs de plasmideos

As reads do metatranscritoma foram mapeadas contra as ORFs dos 230 contigs de
plasmideos recuperados e o RPKM (Reads Per Kilobase Million) para cada ORF foi
calculado. Em 82 contigs obtivemos mapeamento em 511 ORFs com 90% de cobertura

(Figura 20) que representam 221 proteinas diferentes.
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Figura 20: Avaliagao de ORFs plasmidiais expressas na compostagem.
Cada ponto representa uma ORF na qual reads do metatranscritoma de cada amostra foram mapeados.
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A maioria das ORFs teve um RPKM < 25000 em todas as amostras. As que tiveram

o RPKM = 25000, foram identificados como transposases associadas com as 1S26, ISL3,
1IS1182, 1S256, 1S481, integrase, recombinase, proteinas de conjugacao plasmidial tipo F,
trbC e virB2, proteinas associadas com a destoxificagdo, producdo de bacteriocinas e
ferrodoxina.

As ORFs com RPKM menores foram identificadas associadas com arsenato
redutase, esporulagéo, proteinas de pilus tipo 4, CRISPR, oxido redutase, manganase,
catalase, proteinas do sistema toxina antitoxina, efluxo de arsenito, resisténcia a antibiotico
principalmente a sulfonamida, proteinas de inicio de replicagdo e particdo plasmidial,
resisténcia a mercurio e proteinas integrantes a sistemas de transporte pela membrana

possibilitando o efluxo de compostos téxicos.

4.7. Busca de ISs e Transposons

Fizemos a busca de IS e de transposons em contigs de plasmideos e de
cromossomos. Encontramos 5267 ISs em contigs de cromossomos e 74 em contigs de
plasmideos. Estas ISs correspondem a 209 ISs distintas pertencentes a 26 familias. Destas

18 pertencem tanto aos contigs de plasmideos como de cromossomos (Figura 21).
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Figura 21: IS em contigs de plasmideos e/ou de cromossomos.
(**) — Familias de IS em contigs de plasmideos e de cromossomos. (*) — Familias de IS somente em contigs
de cromossomos.
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As familias 1S3, 1S21 e IS256 sdo as mais abundantes e estdo presentes tanto em
contigs de plasmideos como em contigs de cromossomos. Por outro lado, as familias
ISAZO13, 1S607, ISKRA4 e I1S1 sdo menos abundantes e estdo presentes somente em
contigs de cromossomos.

Em contigs de plasmideos, encontramos varias I1Ss da familia IS3 préximas a genes
de multicobre oxidase, de LysR (regulacao transcricional) e de lantibiotico dehydratase. A
IS364 da familia IS5 foi identificada préxima a genes da familia ANT(3”) que confere
resisténcia aos aminoglicosideos. A 1IS195 da familia IS256 foi encontrada proxima a genes
do sistema toxina antitoxina do tipo Il, MBL fold metallo hydrolase, nitrito redutase,
desintoxicagcéo de cianeto, resisténcia ao arsénio por regulagéo transcricional dos genes
ArsR e SmtB, exportacao de sulfito e translocacdo de cadmio.

Nos contigs de cromossomos, encontramos apenas a IS176 da familia IS3 proxima
a um gene da familia ANT(3"), confirmando que ha poucos casos de |ISs associadas com
ARGs nos contigs. Dos contigs que carregam ISs, 97% tém tamanho < 5 kpb, mas ha
contigs com até 52 kpb. Em nenhum deles identificamos ARGs.

ISs das familias 1S21 e 1S3, foram encontradas repetidas em até 3 vezes nos
mesmos contigs com tamanho de até 5,6 kpb. Segundo Babakhani & Oloomi (2018), um
transposon composto € constituido pelo menos por duas ISs do mesmo tipo, normalmente
flanqueiam um ou mais genes, possuem tamanho entre 2 a 60 kpb. Por exemplo, o
transposon composto Tn4001 é constituido pela 1S256 da familia 1S256 e confere
resisténcia aos aminoglicosideos. Aqui, nés n&o encontramos a 1S256, mas encontramos
as 1547, 15128, 174, 1S195, 362 e etc., da familia 1IS256 que estavam presentes apenas
uma vez nos contigs. A dificuldade de montar contigs > 5 kpb foi um fator limitante para a
recuperagédo de transposons compostos, e isso pode explicar por que ndo conseguimos

recuperar contigs contendo mais de uma IS.

4.8. Busca de integrons

Com o auxilio da ferramenta Integron_finder, encontramos genes cassetes em
apenas um contig de plasmideo com tamanho de 2,8 kpb. No entanto, nesse contig, nao
foi encontrado nenhum gene de integrase conhecido. Ao invés disso, encontramos a 1IS110
associada a uma transposase. Os demais genes correspondiam a proteinas hipotéticas e
proteinas sem similaridade com a base de dados do RefSeq. Ja em contigs de
cromossomos que carregavam ISs, encontramos 9 integrons associados com as 1S3, ISL3,
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1S4, 1S481 e I1S66, esses contigs também tinham tamanho de até 2,8 kpb e carregavam

principalmente genes desconhecidos o que impossibilita o esclarecimento de suas fungodes.
Como os contigs eram pequenos e carregavam apenas uma IS, n&o foi possivel saber se
os integrons estavam inseridos em transposons. Por outro lado, a unica evidéncia de
associagao entre plasmideo e integron que encontramos, foi visto no plasmideo p1522
mostrado na Figura 17.

4.9. Prospeccao de ARGs em contigs de plasmideos

O resultado da prospeccao de ARGs nos contigs cromossdmicos e plasmidiais esta
apresentado na Figura 22. Em contigs de plasmideos conhecidos foram encontrados
apenas alguns ARGs incluindo os genes APH(6)-Id e APH(3")-Ib que conferem resisténcia
aos aminoglicosideos e o gene sul1 que confere resisténcia a sulfonamida. Da mesma
forma, nos contigs de plasmideos desconhecidos também foram encontrados poucos
ARGs, incluindo os genes ANT(3")-lb e aadA que também conferem resisténcia aos
aminoglicosideos, e os genes adeF e tet(L) que conferem resisténcia a tetraciclina e
fluoroquinolona por bombas de efluxo. Nos contigs < 1 kpb, também foram encontrados
poucos ARGs, ainda que esses contigs representem 90% das sequéncias montadas com
MetaSpades. Foram encontrados genes relacionados com a redugcdo da permeabilidade,
mutagdes em alvos do antibiético como ocorre com o gene de fator de alongamento EF-Tu
que conferem resisténcia a elfamicina, mutagdo no gene GIpT que confere resisténcia a
fosfomicina, mutagbes nos genes de rRNA de 16S e 23S que confere resisténcia a
aminoglicosideos e macrolideos respectivamente. Foi identificado também resisténcia a
fluoroquinolona por meio da mutagao do gene parC que codifica uma proteina subunidade
de DNA topoisomerase. Além de outras proteinas de bombas de efluxo mediando
resisténcia a varias classes de antibidticos como fluoroquinolona, cefalosporina, glicilciclina,
penam, tetraciclina, rifamicina, fenicol e triclosan. A grande maioria dos ARGs, foram
encontrados nos contigs de cromossomos com tamanho 2 1 kpb incluindo genes da familia
KPC beta-lactamase. Em resumo, foram encontrados 450 ARGs nos contigs dos quais as

familias pertencentes a bombas de efluxo foram as mais abundantes (Figura 22).

4.10. Prospeccgao de ARGs por mapeamento de reads

A prospeccdo de ARGs também foi realizada nas reads dos metagenomas dos
diferentes dias da compostagem. Encontramos 836 ARGs dos quais 30% foram preditos
pelo modelo variante de proteinas e 70% pelo modelo homologia de proteinas (Figura 23).
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O modelo variante esta integrado no algoritmo do RGI e consiste na busca de mutagbes

nao sinbnimas especificas ou outras variantes genéticas como INDELs e frameshifts que
diferenciam entre alelos do tipo selvagem susceptiveis a antibidticos e alelos resistentes a
antibioticos (Alcock et al., 2020).

Em relagéo a variantes de proteinas, foi encontrado resisténcia contra sulfonamidas
pela mutacao do gene folP que codifica dihydropteroate synthase, alteracdo do gene ompF
de porina que reduz a permeabilidade de beta-lactamases, mutagdo nos genes gyrA e gyrB
que confere a resisténcia contra aminocumarina, fluoroquinolona e zoliflodacina, mutagao
nos genes rpoB e rpoC que codifica subunidades de RNA polimerase conferindo resisténcia
a rifamicina, daptomicina e vancomicina, alteracdo de proteinas do sistema ABC que
medeiam o efluxo de macrolidios e peptideos, mutagédo no gene rpsL conferindo resisténcia
a estreptomicina em Mycobacterium tuberculosis, alteragdo da proteina EF-Tu que participa
do processo de tradugao conferindo resisténcia a elfamicina, mutagdo nos genes parC e
parE ocasionando a resisténcia a fluoroquinolonas, mutacdo do gene CyaA conferindo
resisténcia a fosfomicina, mutagao do gene rpsA de resisténcia a pirazinamida, mutagao do
gene nfsA de resisténcia a nitrofurantoina e mutagcdo do gene embC que confere

resisténcia ao etambutol.
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Figura 22: Familia de ARGs encontrados nos contigs.
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Chrom. corresponde aos contigs cromossdmicos; Contigs < 1kb corresponde aos contigs que nao foram
usados para a recuperagdo de plasmideos; Unk. Plas. corresponde aos contigs de plasmideos
desconhecidos; Know Plas. Corresponde aos contigs de plasmideos conhecidos; Qt: corresponde a

quantidade de genes por familia de AMR.

Na busca pelo modelo de homologia, a maioria dos genes estavam associados com

0s mecanismos de inativagao dos antibidticos e bombas de efluxo, tais como os genes das
familias TEM, OXA e ampC das beta-lactamases, ANT(3”), APH(3”), APH(6) e AAC(6”)
das enzimas nucleotidiltransferases, fosfotransferases e também das acetiltransferases

respectivamente que atuam inibindo os aminoglicosideos e proteinas pertencentes aos
sistemas ABC, RND, MFS e MATE de bombas de efluxo. Na amostra do dia 01 foram
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encontrados a maioria dos genes de resisténcia, havendo destaque para a familia TEM das

beta-lactamases e proteinas do sistema RND de bomba de efluxo.

Ao longo de todos os dias houve permanéncia das familias de genes de resisténcia
ANT(3”), proteinas de bombas de efluxo, parCE, gyrAB, rpoB, rpsA, ileS e EF-Tu, que estéo
associados a multirresisténcia por bomba de efluxo assim com também em casos mais
especificos como a resisténcia a aminoglicosideos, fluoroquinolonas, zoliflodacina,
rifamicina, pirazinamida, mupirocina, elfamicina e aminocumarina.

A abundancia de reads foi maior nas familias OXA, APH(3”), APH(6) em proteinas
de bomba de efluxo, nas familias parCE e gyrAB, protec¢ao do ribossomo contra tetraciclina,
rpsA e rpsL. Houve um aumento gradual das reads ao longo dos dias nas familias RND e
rpoB de resisténcia a rifamicina. Por outro lado, houve uma diminuicdo das familias

APH(3”), APH(6), resisténcia a tetraciclina, aminocumarina e entre outros.
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Figura 23: Prospecgéo de ARGs pelo mapeamento de reads do metagenoma shotgun de amostras da série
temporal do processo de compostagem.
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5. DISCUSSAO

Para montagem dos contigs a partir de dados de metagenémica de short reads
utilizamos o MetaSpades, que € considerado um dos mais eficientes montadores
metagendmicos (Lapidus & Korobeynikov, 2021). Dentre as abordagens de co-montagem
(mistura de amostras) e montagem individual, escolhemos montar as reads das amostras
da composteira ZC4 de forma individual, com o propdsito de evitar a formacéo de contigs
quiméricos originados a partir das diferentes amostras. Porém, ao escolher a montagem
individual das amostras, corremos o risco de perder contigs menos abundantes nas
amostras, ja que eles tendem a ter uma baixa cobertura e por isso podem n&o ser montados
(Antipov et al., 2019). Por outro lado, se tivéssemos misturado as amostras, poderiamos ter
aumentado o numero de reads das sequéncias menos abundantes, mas estariamos
também misturando reads de cepas microbianas intimamente relacionadas das diferentes
amostras. Isso poderia comprometer o processo de montagem porque o grafo de Bruijn
poderia ter varios caminhos alternativos. Consequentemente, o montador poderia decidir
quebrar o grafo em partes menores, o que poderia resultar na fragmentagado dos contigs
(Delgado & Andersson, 2022). Portanto, na nossa montagem, evitamos a mistura de dados
das diferentes amostras, com o propdsito de diminuir a montagem de quimeras e a alta
fragmentacdo dos contigs. Mesmo assim, em cada amostra tivemos uma grande
porcentagem de contigs fragmentados (< 1 kpb), que pode ter ocorrido em decorréncia da
complexidade e grande diversidade genética na comunidade microbiana da compostagem.
Quanto mais complexa € a comunidade microbiana, mais recursos computacionais sao
necessarios, além disso, a complexidade dos dados pode dificultar ainda mais o processo
de montagem. A alta fragmentagdo e o aproveitamento de apenas 8,9% dos contigs > 1
kpb, foi um fator limitante para a recuperacdo de plasmideos completos, entretanto, os
resultados que obtivemos foram robustos.

Um estudo comparou a eficiéncia de varias ferramentas de recuperacdo de
plasmideos em dados metagenémicos de short reads e revelou que de 14% a 50% dos
contigs pertencem verdadeiramente a plasmideos (Paganini et al., 2021). Isso mostra que
ainda existe uma grande porcentagem de contigs que sao recuperados erroneamente
guando a recuperacgao € realizada com apenas uma ferramenta. Para evitar esse problema,
consideramos como contigs de plasmideos apenas aquelas sequéncias que foram
recuperadas por mais de uma ferramenta.

Dentre as varias ferramentas que existem, escolhemos aquelas que foram

desenvolvidas principalmente para a recuperagdo de plasmideos em dados
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metagendmicos, que ndo sejam limitadas a apenas alguns taxons ou sequéncias ja

conhecidas nos banco de dados, e que sejam preferencialmente baseadas em linha de
comando, permitindo uma maior autonomia na definicho dos parametros e que nao
imponham restrigdes a quantidade de dados a ser analisado, algo que € limitado nas
ferramentas baseadas em interface web.

Com a ferramenta Plasflow (Krawczyk et al., 2018) recuperamos a maior quantidade
de contigs supostamente de plasmideos. Essa ferramenta leva em consideracéo a
diferenca do conteudo GC entre os plasmideos e os cromossomos das bactérias
hospedeiras pertencentes ao mesmo filo. Em 80% dos plasmideos, o conteudo GC é menor
do que nos cromossomos dos hospedeiros (Nishida, 2012). E bem provavel que exista uma
grande variedade de conteudo GC nos dados da compostagem que analisamos, devido a
sua grande complexidade. Isso pode ter contribuido para a classificagdo de varios contigs
como sendo de plasmideos. Um outro ponto a ser discutido, é que o Plasflow além de
classificar os plasmideos, também aponta para qual filo o plasmideo pertence, tomando
como referéncia o conteudo GC da hospedeira. Neste sentido, obtivemos 46% dos
plasmideos como pertencentes a hospedeiras do filo Proteobacteria, 13% pertenciam as
hospedeiras do filo Firmicutes, 0,6% ao filo da Actinobacteria e 38% correspondiam a
plasmideos que ndo foi possivel identificar a qual filo a hospedeira pertencia. Essa
observacdo concorda com o estudo anterior, que revelou que os membros dos filos
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria foram as mais abundantes nas
mesmas amostras de compostagem que analisamos (Antunes et al., 2016). Com isso,
supomos que o0s plasmideos que encontramos com Plasflow possuem origem
principalmente das hospedeiras dos filos Proteobacteria e Firmicutes.

Por outro lado, a ferramenta Plasflow foi a que recuperou a maior quantidade de
contigs de cromossomos como sendo de plasmideos. Poderiamos ter aumentado o
threshold da ferramenta para aumentar sua acuracia, mas levamos em consideragao a
complexidade dos dados metagendmicos da compostagem e preferimos manter em 0.9 de
probabilidade de as sequéncias serem de plasmideos. Caso aumentassemos esse valor,
poderiamos perder plasmideos que compartilham caracteristicas semelhantes com os
cromossomos (Antipov et al., 2019). No entanto muitos desses contigs cromossdémicos
foram removidos ja que n&do foram recuperados com as demais ferramentas. O mesmo
também ocorreu com o MetaPlasmidSpades (Antipov et al., 2019) que foi a segunda
ferramenta que recuperou o maior numero de contigs cromossdmicos como sendo de

plasmideos, a qual, além de montar os maiores contigs, gerou uma grande quantidade de
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sequéncias quiméricas.

O MetaPlasmidSpades (Antipov et al., 2019) foi a ferramenta que montou os contigs
maiores e recuperou a segunda maior quantidade de contigs considerados como derivados
de plasmideos. Além disso, essa ferramenta recuperou a maior quantidade de contigs com
genes de rRNA e genes essenciais. O MetaPlasmidSpades é complementado com as
ferramentas ExSPAnNnder, que busca estender cada caminho no grafo de Bruijn com o
proposito de gerar contigs mais longos e plasmidVerify que verifica se o contig recuperado
possui genes caracteristicos de plasmideos (Antipov et al., 2019). Dentre os contigs
recuperados por MetaPlasmidSpades, existiam aqueles que tinham uma grande
porcentagem de genes essenciais, principalmente os contigs com tamanho maior que 100
kpb. Na etapa de remogéao dos contigs com genes rRNA e genes essenciais, esses contigs
foram removidos, pois suspeitamos que eram contigs quiméricos, tinham uma grande
porcentagem de genes essenciais e auséncia ou casos raros de genes relacionados com
a replicagao, conjugagao e mobilizagédo plasmidial.

Uma explicacdo provavel para os contigs maiores e quiméricos montados por
MetaPlasmidSpades, € que o exSPAnder ao estender os caminhos no grafo de Bruijn com
o proposito de recuperar sequéncias completas, acaba montando contigs maiores do que
aqueles montados por MetaSpades. Isso explica, por exemplo, a recuperacdo de um contig
com tamanho de 395 kpb com MetaPlasmidSpades, enquanto com MetaSpades o maior
contig montado foi de 149 kpb.

O quimerismo pode ser explicado pela dificuldade que existe em montar contigs a
partir de dados altamente complexos como a metagendmica shotgun de short reads, em
que pode ocorrer a montagem de quimeras com maior facilidade do que nos dados de
genomas isolados sobre o qual o exSPander foi testado durante o seu desenvolvimento
(Prjibelski, et al., 2014). Os autores de MetaPlasmidSpades, mostraram que plasmidVerify
tem classificado incorretamente varios contigs cromossémicos como plasmidiais, € que por
si, s0, tal ferramenta ndo é capaz de classificar com precisdo os plasmideos e, portanto,
deve ser combinado com outras ferramentas para uma maior preciséo (Antipov et al., 2019).
Isso pode ser uma explicagdo para a ocorréncia da recuperagcao de varios contigs como
sendo de plasmideos, mas que na verdade podem ter sido originados de cromossomos.

Com Platon (Schwengers et al., 2020) recuperamos a terceira maior quantidade de
contigs como sendo de plasmideos. A métrica RDS, que verifica a distribuicdo de genes
codificadores de proteinas entre plasmideos e cromossomos para classificar a origem do
contig, ainda pode classificar erroneamente os contigs tendo em vista que certas proteinas
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sdo codificadas em ambos os replicons. Os autores do pipeline buscaram melhorar a

predicdo por meio de analise de similaridade contra sequéncias de referéncias e pela busca
de genes que sdo bem caracteristicos de plasmideos (Schwengers et al., 2020). Isso
permitiu que a ferramenta obtenha um resultado mais acurado. Consequentemente, gerou
uma menor quantidade de contigs preditos como pertencentes a plasmideos em
comparacgao as duas ferramentas discutidas anteriormente.

As ferramentas SCAPP (Pellow et al., 2021) e Recycler (Rozov et al., 2017)
recuperaram a menor quantidade de contigs como sendo de plasmideos. O fato é que
essas ferramentas buscam recuperar contigs ciclicos que representam plasmideos
completos (Pellow et al., 2021). No entanto, a reconstrugcédo de plasmideos inteiros a partir
do sequenciamento de short reads, ainda permanece sendo um grande desafio de
montagem (Arredondo-Alonso et al., 2020). Com essas ferramentas conseguimos
recuperar os plasmideos inteiros, porém todos eles eram pequenos contigs circulares.

O processo de anotagao dos contigs recuperados como sendo de plasmideos foi
uma etapa essencial para a deteccdo de outros falsos positivos além de contigs de
cromossomos, tais como as sequéncias pertencentes a virus. Por meio da anotagao, foram
encontradas varias proteinas de virus, sendo que a ferramenta Platon foi a que mais
recuperou os contigs relacionados a virus. Por tanto, a sele¢do dos contigs recuperados
com mais de uma ferramenta, foi uma estratégia que mostrou ser eficiente para a selegao
dos contigs de plasmideos com maior grau de confianga. A esta estratégia somou-se a
anotacao e remogao de contigs que tinham genes pertencentes a virus, genes de rRNA e
genes essenciais, estes dois ultimos considerados como elementos raros em plasmideos
e que normalmente estdo mais presentes nos cromossomos (Samuel & Sebastian, 2015).
Como consideramos como contigs de plasmideos, somente aqueles que foram
recuperados com mais de uma ferramenta, a maior parte dos contigs recuperados foram
desconsiderados ja que foram recuperados por apenas uma ferramenta. A recuperagéo
simultanea de contigs com mais de uma ferramenta, aumentou a confiabilidade da nossa
prospeccdo. A estratégia descrita nessa tese € nova, pois ndo encontramos trabalhos
anteriores que levam em consideracao a recuperagcao de plasmideos com mais de uma
ferramenta. E para aumentar ainda mais a confiabilidade na prospecc¢ao de contigs de
plasmideos levamos em consideracdo a composicdo de genes de rRNA e genes
essenciais, pois eles sdo raros em plasmideos, e geralmente sdo encontrados nos
cromossomos das hospedeiras, tanto &€ que essa categoria de genes, sdao usados como
marcadores cromossOmicos (Anda et al., 2015; Samuel & Sebastian, 2015). Os contigs com
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uma alta densidade de genes essenciais, tais como aqueles envolvidos com a replicagao

de DNA (dnaA, dnaN, gyrB, gyrA, dnaB, dnaG, polA, dnaE), topoisomerase (topA), RNA
polimerase (rpoA, rpoB, rpoC), chaperona (clpX, dnaK, groEL), sistema geral de secregao
(Sec, secA, secD, secE, secF, secY, yidC), proteinas ribossébmicas, biogénese de tRNA,
biossintese de lipidios, metabolismo do acido oxocarboxilico (idh1, leuB, leuC, leuD),
sintese de mureina, sintese de aminoacidos (triptofano, histidina), sintese de heme (hemB)
e entre outros (Tateishi et al., 2020), foram desconsiderados como pertencentes a
plasmideos.

A remocéo dos contigs contendo genes essenciais foi um fator limitante para a
recuperacao de plasmideos com tamanho > 100 kpb. Com isso, ficaram de fora também os
megaplasmideos que possuem centenas de milhares de pares de bases, principalmente
porque compartilham certas semelhangas com o DNA cromossdmico. Além disso, os
megaplasmideos podem evoluir para cromideos, o que torna ainda mais dificil distinguir um
megaplasmideo de um cromideo. O baixo numero de copias e a presenca de sequéncias
altamente repetidas, também dificultam a recuperacdo dos megaplasmideos a partir de
dados de short reads (Hall et al., 2022). O problema das repeticdes nas sequéncias que
complicam a montagem vem sendo resolvido pelo emprego da tecnologia de
sequenciamento de long reads. No entanto, essa tecnologia ainda € pouco empregada
devido ao seu alto custo, baixa profundidade (numero de reads gerados por
sequenciamento) e maior taxa de erro (Amarasinghe et al., 2020).

Como alternativa, para a recuperagdo de megaplasmideos a partir de short reads,
poderiamos considerar o emprego de algoritmos de machine learning. Para tal, o algoritmo
poderia ser treinado sobre as caracteristicas que distinguem um megaplasmideo de um
cromideo. Por exemplo, os cromideos tendem a se assemelhar mais aos cromossomos,
sdo herdados verticalmente e parecem nao ser transmitidos horizontalmente. A perda da
transmissao horizontal foi relatada em experimentos de evolugdo com grandes plasmideos
conjugativos. Outra distingdo fundamental € que os cromideos codificam fungdes
essenciais para a célula. No entanto, assim como os cromideos, os megaplasmideos
moveis também ocasionalmente carregam genes homodlogos que codificam fungdes
essenciais (Hall et al., 2022).

O filtro que adotamos para a recuperacao dos contigs de plasmideos, nos permitiu
selecionar os contigs com caracteristicas mais proximas de plasmideos. Nesses contigs
encontramos uma alta quantidade de genes associados com as categorias funcionais X

(Mobiloma: profagos, transposons), L (Replicagao, recombinacao e reparo), V (Mecanismos
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de defesa) e K (Transcrigdo) da base COG. Essas categorias estdo relacionadas com a

mobilizagdo do DNA, replicagdo plasmidial, sistema de defesa e regulagéo transcricional
respectivamente. Tais fungbes sdo comumente codificadas por genes encontrados em
plasmideos. Isso € uma evidéncia de que a nossa metodologia é adequada para a
recuperacao de contigs de plasmideos com uma acuracia maior do que quando é realizada
com apenas uma ferramenta, onde existe uma grande porcentagem de sequéncias
cromossOmicas sendo recuperadas como sendo de plasmideos, como ocorreu, por
exemplo, com Plasflow e MetaPlasmidSpades.

Para a busca de plasmideos conhecidos realizamos uma comparagcdo entre os
contigs recuperados e plasmideos de referéncia em bancos de dados. Além disso,
realizamos como alternativa, um segundo método de comparagdo, que consistiu no
mapeamento das reads contra os plasmideos em bases de dados. Dentre esses dois
meétodos, obtivemos um melhor resultado com o mapeamento das reads, pois contamos
praticamente com todos as reads obtidos do sequenciamento, enquanto pela comparagao
dos contigs, contamos com uma quantidade de sequéncias limitada a apenas aos contigs
que foram recuperados como pertencentes a plasmideos.

Dentre os contigs de plasmideos que recuperamos, alguns tiveram uma alta
similaridade com plasmideos ja conhecidos no banco de dados do RefSeq. Esses
plasmideos de referéncia foram encontrados em espécies do género Acinetobacter e
Escherichia, ambas pertencentes ao filo Proteobacteria, na espécie Weissella cibaria
pertencente ao filo Bacillota e espécies Clostridium perfringens e Geobacillus sp.
pertencentes ao filo Firmicutes. Estes resultados juntamente com aqueles obtidos com
Plasflow, nos fornecem evidéncias de que os contigs de plasmideos que recuperamos
podem estar presentes em hospedeiros pertencentes a tais grupos taxonémicos. Muitas
espécies do género Acinetobacter podem causar doengas, como Acinetobacter baumannii
que € responsavel por cerca de 80% das infec¢des respiratérias em humanos. Estudos
recentes relataram o surgimento de A. baumannii MDR em pacientes hospitalizados
imunocomprometidos (Wong et al., 2017). A. baumannii pode ser encontrado fora do
ambiente hospitalar e que MGEs incluindo os plasmideos carregam ARGs com resisténcia
até mesmo para os antibidticos usados como ultimo recurso como os carbapenémicos
(Jeong et al, 2023). Nosso resultado mostra a ocorréncias de um plasmideo
termorresistente que pode estar associado a A. baumannii. Nao encontramos nenhum ARG
nesse plasmideo, mas este pode ser um indicador para a presenca de hospedeiras que
persistem ao longo da compostagem.



77
Para a prospeccédo dos ARGs escolhemos a base de dados CARD (Alcock et al.,

2020) e suas ferramentas integradas, por ser um banco de dados curado e estar em
constante atualizag&o. No inicio da analise, tentamos usar também o nanoARG (Arango-
Argoty et al., 2019) para servir como complemento ao CARD. No entanto, o pipeline apenas
suporta uma pequena quantidade de contigs que podem ser usados como dados de
entrada. Isso inviabilizou a analise da grande quantidade de dados que precisavamos
analisar. Além disso, os servicos na web do nanoARG nao estdao mais acessiveis.

Realizamos a prospecgédo de ARGs por dois métodos. O primeiro consistiu na busca
dos ARGs nos contigs montados com MetaSpades e o segundo consistiu pelo mapeamento
das reads contra o CARD. Entre esses dois métodos, obtivemos um resistoma mais amplo
pelo mapeamento das reads que mostrou a presenca dos ARGs ao longo da compostagem.
Mas somente pelo método de mapeamento, ndo conseguimos associar a origem dos ARGs,
isto é, se pertencem a cromossomos e/ou a plasmideos. Por outro lado, os contigs por
serem sequéncias maiores e terem um maior numero de genes, conseguimos associa-los
a uma origem com auxilio das ferramentas de predigdo de plasmideos. Com isso, a
associagao dos dois métodos nos permitiu obter um resultado mais completo quanto a
prospeccédo de ARGs nos metagenomas da compostagem.

A maioria dos ARGs estavam presentes nas sequéncias cromossémicas, nos quais
encontramos uma alta quantidade de ARGs associados as bombas de efluxo
principalmente a RND e resisténcia ao trimetoprim por ocorréncia de mutacdo. Os contigs
< 1kpb representaram 90% das sequéncias montadas. Nesses contigs, encontramos
poucos ARGs. Uma explicacdo para isso € que a maioria dos ARGs conhecidos e
depositados no CARD possuem tamanho > 1 kpb (Alcock et al., 2020). Nos contigs de
plasmideos, encontramos apenas genes de resisténcia aos aminoglicosideos,
sulfonamidas e tetraciclinas. A presenca dos genes ANT(3”), APH(2"), APH(3%), APH(4),
APH(6) (aminoglicosideos), sull e sul2 (sulfonamidas) nos contigs de plasmideos,
representa uma possibilidade de disseminacdo desses ARGs na comunidade microbiana
da compostagem via conjugacgdo. Durante todo o processo da compostagem verificamos a
permanéncia dos genes parE, parC, gyrA, gyrB (fluoroquinolonas, aminocumarina e
zoliflodacina), rpoB (rifamicina) e rpsA (pirazinamida). Estes genes foram detectados pelo
modelo variante de proteinas, que corresponde a detecgdo de mutagdes nos genes, tais
mutagdes dificultam o reconhecimento e a agdo das drogas sobre o alvo molecular.

Os genes vanS, vanH, vanA (glicopeptideos), TEM, GPC, ampC (B-lactamase), folP
(sulfonamida), AAC(3”), ANT(6) (aminoglicosideos) e rpoC (vancomicina) foram
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encontrados principalmente em contigs do primeiro dia da compostagem. A permanéncia

de certas hospedeiras de ARGs ao longo do processo da compostagem pode estar ligada
a variacao de temperatura, umidade, pH, disponibilidade de nutrientes, disponibilidade de
oxigénio e entre outros fatores fisicos e quimicos que moldam o perfil microbiano (Antunes
et al., 2016; Zhang et al., 2020b). A reducdo de ARGs foi verificada no processo de
compostagem de esterco bovino, tendo sido sugerido que a compostagem foi efetiva em
reduzir tanto abundéncia como o tipo de ARG (Zhang et al., 2020b). Nossas analises
identificaram que alguns ARGs persistem ao longo do processo enquanto outros se
sucedem, como OXA beta-lactamase e a AAC(3”) aminoglicosideo, representando
potencial risco de disseminagdo no meio ambiente pelo uso do composto maduro como
fertilizante.

Por fim, através do mapeamento das sequéncias do metatranscritoma da
compostagem nos genes anotados nos contigs do conjunto selecionado de 230
plasmideos, verificamos a expressao de genes envolvidos na mobilizagdo de DNA, tais
como genes que codificam transposases, integrases, recombinases e proteinas de
conjugacao. Também verificamos que genes que codificam para o sistema de defesa tais
como resisténcia a metais pesados, resisténcia antibidticos e resisténcia a compostos
toxicos estavam ativos no processo de compostagem.

Testamos a metodologia que estabelecemos para a recuperagéo de plasmideos e
na prospeccdo de ARGs de dados metagendmicos de amostras de fezes de macacos
bugios (Alouatta ssp) criados em cativeiro e bugios de vida livre. Estes dados foram gerados
em trabalho do nosso grupo de pesquisa e explorados quanto a composigao diversidade
microbiana e potencial funcional do microbioma, a partir de contigs e MAGs (Franco, 2022).
Fizemos a busca de plasmideos associados aos ARGs nesses dados ja que o conteudo de
MGEs e seu potencial funcional ainda ndo tinham sido analisados. A seguir discutimos
nossas observagodes preliminares dessa analise.

De forma semelhante como ocorreu nos dados dos metagenomas da compostagem
ZC4, 82% das reads de bugios tiveram boa qualidade de sequenciamento. Por outro lado,
nos metagenomas fecais dos bugios, houve menos fragmentagdo na montagem, pois 14%
dos contigs tinham o tamanho = 1 Kpb. Foi observado uma maior quantidade de contigs de
plasmideos nos bugios de vida livre, mas a quantidade de ARGs foi maior nos contigs de
plasmideos de bugios de cativeiro (resultados ndo mostrados).

Dentre os contigs de plasmideos de bugios de cativeiro, 5 tinham alta similaridade
com plasmideos conhecidos na base de dados do RefSeq, 1 plasmideo conhecido, foi
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encontrado integrado em 3 contigs diferentes, o que pode indicar que esse plasmideo esta

integrado ao cromossomo da bactéria hospedeira. A maioria dos plasmideos conhecidos,
eram pequenos com tamanho de até 2,1 kpb, somente 1 plasmideo tinha o tamanho de
60,4 kpb. Por outro lado, nenhum dos contigs de plasmideos de bugios de vida livre, tiveram
similaridade aceitavel contra a base de dados de plasmideos. O que pode indicar que os
plasmideos de bugios de vida livre ainda s&o bastante desconhecidos. De modo geral
encontramos mais plasmideos nos contigs de bugios do que em contigs da compostagem
ZC4.

Em relacdo aos ARGs, foram encontrados 8 desses genes nos contigs de
plasmideos de bugios de cativeiro. Foram eles: aadS, tet(Q), vanT/G/Y/B, e ErmF
conferindo resisténcia a aminoglicosideos, tetraciclinas, glicopeptideos, macrolideos,
lincosamidas e estreptograminas. Todos esses ARGs foram detectados pelo modelo de
homologia de proteinas e estavam associados aos mecanismos de inativagdo do
antibiodtico, protecéo da proteina ribossomal e alteragdo de Erm 23S rRNA metiltransferase.
Nos contigs de plasmideos de bugios de vida livre, apenas foram encontrados 2 ARGs,
vanT e adeF conferindo respectivamente resisténcia a glicopeptideos pelo mecanismo de
alteracao da molécula alvo e a fluoroquinolonas e tetraciclinas por bomba de efluxo. O gene
tet(Q) foi encontrado integrado no plasmideo pBIF10 (NG_048272.1), um plasmideo com
tamanho de 2,1 kpb, tendo como hospedeira a Bifidobacterium longum (Ma et al., 2015). A
presenca dessa bactéria nos bugios € benéfica para sua saude, sendo assim, poderia ser
utilizada como probidtico em animais de cativeiro (Hernandez-Rodriguez et al., 2019). Na
analise realizada por Franco (2022), foi observado a presenga de ARGs em MAGs
recuperados dos dados de bugios que analisamos. A autora, encontrou o gene Erm
associado com Treponema berlinense e adeF associado com espécies da familia
Elusimicrobiaceae. Nossa analise ainda preliminar identificou esses genes em plasmideos
0 que pode indicar que esses plasmideos estdo associados aos MAGs recuperados
previamente (Franco, 2022).

6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com o surgimento da metagendémica shotgun houve o aumento e a disponibilidade
publica de um grande volume de dados, principalmente aqueles sequenciados com a
plataforma lllumina que geram short reads (Grady et al., 2016) abrindo oportunidades e
desafios para a mineracdo de dados e possibilitando a compreensao da natureza de um
microbioma especifico (Liu et al., 2022). Neste trabalho nds exploramos dados de
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metagendmica de (short reads) da compostagem termofilica (Antunes et al., 2016) com o

objetivo de investigar o mobiloma (conjunto de MGEs), com énfase no plasmidoma
(conjunto de plasmideos), e o resistoma (conjunto de ARGs) desse microbioma. Para
processar este conjunto, estabelecemos um fluxograma de analises que faz uso de
ferramentas computacionais bem-conceituadas, com parametros ajustados para nossos
objetivos e tipo de dados brutos disponiveis. Consideramos que € muito importante
compreender os dados disponiveis, para somente assim poder adotar os melhores ajustes
dos parametros durante o uso das ferramentas de bioinformatica. A metodologia que
estabelecemos consistiu no emprego de multiplas ferramentas com diferentes abordagens
para a recuperacao de plasmideos e, desta forma, possibilitou a recuperacdo mais precisa
de contigs de plasmideos a partir de dados de metagenémica shotgun de short reads,
totalizando 230 contigs de plasmideos, em sua ampla maioria novos plasmideos.

Um dos desafios que ainda persiste, € a reconstrugdo de genomas a partir de
metagenomas complexos quando sequenciados com tecnologias que geram short reads
(Martin et al., 2020). Com o metagenoma da compostagem também ndo foi diferente, pois
apenas 8,9% dos contigs montados tiveram tamanho = 1 kpb, o que pode ter limitado a
recuperacgao de grande parte dos MGEs, ja que esses elementos sdo mais dificeis de serem
montados por possuirem sequéncias repetitivas (Schwengers et al., 2020).

A maioria dos contigs de plasmideo que recuperamos era de contigs pequenos
constituidos principalmente por genes de transposases, replicagdo e manutencéo
plasmidial e sistema de defesa relacionado com a resposta ao estresse ambiental,
resisténcia a metais pesados e a antibidticos das classes dos aminoglicosideos e
sulfonamidas. Grande parte dos contigs de plasmideos que encontramos, tinham
ocorréncia ao longo do processo de compostagem e na maioria das vezes, essas
sequéncias nao foram encontradas no RefSeq, portanto, sdo potencialmente novos
plasmideos que serdo reportados publicamente e serdo melhor investigados para possiveis
aplicagdes biotecnoldgicas como aquelas que requerem plasmideos contendo genes que
conferem resisténcia a metais pesados e resisténcia a antibiéticos para serem usados como
marcadores de resisténcia em estudos de tecnologia do DNA recombinante. Dos genes
encontrados nos contigs de plasmideos, aqueles que codificam transposases e proteinas
de replicacdo e manutencdo plasmidial foram os mais mapeados pelas reads dos
metatranscritomas, indicando que estdo expressos na compostagem. Cabe destacar o
surgimento de novas bases de dados de plasmideos por exemplo The Human Metagenome
Assembled Plasmid (MAP) database (Stockdale et al., 2022) e atualizagdo de bases
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existentes como no caso do PLSDB (Database of Bacterial Plasmids) (Schmartz et al.,

2022), as quais poderéo ser futuramente interrogadas para atualizag&o da identificacdo dos
230 contigs de plasmideos que recuperamos nesse trabalho.

Nossas analises identificaram mais genes de resisténcia aos antibidticos nos contigs
de cromossomos dos que nos contigs de plasmideos. Isso pode estar relacionado com a
pouca pressao seletiva que ocorre na compostagem diferente do que ocorre em outros
ambientes como aqueles oriundos de hospitais onde ocorre uma pressao seletiva maior em
decorréncia do intenso uso de antibioticos (Wu et al., 2022). Obtivemos um maior numero
de casos de ARGs quando mapeamos as reads contra o CARD do que quando fizemos a
busca nos contigs. A alta fragmentagao dos contigs pode ter contribuido para a ocorréncia
de grande numero de genes incompletos que ndo puderam ser preditos. Dessa forma, pelo
meétodo de mapeamento recuperamos até mesmo os ARGs que nao foram montados
completamente nos contigs e nos permitiu obter um resistoma mais amplo, com isso,
podemos perceber que as bactérias presentes no material da compostagem do Parque
Zoologico de Sao Paulo, s&o reservatorios ambientais de ARGs. Notamos que alguns dos
ARGs ainda permaneceram no final do processo da compostagem que analisamos. Essa
observacao é de certo modo preocupante, pois o uso do composto maduro como fertilizante
pode ser uma fonte de disseminacdo de ARGs para meio ambiente. Entretanto, é
importante ressaltar que o processo de compostagem eliminou boa parte dos ARGs
detectados no inicio do processo.

Com este trabalho estabelecemos uma nova estratégia para a recuperacéo de
sequéncias plasmidiais a partir de dados de metagenémica shotgun de short reads. Temos
como perspectivas, contribuir com o depdsito em base de dados das novas sequéncias
plasmidiais que encontramos, as quais poderao ser consultadas e melhor investigadas para
fins biotecnologicos. Neste trabalho também mostramos o perfil do plasmidoma e do
resistoma na compostagem termofilica do Parque Zooldgico de S&o Paulo. A metodologia
que estabelecemos podera ser aplicada em outros conjuntos de dados de metagenémica
shotgun para a investigagdo do perfil do plasmidoma e resistoma. Futuramente, outras
bases de dados poderéo ser associadas a nossa estratégia de recuperagao de plasmideos,
permitindo investigar outros plasmideos. Por fim, baseado em novos testes, nossa

estratégia podera ser ajustada, atualizada e até mesmo automatizada como pipeline.
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8. ANEXOS

Anexo 1. Lista dos 230 contigs plasmidiais filtrados manualmente.

circular tam.contig (pb) contig
Yes 1033 99pwNODE_34397_length_1033_cov_16.842163
Yes 1063 78pINODE_31797_length_1063_cov_1.939103
Yes 1147 64pwNODE_27497 length_1147_cov_2.441176
Yes 1231 64pINODE_23343 length_1231_cov_1.466486
Yes 1292 64mNODE_1055_length_1292 cov_2.065236_component_638
Yes 1304 67mNODE_296_length 1304 _cov_2.468139_component_173
Yes 1304 78mNODE_855_length_1304_cov_1.994902_component_547
yes 1388 67pINODE_5135_length_1388_cov_1.693101
yes 1404 7mNODE_440_length_1404_cov_3.866875_component_123
yes 1407 15mNODE_457 length_1407_cov_5.360938 component_209
yes 1465 64pwNODE_15514_length_1465_cov_2.652466
yes 1515 78pINODE_15994 length_ 1515 _cov_1.423631
yes 1544 1pINODE_9612_length 1544 cov_10.550459
yes 1546 3pINODE_11299 length 1546 cov_3.441156
yes 1566 64pwNODE_13383_length_1566_cov_1.836692
yes 1579 64pINODE_13151_length_1579 cov_2.687328
yes 1595 3mNODE_697_length_1595 cov_5.094687_component_440
yes 1616 67pwNODE_3516_length_1616_cov_3.490262
yes 1630 30pINODE_6286_length_1630_cov_1.216234
yes 1648 3pw0O3NODE_10054_length 1648 cov_4.058514
yes 1648 15pwNODE_6936_length_1648_cov_6.863905
yes 1649 7pINODE_7991 length_1649 cov_8.212221
yes 1702 99mNODE_725 length_1702_cov_11.055873_component_568
yes 1709 67pwNODE_3071_length_1709 cov_5.223767
yes 1723 15pwNODE_6272_length_1723 cov_3.781328
yes 1752 1pwNODE_7253_length_1752_cov_10.755692
yes 1752 15pwNODE_6049 length_1752_cov_44.489231
yes 1752 30pwNODE_5226 length 1752 _cov_11.286769
yes 1752 3mNODE_679_length_1752_cov_16.504615_component_438
yes 1752 7mNODE_396_length_1752_cov_46.145846_component_118
yes 1752 64mNODE_991_length 1752 cov_45.847385_component_631
yes 1752 67mNODE_271_length_1752 cov_33.940308 component_168
yes 1800 99pINODE_9355_length_1800_cov_11.285714
yes 1804 99pINODE_9306_length_1804_cov_2.520572
yes 1831 64pwNODE_9456_length_1831_cov_5.951878
yes 1833 67mNODE_268 length_1833_cov_5.685229 component_167
yes 1846 64pINODE_9289 length_1846_cov_4.418266
yes 1852 78mNODE_785_length_1852_cov_4.105507_component_544
yes 1854 67mNODE_266_length 1854 cov_32.613781_component_165
yes 1857 7mNODE_379 length_1857_cov_6.147399 component_116
yes 1857 15mNODE_423 length_1857 cov_2.832948 component 203
yes 1865 7pINODE_6481_length_1865_cov_2.766974
yes 1887 15pwNODE_5120_length_1887_cov_1.440341
yes 1944 15pwNODE_4793 length_1944 cov_2.384150
yes 1944 15pINODE_4796_length_1944 cov_1.079252
yes 1966 67pwNODE_2142 length 1966 cov_6.552474
yes 1966 67mNODE_260_length_1966_cov_16.238173_component_163




yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
yes
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no
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no
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no
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no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

1970
2011
2012
2018
2041
2071
2088
2258
2467
2505
2608
2608
2769
2875
2995
3040
3325
3436
3511
3908
4174
4434
4520
5548
5550
5646
6719
7001
8540
11216
13611
1004
1027
1031
1032
1034
1040
1054
1059
1061
1072
1081
1083
1084
1086
1093
1093
1097
1101
1117
1117
1123
1152
1156

67pINODE_2132_length_1970_cov_4.397179
64pINODE_7820_length_2011_cov_6.312102
15pINODE_4416_length_2012_cov_4.519363
99mNODE_710_length_2018_cov_7.544157_component_566
3pINODE_7076_length_2041_cov_5.609195
3pw0O3NODE_6900_length_2071_cov_3.039095
67pINODE_1880_length_2088_cov_3.087710
67pwNODE_1570_length_2258 cov_4.465978
99pINODE_4660_length_2467_cov_5.311538
64pwNODE_5116_length_2505 cov_4.049201
64pwNODE_4753 length_2608_cov_5.773075
64mNODE_909 length_2608_cov_5.779524 component_622
64pINODE_4257 length_2769 cov_2.615064
15pwNODE_2134 length_2875 cov_19.731077
64pINODE_3724 length_2995 cov_4.523710
67pINODE_825_length_3040_cov_5.986955
64pINODE_3076_length_3325 cov_6.439962

15pwNODE_1522 length_ 3436 _cov_3.674222
64pwNODE_2782 length_3511_cov_10.493499
64pwNODE_2346 length_3908 cov_8.964824
1mNODE_392 length_4174 cov_4.220904_component_329
64pINODE_1876_length_4434 cov_11.156257

1mNODE_382 length_4520 cov_9.427043 component_ 328
64pwNODE_1234 length_5548 cov_19.320790
1pwNODE_617_length_5550_cov_11.193067
64pwNODE_1182_length_5646 cov_24.234825
15pwNODE_548 length 6719 cov_2.532008
67mNODE_180_length_7001_cov_4.205121_component_156
78mNODE_613_length_8540 cov_2.389992 component_535
64mNODE_611_length_11216_cov_3.542249 component_228
7pwNODE_122 length_13611_cov_9.557624
1pwNODE_24190_length_1004_cov_1.424173
30pwNODE_19620_length_1027_cov_0.803333
1pwNODE_22889 length_1031_cov_3.564159
1pwNODE_22865 length _1032_cov_1.430939
99pwNODE_34311_length_1034_cov_2.424476
1pwNODE_22509 length_1040_cov_1.667032
64pwNODE_33762_length_1054 cov_3.368932
64pwNODE_33407_length_1059 cov_1.565451
64pwNODE_33257_length_1061_cov_1.641328
3pw03NODE_22643 length_1072_cov_1.353439
64pwNODE_31761_length_1081_cov_2.620545
64pwNODE_31637_length_1083_cov_1.923640
1pwNODE_20641_length_1084 cov_0.928945
1pwNODE_20542 length_1086_cov_1.205422
1pwNODE_20243 length_1093 cov_2.230849
64pwNODE_30906_length_1093_cov_2.158385
7pwNODE_15978 length_1097_cov_7.485567
1pwNODE_19919 length_1101_cov_1.397331
1pwNODE_19312_length_1117_cov_1.318182
1pwNODE_19325 length 1117 _cov_0.867677
64pwNODE_28931_length_1123_cov_1.703815
64pwNODE_27209 length_1152_cov_2.168780
67pwNODE_8130_length_1156_cov_1.182702

100
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no
no
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no
no
no
no
no
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no
no
no
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no
no
no
no
no
no
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no
no

1175
1180
1195
1254
1260
1269
1276
1276
1292
1294
1300
1302
1312
1313
1321
1343
1347
1369
1376
1413
1417
1438
1442
1447
1455
1463
1479
1485
1498
1519
1535
1538
1591
1600
1613
1624
1679
1771
1791
1814
1831
1832
1833
1857
1923
1938
1963
1968
1992
2009
2063
2079
2095
2218

1pwNODE_17308 length 1175 cov_6.983779
1pwNODE_17168 length_1180_cov_1.096866
64pwNODE_24961_length_1195_cov_2.445693
1pwNODE_15042_length_1254 cov_2.300799
1pwNODE_14897 length 1260 _cov_1.357458
7mNODE_462_length_1269 cov_42.211033_component_5
1pwNODE_14488 length 1276 cov_1.277633
1pwNODE_14492 length_1276 cov_0.992167
1pwNODE_14112_length_1292 cov_0.924464
1pwNODE_14057_length_1294 cov_1.092545
99pwNODE_20080_length_1300_cov_9.886616
64pwNODE_20482_length_1302_cov_4.082553
7mNODE_458 length_1312_cov_4.153586_component_1
67pwNODE_5943 length_1313_cov_1.677909
1pwNODE_13453 length 1321 _cov_1.453099
15pwNODE_11094 length_1343 cov_1.349507
3pw03NODE_14564 length 1347 _cov_3.045902
15pwNODE_10614 _length_1369_cov_1.805153
7TmNODE_447 length_1376_cov_11.542034_component_12
78pwNODE_18331_length_1413_cov_2.000000
67pwNODE_4874 length_1417_cov_0.962791
64pwNODE_16182_length_1438_cov_3.326468
64pwNODE_16072_length_1442 cov_1.935361
1pwNODE_11059 length_1447 cov_1.393939
99pwNODE_15341_length_1455 cov_2.677711
3pwO03NODE_12496 length 1463 cov_1.511228
1pwNODE_10543 length 1479 cov_1.511834
1pwNODE_10445 length_1485 cov_1.662003
7pwNODE_9371_length 1498 cov_4.568928
64pwNODE_14259 length_1519 _cov_3.224138
67pwNODE_3976 length_1535 cov_1.511364
1pwNODE_9696_length_1538 cov_1.738483
78mNODE_812_length_1591_cov_3.066257_component_428
1pwNODE_8897_length_1600_cov_1.082824
1pwNODE_8703 length_1613 cov_1.538358
30mNODE_479 length_1624 cov_13.430862_component_3
7pwNODE_7734 length 1679 cov_2.768686
78mNODE_793_length_1771_cov_0.696472_component_118
15mNODE_430_length_1791_cov_2.191707_component_0
15pwNODE_5574 length_1814 cov_2.399526
7mNODE_384 length_1831_cov_4.980634_component_1
64mNODE_981_length_1832_cov_5.919062_component_2
1pwNODE_6548 length 1833 cov_2.791911
15pwNODE_5294 length_1857 cov_0.874566
3pw03NODE_7757_length_1923 cov_1.350780
64pwNODE_8413 length_1938 cov_3.122032
64mNODE_970_length_1963_cov_41.703704_component_10
1pwNODE_5591_length_1968_cov_3.152091
64pwNODE_7965 length_1992 cov_9.383378
64pwNODE_7832 length_2009 cov_4.174283
30pwNODE_3576_length_2063_cov_5.926136
67pwNODE_1894 length_2079 cov_5.146004
15pwNODE_4051_length_2095 cov_1.551321
64pwNODE_6460_length 2218 cov_3.099952
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no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

2254
2412
2442
2456
2569
2640
2686
2757
2811
2894
3064
3122
3234
3545
3605
3644
3760
3765
3820
3837
4010
4089
4159
4214
4222
4616
4893
5096
5197
5400
5428
5642
5782
5910
5920
5978
6458
6891
7371
7560
8068
9060
9154
9432
9478
9912
9980
10373
10520
10916
10998
11003
11089
11177

64pwNODE_6247 length_2254 cov_2.414669
64pwNODE_5511_length_2412 cov_3.182932

7mNODE_343 length_2442 cov_6.430238_component_8
78mNODE_757_length_2456 cov_2.702877_component_65
64pwNODE_4882_length_2569 cov_3.168305
30mNODE_439 length_2640 cov_11.459610_component_30
3pINODE_4484 length_2686_cov_2.413052
64pwNODE_4287 length 2757 cov_4.997338
1pwNODE_2580_length_2811_cov_3.135618
64pwNODE_3953 length_2894 cov_54.498374
99pwNODE_2980 length_3064 cov_2.198502
78mNODE_728 length_3122_cov_15.366277_component_19
7pwNODE_2254 length 3234 cov_2.972642
30mNODE_415_length_3545 cov_3.588063_component_0
7pwNODE_1769 length 3605 cov_8.617596
64pwNODE_2618 length_3644 cov_3.821154

1pwNODE_1397 length_3760_cov_4.795486
99mMNODE_643_length_3765_cov_11.120946_component_264
99mNODE_641_length_3820_cov_13.733550_component_3
7pwNODE_1530_length_3837_cov_6.345013
30pwNODE_974 length_4010_cov_5.784445
64pwNODE_2170_length_4089 cov_6.163806

7mNODE_285 length_4159 cov_3.788938 component_0
3pw03NODE_2201_length_4214_cov_1.381209
78pwNODE_2320 length_4222 cov_5.756044

7pwNODE_1024 length_4616_cov_6.093785

7TmNODE_274 length_4893 cov_2.712757_component_1
3mNODE_564_length_5096_cov_4.330248 component_39
15mNODE_344 length_5197_cov_2.734122_component_74
64mNODE_784 length_5400_cov_3.644794 component_8
30mNODE_386_length 5428 cov_4.756650 component_0
99mNODE_606_length 5642 cov_9.506437_component_3
7mNODE_260 _length_5782_cov_4.368877_component_1
78mNODE_646_length_5910_cov_3.265433_component_533
67mNODE_191_length_5920 cov_10.379078_component_40
64mNODE_762_length_5978 cov_5.425568 component_6
1mNODE_358 length_6458 cov_5.761333_component 95
64mNODE_741_length_6891_cov_2.374335_component_577
3mNODE_531_length_7371_cov_4.048178_component_0
64pwNODE_672_length_7560_cov_2.060406
64mNODE_720_length_8068_cov_2.476137_component_228
67mNODE_171_length_9060_cov_6.221314_component_6
78mNODE_608_length_9154 cov_9.694029 component_395
3mNODE_506_length_9432 cov_4.282644 component_379
64mNODE_700_length 9478 cov_6.132927 component_222
30mNODE_322 length 9912 cov_4.737251_component_0
64mNODE_691_length_9980 cov_5.305998 component_222
1mNODE_316_length_10373_cov_3.381612_component_312
15mNODE_284 length_10520 cov_2.872222 component_1
3mNODE_467_length_10916_cov_2.565669_component_0
99mNODE_500_length_10998 cov_8.281391_component_374
64mNODE_623_length_11003_cov_2.801949 _component_548
7mNODE_187_length_11089 cov_4.009943 component_0
7mNODE_182_length_11177_cov_5.770045_component_63
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no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no
no

11226
11811
11861
11867
11980
12023
12099
12676
13066
13710
13923
15396
15575
15725
16084
16490
16567
16890
17369
19359
19666

78pwNODE_431_length_11226 _cov_2.839625
99pwNODE_236 _length_11811_cov_3.059141
67mNODE_131_length_11861_cov_6.132947_component_4
15mNODE_266_length_11867_cov_1.359114_component_178
99mMNODE_444 length_11980_cov_3.287100_component_441
64mNODE_556_length_12023_cov_4.829186_component_2
78mNODE_491_length_12099 cov_3.906674_component_7
7mNODE_152_length_12676_cov_4.791298 component_13
7mNODE_147_length_13066_cov_9.176598 component_36
7mNODE_138_length_13710_cov_3.990429 component_12
99mMNODE_359 length 13923 cov_3.897724 component_357
30mNODE_238_length_15396_cov_3.965158 component_30
7mNODE_118_length_15575_cov_3.200155_component_56
78mNODE_346_length_15725 cov_6.408450_component_34
78mNODE_340_length_16084 cov_2.379144 _component_308
78mNODE_331_length_16490_cov_2.802787_component_299
99pwNODE_100_length_16567 cov_2.851764
78mNODE_321_length_16890_cov_1.962179 component_98
78mNODE_312_length_17369 cov_2.872231_component_283
99mMNODE_179_length_19359 cov_2.296433_component_184
99mNODE_174 length 19666 cov_2.701929 component 179
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Anexo 2. Contigs plasmidiais recuperados com similares no RefSeq
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0
IDENTITY fﬁ?&? REFERENCE c%llfgéAYGE REFERENCE CONTIG REFERENCE

99.93 3436 3279 43.71 45.78  15pwNODE_1522_length_3436_cov_3.674222 NC_022993.1-Geobacillus-sp.-610-plasmid-pGTD7-

99.54 3436 3279 50.70 53.10  15pwNODE_1522_length 3436 cov_3.674222 NC_022993.1-Geobacillus-sp.-610-plasmid-pGTD7-

97.82 2218 2427 16.50 15.12  64pwNODE_6460_length_2218 cov_3.099952 NZ_CP042565.1-Acinetobacter-baumannii-strain-E47-plasmid-pE47_009-
91.90 2218 2427 32.28 29.50  B4pwNODE_6460_length_2218 cov_3.099952 NZ_CP042565.1-Acinetobacter-baumannii-strain-E47-plasmid-pE47_009-
95.34 2218 2427 51.26 46.85  64pwNODE_6460_length_2218 cov_3.099952 NZ_CP042565.1-Acinetobacter-baumannii-strain-E47-plasmid-pE47_009-
88.43 1938 2427 20.07 16.03  64pwNODE_8413 length 1938 cov_3.122032 NZ CP042565.1-Acinetobacter-baumannii-strain-E47-plasmid-pE47_009-
100.00 1992 4136 66.82 3218 64pwNODE_7965 length 1992 cov_9.383378 NZ_LN873255.1-Acinetobacter-johnsonii-strain-LS47-1-plasmid-pAJOLS1.1-
97.37 1992 4135 66.82 3216 64pwNODE_7965 length 1992 cov_9.383378 NZ_LN873256.1-Acinetobacter-lwoffii-strain-ED23-35-plasmid-pALWED1.8-
100.00 1992 4136 33.18 15.98  64pwNODE_7965 length 1992 cov_9.383378 NZ_LN873255.1-Acinetobacter-johnsonii-strain-LS47-1-plasmid-pAJOLS1.1-
99.58 1535 4135 46.25 17.15  67pwNODE_3976_length_1535_cov_1.511364 NZ_LN873256.1-Acinetobacter-lwoffii-strain-ED23-35-plasmid-pALWED1.8-
99.03 1535 4136 53.75 19.95  67pwNODE_3976 _length_1535_cov_1.511364 NZ_LN873255.1-Acinetobacter-johnsonii-strain-LS47-1-plasmid-pAJOLS1.1-
96.97 1535 4135 53.55 19.90  67pwNODE_3976 length 1535 cov 1.511364 NZ_LN873256.1-Acinetobacter-lwoffii-strain-ED23-35-plasmid-pALWED1.8-
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