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Glossario

°C — Grau Celsius

pum — Micrometro

AA — Enzimas para atividades auxiliares

Acineto — Célula diferenciada de cianobactérias filamentosas, célula germinativa que pode originar
novos filamentos em condigdes ambientais favoraveis

Algas — Termo genérico, usado nesse trabalho para referir-se a organismos fotossintetizantes que nao
sdo plantas

ANI — Average Nucleotide Identity (Identidade Média de Nucleotideos)

ASV — Amplicon Sequence Variants

Nao-axénica — Cultura com mais de um micro-organismo

Bactérias heterotréficas — Nesta tese refere-se a todos os micro-organismos do dominio Bacteria
exceto cianobactérias; independentemente de sua capacidade de realizar fotossintese anoxigénica ou
quimiossintese

Bacterioplancton — Conjunto de bactérias heterotréficas na coluna d'agua

Bentonico — Refere-se a organismos sésseis que ocupam o substrato marinho ou de corpos d’dgua
Bin — Genoma montado a partir de dados de sequenciamento metagendmico

Blooms — Crescimento rapido de cianobactérias ou algas

CAZymes — Carbohydrate Active Enzymes (Enzimas Ativas em Carboidratos)

CBM — Carbohydrate Binding Module (Médulo de Ligacdo a Carboidratos)

CCMRO0080 a CCMR0087 — Refere-se ao conjunto de co-cultivos de cianobactérias isoloadas a partir
dos turfs de Abrolhos: CCMR0080, CCMR0081, CCMR0082, CCMR0083, CCMR0084, CCMRO008S5,
CCMRO0086 e CCMR0087

CDS — Coding Sequences (Sequéncias Codificadoras)

Cianosfera — Conjunto de bactérias que se encontra sob a drea de influéncia da cianobactéria
Co-cultivo — Refere-se as culturas de cianobactérias, que ndo sao puras, objeto de estudo nesse
trabalho

COG — Clusters of Orthologous Groups (Grupos de Ortdlogos)

CRISPR — Enzima que reconhece pequenas sequéncias palindrémicas complementares no DNA
Cyn011K — Linhagem 011K de cianobactéria do género Cylindrospermopsis

DMS — Dimetilsulfeto
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DMSO — Dimetilsulfoxido

DNA — Deoxyribonucleic acid (Acido Desoxirribonucleico)

Epibiontes — Bactérias que vivem junto ou sobre outro organismo/cianobactéria

FACS — Fluorescence Activated Cell Sorting

Ficosfera — Conjunto de micro-organismos que se encontra sobre a area de influéncia de algas
Fotossintese anoxigénica — Processo de fixacao de carbono com uso de energia luminosa que nao
utiliza a 4gua como doador de elétrons, ndo libera 02

Fotossintese oxigénica — Processo de fixacdo de carbono utilizando energia luminosa que tem a agua
como doadora de elétrons, libera 02

g — Grama, unidade de medida de massa

GC(%) — Conteudo GC, proporgdo de guanina e citosina em sequéncias de DNA

GH — Glicosil hidrolase

GT — Glicosil trasnferase

Heterocito — Células diferenciada de cianobactérias filamentosas, especializada na fixacdo de
nitrogénio

Holobionte — Conjunto formado por um hospedeiro e seu microbioma, constituem uma entidade
ecoldgica funcional (exemplos: corais e esponjas)

KEGG — Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes

L — Litro, unidade de medida de volume

LPSN — List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (Lista de Nomes Procaridticos com
Base na Nomenclatura)

MALDI-TOF — Matrix assisted laser desorption/ionization — Time of flight (lonizacdo e dessor¢do a laser
assistida por matriz — Tempo de voo)

MEV — Microscopia Eletronica de Varredura

Microecossistemas — Neste trabalho, refere-se ao conjunto cianobactérias + cianosfera, que podem
ser encontrados no ambiente natural ou em laboratérios na forma de co-cultivos

MS — Mass Spectrometry (Espectrometria de massa)

MSP — Main spectra profiles (Perfis de espectros principais)

MyclISO — Linhagem re-isolada a partir da linhagem NPLJ-4 da cianobactéria do género Microcystis.
NCBI — National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de Informacao Biotecnoldgica

dos Estados Unidos)
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GenBank — Base de dados do National Center for Biotechnology Information (Centro Nacional de
Informacao Biotecnoldgica dos Estados Unidos)

NGS Illlumina — Next Generation Sequencing (Sequenciamento de nova gera¢cdo em plataforma
IHlumina)

nm — Nan6metro

NPLJ-4 — Linhagem NPLJ-4 da cianobactéria do género Microcystis.

OGRI — Overall Genome Related Index

ONT — Oxford Nanopore Technologies

OTU — Operational Taxonomic Unit (Unidade taxon6mica operacional)

p/v — Relacdo peso/volume

pb — Pares de bases

PCR — Polymerase chain reaction (Reacdo em Cadeia da Polimerase)

PL — Polissacarideo liase

Porolithon pachydermum — Eukaryota. Reino: Plantae; Sub-reino: Biliphyta; Filo: Rhodophyta; Filo:
Eurhodophytina; Classe: Florideophyceae; Subclasse: Corallinophycidae; Ordem: Corallinales; Familia:
Porolithaceae; Subfamilia: Porolithoideae; Género: Porolithon (Alga vermelha) [1]

RDP-DB — Ribosomal Database Project da Michigan State University - USA

RNA — Ribonucleic Acid (Acido ribonucleico)

RP-HPLC — Reversed-phase High-performance liquid chromatography (Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia em Fase Reversa)

rRNA — Ribosomal-RNA (RNA ribosomal)

Scleratinia — Eukaryota. Reino: Animalia; Filo: Cnidaria; Classe: Anthozoa; Subclasse: Hexacorallia;
Ordem: Scleratinia (Coral duro) [2][2][2][2]

Silva-DB — Silva-High quality ribosomal RNA database (Banco de dados de rRNA 16S)

tmRNA — Transfer-messenger-RNA (RNA transferéncia)

tRNA — Transfer-RNA (RNA transportador)

Turf — Etimologia: do francés 'touffe' (tufo), conjunto de algas e micro-organismos que cresce sobre

um substrato formando tufos
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Apresentagao

Essa tese teve sua concepc¢do iniciada dentro dos esfor¢os do projeto ‘Estruturacdo de uma
Rede de Pesquisa em Biotecnologia Marinha’ fomentado pelo CNPq (Chamada MCTI/CNPqg/FNDCT -
Acdo Transversal N2 63/2013). A instituicdo da rede BIOTECMAR agregou varias universidades,
instituicoes de pesquisas e empresas do pais com o intuito de conhecer, acessar, explorar e preservar
os recursos do mar, diante da imensidao da costa brasileira. O grupo de microbiologia, gen6mica e pds-
genomica do laboratdrio de Enzimologia-CEL/IB da UnB, sob coordenagdo do professor Ricardo H.
Kriger, constituiu uma das sub-redes responsdveis pelo estudo de comunidades microbianas,

mapeamento de genes, vias metabdlicas e atividades de interesse biotecnolégico.

O desenvolvimento de novos produtos bioativos e biotecnologia demandam longos processos,
gue se iniciam necessariamente na caracterizagdo da biodiversidade de ecossistemas e avaliagao de
seu potencial biotecnolégico. No Brasil, antes da geracao de qualquer nova tecnologia ou beneficio
econdmico, o maior impacto de qualquer projeto de pesquisa nessa categoria é apurar a rigqueza

constituinte dos variados ambientes de estudo.

Esse trabalho contribui com a caracterizacdo da comunidade bacteriana presente em culturas
de cianobactérias formadoras de turfs nos recifes de Abrolhos. A pesquisa utiliza ferramentas de
microbiologia basica, biologia molecular, sequenciamentos de DNA e bioinformatica para descrever a
composicdo e caracteristicas de co-cultivos de cianobactérias isoladas a partir dos turfs de Abrolhos.
Os resultados aqui alcangados estdao organizados em 3 capitulos que apresentam conhecimento sobre
fragdes em cultivo de micro-organismos abundantes nos recifes de Abrolhos, cujo papel ecoldgico ndao
estd completamente esclarecido. Apesar de apresentar-se como uma questdo relacionada a
desequilibrio e impactos antrépicos, as dinamicas dos turfs em Abrolhos ainda ndo estd elucidada. Este
trabalho compartilha detalhes sobre micro-organismos que comp&em essa formacgao, especificamente
sobre a identidade e aspectos da relacdo de bactérias heterotréficas associadas a cianobactérias.
Assim, ao mesmo tempo que contribui para a microbiologia e taxonomia com a caracterizacdo de
micro-organismos, amplia informac¢des sobre sua genética e relaciona isso a dinamica populacional e

possiveis aplicagdes biotecnolégicas.

Mesmo com essa pesquisa detalhada sobre a pequena parcela em cultivo de micro-organismos
gue fazem parte de um contexto ambiental complexo, essa tese ndo exaure o conhecimento existente
em cada um daqueles frascos de cultura. Para cada apontamento, existe uma infinitude de hipdteses
a serem avaliadas. Dessa forma, para além de qualquer abordagem especifica, o contelddo dessa tese
reforca que ndo existem formas de desvencilhar pesquisa basica, questdes ambientais,

desenvolvimento e suas consequéncias.
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Resumo

Os recifes de corais de Abrolhos sdo um hot spot de biodiversidade no Atlantico Sul. Assim como
em outros recifes de corais, formagdes denominadas turfs tem predominado em seu ambiente
benténico. Os turfs de Abrolhos sdo formados predominantemente pela associagdo de cianobactérias
e bactérias heterotréficas e as consequéncias de sua prevaléncia ainda ndo estdo completamente
elucidadas. A associacdo entre bactérias heterotréficas e cianobactérias no ambiente marinho tem
papel relevante nos principais ciclos biogeoquimicos e seus efeitos sdo globais. Esses micro-organismos
evoluem dentro de comunidades complexas. As interacdes entre a microbiota influenciam e podem
ser influenciadas pelo ambiente. Nesse contexto, co-cultivos de cianobactérias e bactérias
heterotrdficas isolados a partir dos turfs dos recifes de Abrolhos e disponiveis em cole¢des de cultura
foram utilizados para a avaliacdo detalhada desses micro-organismos. Os objetivos do estudo
abrangeram a determinacdo da riqueza bacteriana associada as cianobactérias da espécie Adonisia
turfae; avaliacdo taxondmica e funcional do genoma das cianobactérias e bactérias heterotroéficas
presentes nos co-cultivos; isolamento de bactérias heterotréficas e caracterizagdo de linhagens
identificadas como novas espécies. A metodologia abordada foi sequenciamento Next Generation
Sequencing - Illumina (NGS Illumina) do marcador rRNA 16S, sequenciamento gendmico e
metagenémico total (NGS Illumina e Oxford Nanopore Technologies - ONT), isolamento e
caracterizacdo fenotipica de bactérias heterotréficas em cultura pura. A riqueza e diversidade dos co-
cultivos foi similar, em hierarquia taxonOmica alta, a outros co-cultivos de Cyanobacteria, com
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Bacteroidetes como classes abundantes. Phycisphaerae
foi a peculiaridade dos co-cultivos, abundantes nos co-cultivos de Abrolhos e n3o relatada como tal
para outras culturas de cianobactérias. A analise dos genomas identificou o potencial metabélico dos
micro-organismos para a fixacdo e reducdo dissimilatéria de nitrogénio, abundancia de enzimas
relacionadas ao metabolismo de carboidratos, fotossintese oxigénica e anoxigénica, abundancia de
enzimas relativas ao ciclo no fésforo e enxofre e alto potencial para a producdo de metabdlitos
secunddrios. Uma nova espécie de bactéria foi isolada em cultura pura e depositada em colec¢des de
cultura filiadas a World Federation for Culture Collections. A descricao formal da espécie Muricauda
brasiliensis foi publicada no Brazilian Journal of Microbiology. A espécie M. brasiliensis consta com
nomenclatura ainda ndo validada pelo International Code of Nomenclature of Prokaryotes (ICNP). Esse
estudo apresenta detalhes sobre a composicao e contribuicdo bacteriana nos turfs dos recifes de corais
de Abrolhos, colaborando para a compreensao do papel dessa formacao benténica naquele ambiente.
O trabalho também contribui para a caracterizacdo da microbiota bacteriana associada as
cianobactérias, seus padrdes de riqueza, diversidade e possiveis caracteristicas relacionadas a essa
intrinseca associacdo. O trabalho tem relevancia para a prospeccao biotecnoldgica de produtos de
origem marinha e fornece dados para estudos futuros relacionados a taxonomia, ecologia e

conservacdo da biodiversidade de ambientes complexos como os recifes de corais.
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Abstract

The Abrolhos reefs (Brazil) are a biodiversity hot spot in the South Atlantic Ocean. Turfs from
Abrolhos are predominantly formed by the association of cyanobacteria and heterotrophic bacteria. As
in other coral reefs, turfs are the predominant benthic component. However, the consequences of their
prevalence are not yet fully understood. The relationship between heterotrophic bacteria and
cyanobacteria in the marine environment plays a relevant role in the main biogeochemical cycles with
global effects. These microorganisms evolve within complex communities and the interactions between
the different microbiota components influence and can be influenced by the environmental conditions.
In this context, co-cultures of cyanobacteria and heterotrophic bacteria obtained from the turfs of
Abrolhos reefs and available in culture collections were used for a detailed evaluation of these
microorganisms. The objectives of the study were the determination of bacterial richness associated

with cyanobacteria Adonisia turfae; taxonomic and functional assessment of the genomes of

cyanobacteria and heterotrophic bacteria present in co-cultures; isolation of heterotrophic bacteria and
characterization of strains identified as new species. The methodology approaches were Next
Generation Sequencing - lllumina (NGS Illlumina) sequencing of 16S rRNA gene marker, genomic and
metagenomic DNA sequencing (NGS Illumina e Oxford Nanopore Technologies - ONT), isolation, and
phenotypic characterization of heterotrophic bacteria in pure culture. The richness and diversity of co-
cultures were similar, in a high taxonomic hierarchy to other Cyanobacteria co-cultures with

Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria and Bacteroidetes as abundant classes. Phycisphaerae

class were unique to microecosystems that were abundant in Abrolhos co-cultures but not reported as
such for other cyanobacterial cultures. The bacterial genome analysis identified the metabolic potential
for the nitrogen fixation, dissimilatory nitrate reduction, high quantity of carbohydrate active enzymes,
oxygenic and anoxygenic photosynthesis, abundant enzymes related to phosphorus and sulfur cycle and
high potential for production of secondary metabolites. A potential new species of bacteria was isolated
in pure culture and deposited in a culture collection affiliated to World Federation of Culture Collections

(WFCC). The formal description of Muricauda brasiliensis species was published in the Brazilian Journal

of Microbiology. M. brasiliensis is the nomenclature not yet validated by the International Code of
Nomenclature of Prokaryotes (ICNP). This study presents details about the bacterial composition of the
turfs from Abrolhos coral reefs. Furthermore, it contributes to understand the role of turf benthic
formation in that environment. The work also increases the characterization of the bacterial microbiota
associated with cyanobacteria, their richness and diversity patterns, and possible characteristics related
to this intrinsic association. Finally, this study is relevant to the biotechnological prospection of marine
products and provides data for future taxonomy, ecology, and biodiversity studies in complex

environments such as coral reefs.
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Capitulo 1 — Riqueza bacteriana em co-cultivos de cianobactérias de
turfs dos recifes de Abrolhos

1.1 Introducdo

As culturas de cianobactérias podem revelar muito mais do que a complexidade propria
desses micro-organismos. Cada frasco de cultivo pode conter um microecossistema rico onde a
diversidade fornece indicios sobre a fisiologia, interagdes e ecologia da comunidade.

Os recifes de Abrolhos, costa da Bahia e Espirito Santo — Brasil, guardam a maior
biodiversidade marinha do atlantico sul [3]. Assim como outros recifes de corais, Abrolhos também
experimenta a dominancia de formagdes bentbnicas de crescimento rapido, dentre elas os turfs, uma
associacdo de cianobactérias, algas e outros micro-organismos [4,5]. O efeito desse fenGmeno,
conhecido como ‘mudanca de fase’ ou ‘phase-shift’, em recifes ao redor do mundo é devastador.
Porém, no banco de Abrolhos os turfs parecem ter uma simbiose positiva com algumas espécies de
corais da ordem Scleractinia.

Culturas de cianobactérias isoladas a partir dos turfs dos recifes de Abrolhos estdo disponiveis
na coleg¢ao de micro-organismos da Universidade Federal do Rio de Janeiro (CCMR-UFRJ). Incialmente
classificadas como Leptolyngbya-like, as andlises morfoldgicas, fisioldgicas e gendmicas das linhagens
comprovaram tratar-se de linhagens de uma nova espécie, descrita como Adonisia turfae por Walter
et al 2020 [6], segundo classificacdo proposta por Walter et al 2017 [7]. Assim como a maioria das
cianobactérias, mesmo apds extenso processo de isolamento, as linhagens CCMR0080 a CCMR0087
(CCMR0080 a CCMR0087) nao sdo culturas puras [6]. E justamente por apresentarem-se como co-
cultivos, investiga-los permite a determinagao dos micro-organismos mais estreitamente associados a
essas cianobactérias, podendo direcionar inferéncias sobre suas interacbes e contribuicGes no
contexto ambiental de Abrolhos. Além disso, aprofundar o conhecimento sobre esses co-cultivos
determina um panorama geral sobre seu potencial biotecnolégico, atributo inerente a biodiversidade.

O alinhamento das ferramentas de analises moleculares com as técnicas classicas de cultivo
representa o cendrio ideal de trabalho na Microbiologia. Essas estratégias serdo utilizadas em paralelo
para identificar as espécies de bactérias intimamente associadas as cianobactérias de Abrolhos. Assim,
espera-se preencher mais uma lacuna na compreensdo desses microecossistemas complexos e ainda

pouco explorados.

Capitulo em preparacdo para publicacdo na Frontiers in Microbiology
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1.2 Revisdo bibliografica

1.2.1 Contexto ambiental

Os recifes sdo estruturas rochosas formadas por organismos que possuem esqueletos
calcareos, sendo os corais os mais conhecidos deles [8]. Os recifes sdo popularmente conhecidos como
‘recifes de corais’ porque é comum que sua formagao ocorra pela sobreposicdo dos esqueletos de
coldnias desses animais. Em alguns recifes a principal contribuicdo para sua formagdo vem de algas
calcareas. No Brasil, existe como exemplo o Atol das Rocas, onde a principal espécie responsavel pela
deposicdo calcdrea é a alga vermelha Porolithon pachydermum [9].

Os recifes de corais apresentam distribuicdao limitada geograficamente no planeta, com
ocorréncia restrita a regido tropical e baixas latitudes (Figura 1.1) (<30° N/S), devido a extrema
sensibilidade desses organismos a variacdes de temperatura, salinidade, pH, turbidez e luminosidade
[8,10,11]. Esses ambientes sdo areas de altissima biodiversidade, abrigando um nimero grande de
espécies animais, vegetais e micro-organismos. Portanto, os recifes possuem importancia ndo sé
ecoldgica, mas contribuem também para a sustentacdo dos municipios e estados adjacentes através
de atividades como a pesca, turismo, protecao da costa e uso de seus produtos [8,12]. Esforcos globais
sdo dedicados a entender a dinamica, funcionamento, degradacdo, impactos de eventos naturais e
antrdpicos nos ambientes recifais. Dentre outras questdes, os recifes de corais estdo entre os

ecossistemas mais afetados pelo aquecimento global [13].
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Figura 1.1. Distribuicdo dos recifes de corais na Terra. Os pontos vermelhos indicam a ocorréncia dos bancos
recifais nos oceanos. Fonte: NOAA (National Oceanic and Atmospheric Administration) - USA, 26/02/2021,
(disponivel em https://oceanservice.noaa.gov/facts/coralwaters.html ) [14].
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No Brasil, as formacdes recifais podem ser encontradas em aproximadamente 3000 km da
costa, desde o Maranhdo (Parcel de Manuel Luis) até o Espirito Santo (Ilha de Trindade), podendo se
estender em alguns bolsGes em direcao ao estado de Santa Catarina, e em regides do talude (aguas
profundas) [8]. Os principais eventos ao longo do tempo geoldgico que tiveram influéncia sobre a
formacao dos recifes de corais brasileiros foram as flutua¢des do nivel do mar e os processos erosivos.
Ambos os fendmenos contribuiram para a condi¢do de maior turbidez na dgua, devido a quantidade
de sedimentos siliclasticos [5,9,15]. As variagGes na coluna d’dgua também expunham os corais a
condicGes mais severas de temperatura, luminosidade e radiagdo. Essas caracteristicas sdo atribuidas
como responsdaveis, ao menos em parte, pelas peculiaridades dos recifes de corais no Brasil. A fauna
coralinea do pais conta com um pequeno numero de espécies de corais (28 espécies, em 2016) em
comparac¢do com outros locais (ex: 65 espécies no Caribe, 605 espécies nas Filipinas e Ilhas Salomao)
[11,13]. Porém, os recifes brasileiros apresentam alto grau de endemismo, com aproximadamente 50%
das espécies de corais sendo endémicas. Além disso, formas recifais denominadas chapeirdes,

encontrados nos recifes de Abrolhos, sdo Unicas. Os chapeirdes sdo tipos de crescimento dos corais

qgue formam colunas, assemelhando-se ao formato de cogumelos (Figura 1.2) [9,15].

Figura 1.2. Chapeirdes nos recifes de Abrolhos. A — Chapeirdo na area do Parcel dos Abrolhos; B — Chapeirdo na
area dos Recifes Califérnia; C — Vista area dos chapeirées no Parcel dos Abrolhos; D — Panoramica do topo de
um chapeirdo nos Recifes Califérnia. Fotos: Athila Bertoncini & Fernando Moraes/Rede Abrolhos (disponivel em
https://www.nature.com/articles/s41598-018-27961-6 ), com adaptag&es [3].

Dentre os recifes brasileiros, o mais conhecido e estudado é o complexo recifal de Abrolhos,
situado ao litoral sul da Bahia e ao norte do Espirito Santo. O banco dos Abrolhos abriga a maior
biodiversidade do Atlantico Sul, sendo composto por diversos ecossistemas costeiros e marinhos;

como mangues, estudrios, bancos de algas, rodolitos e recifes coralineos [8,13]. Nessa regidao foi



estabelecido o primeiro parque nacional marinho do Brasil, PARNA MAR Abrolhos. A unidade de
conservacao foi criada por decreto federal n° 88.218 em 06 de abril de 1983 e possui a extensdo de
87.943 hectares, com areas delimitadas para diversos tipos de uso, inclusive areas intactas [3]. As
principais pressdes poluidoras nesse ambiente sdo a pesca, a exploracdo de petrdleo em bacias
préximas, os sedimentos advindos do continente, aumento da carga de nutrientes devido a atividades
antrdpicas, turismo e o aumento na temperatura da agua [5,13,16,17].

O fendmeno conhecido como ‘mudanca de fase’ (Phase shifts) é uma das questdes ambientais
monitoradas nos recifes de Abrolhos e demais recifes ao redor do mundo [12]. A competi¢cdo por
espaco é uma das principais relagdes biogénicas estabelecidas em recifes de corais. A maioria dos seres
bentbnicos sdo capazes de produzir substancias quimicas que inibem o crescimento ou matam os
competidores, garantindo sua sobrevivéncia [17]. Porém, varios fatores acabam influenciando nessa
disputa por locais de fixacdo e crescimento, sendo que os organismos sésseis de crescimento mais
lento, como os corais, sdo menos favorecidos. A ‘mudanca de fase’ ocorre quando a dinamica dessa
competicdo é alterada de tal forma que as macroalgas e as associacdes denominadas de turfs
(formacGes bentbnicas em forma de tufos) acabam predominando no espaco [18]. Esses organismos
sao fotoautotréficos, menos sensiveis as variagdes de temperatura, possuem crescimento rdpido e sao
favorecidos também pelo aumento de nutrientes nos oceanos. Esse conjunto de caracteristicas leva
algas e turfs a ocuparem os espacos dos corais nos recifes (Figura 1.3). Esses seres de crescimento
rapido competem por espaco no substrato, podem causar morte por sufocamento ao crescer sobre os
corais ou ainda provocar intoxicacdo devido a producdo de toxinas. As cianobactérias e micro-
organismos que formam os turfs ganham destaque nessa competicdo devido ao seu grande potencial
para a producdo de metabdlitos secunddrios tdxicos. Esse conjunto de caracteristicas leva algas e turfs
a ocuparem os espacos dos corais nos recifes [4,17].

Em pesquisa realizada nos recifes de Abrolhos entre os anos de 2003 e 2008, identificou-se
qgue 56,1% dos organismos bentonicos nos pontos amostrados eram turfs. Os autores destacam que
houve aumento dessa cobertura durante o periodo de estudo. Uma forte correlagcao positiva entre a
cobertura de turfs e corais da ordem Scleratinia foi observada. Correlagdo ndo implica necessariamente
em causalidade, mas tal fato chama a atencdo por ser contrastante com o potencial deletério dos turfs
em outros recifes, a exemplo da Jamaica onde a cobertura dos corais foi reduzida em até 50% [5,18].
Os dados de monitoramento do PARNA MAR Abrolhos do periodo de 2018 a 2020 mostram que os

turfs também s3o a cobertura bentbnica predominante dentro da unidade de conservacgao. [19].



Figura 1.3. Turfs crescendo sobre corais nos recifes de Abrolhos. Fotos: Juline Walter (disponivel em
https://journals.plos.org/plosone/article?id=10.1371/journal.pone.0161168) [4].

Uma investigacdo minuciosa sobre a composicdo dos turfs de Abrolhos foi realizada em 2013
[5]. A analise microscépica revelou que uma malha de cianobactérias filamentosas com algas
vermelhas (Florideophyceae), verdes (Bryopsis sp., Halimeda sp. e Ulvophyceae) e marrons (Dictyota
sp. e Phaeophyceae) incrustadas formavam a estrutura dos turfs [4]. O perfil taxondmico e aspectos
funcionais dessas formacdes bentonicas foram acessados através de seus metagenomas. Em média,
85,92% das sequéncias anotadas foram atribuidas ao dominio Bacteria; sendo Proteobacteria
(40,57%), Cyanobacteria (35,04%) e Bacteroidetes (11,12%) os taxons predominantes no microbioma.
Apenas 5,78% das sequéncias foram anotadas como dominio Eukarya, enquanto os virus e Archaea
somaram menos de 1% das sequéncias [4]. Os principais subsistemas funcionais identificados foram
aqueles relacionados ao metabolismo de carboidratos; aminodcidos e derivados; proteinas; co-fatores,

vitaminas, pigmentos e grupos protéticos; e RNA. Com relagdo a energia e fixagao de carbono nos turfs
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foram encontrados genes relacionados a fotossintese oxigénica, fotossintese anoxigénica e
quimiolitotrofia. Os metagenomas dos turfs foram comparados a metagenomas da dgua, corais e
rodolitos, comprovando-se sua composicao tipica, diferenciada desses componentes ambientais [4].
A partir do trabalho de Walter et al (2016) [4] cianobactérias filamentosas presentes nos turfs
foram isoladas, formando cultivos a partir de um unico filamento/fragmento de cianobactéria e
depositados nas coleg¢des de culturas de micro-organismos da UFRJ e Fiocruz. As culturas na verdade
sao co-cultivos porque, apesar de apresentarem apenas uma espécie de cianobactéria, possuem
bactérias associadas, situacdo comum a culturas de cianobactérias. A disponibilidade dessas linhagens
permite o estudo detalhado de caracteristicas desses micro-organismos, contribuindo para o
entendimento de seus papéis no contexto ambiental dos turfs, suas relagdes ecoldgicas e o impacto

em sistemas recifais.

1.2.2 As cianobactérias

As cianobactérias sdo micro-organismos de papel relevante nos ciclos biogeoquimicos atuais
e nas transformacdées geoquimicas ao longo da histdria da Terra [20]. Dentre os procariontes, esse é o
Unico grupo capaz de realizar fotossintese aerdbia, sendo considerado o progenitor dos cloroplastos
dos eucariotos. Elas contribuem fortemente para a producdo primaria global, além de serem as
principais fixadoras de nitrogénio e produzirem metabdlitos secundarios Unicos [21-24].

As evidéncias fésseis e moleculares apontam para a presenca das cianobactérias na Terra ha
mais de 3 bilhdes de anos [25,26]. A capacidade desses micro-organismos em usar a dgua como
doadora de elétrons no processo fotossintético, resultando assim na liberagcdo de oxigénio,
revolucionou o processo evolutivo da vida no planeta. As cianobactérias foram as responsaveis pelo
‘Grande Evento de Oxigenacao’ (GOE) (=2,5 bilhdes de anos atrds), que fixou o oxigénio gasoso (O3)
como componente permanente na atmosfera [27]. Nesse momento da histéria do planeta, a escassez
de nutrientes, como o fésforo, e a abundancia de outros doadores de elétrons, como H5S, favoreciam
as bactérias capazes de realizar fotossintese anoxigénica na competicdo com as cianobactérias. Logo,
os niveis de O, atmosférico durante o GOE eram modestos (=1% da pressdo parcial atual) [27,28]. A
prevaléncia das cianobactérias e o0 aumento significativo nos niveis de O; atmosférico ocorreram apds
o ‘Evento Neoproterozdico de Oxigenacdo’ (NOE), mais de um (1) bilhdo de anos apds o GOE, em
decorréncia das transformacdes dos ambientes pelos intemperismos e dindmica de placas tectonicas,
gue elevaram a disponibilidade de fésforo [28,29].

As cianobactérias apresentam distribuicao global, podendo ser encontradas do Equador aos
polos nos mais diversos ambientes como os terrestres; aqudaticos dulcicolas, costeiros e marinhos;
fontes termais; associadas a outros organismos; dentre outros [30]. Elas estdo entre os organismos
mais abundantes no fitoplancton dos oceanos e possuem participacdo significativa na fixacao de
carbono [30,31]. Estimativas indicam a producdo primaria liquida de mais de 12 bilhdes de toneladas

de carbono ao ano [32].



O filo Cyanobacteria é formado por micro-organismos de morfologias e fisiologias altamente
diversificadas. Algumas espécies podem apresentar-se na forma multicelular e com diferenciacao
celular [30]. O acineto é uma das células diferenciadas presente em algumas espécies filamentosas. Ele
possui parede espessa, com granulos de reserva de nitrogénio, é resistente a baixas temperaturas,
dissecacdo e digestdo no trato digestivo de animais. Sua funcdo é de célula germinativa que pode
originar novos filamentos em condi¢gdes ambientais favoraveis [30]. Outro tipo celular que pode ser
encontrado em cianobactérias filamentosas é o heterocito. Essa célula possui caracteristicas similares
ao acineto, porém perdeu seus aparatos de fotossintese e mantém um microambiente com
concentragdo minima de oxigénio. O heterocito é uma célula especializada em fixa¢do bioldgica de
nitrogénio, um dos papéis ecolégicos mais relevantes das cianobactérias [33].

A complexidade do filo/classe Cyanobacteria reflete-se na sistematica do grupo. Inicialmente,
esses micro-organismos foram classificados de acordo com suas caracteristicas morfolégicas segundo
as regras dos codigos botanicos de nomenclatura; antigamente o International Code of Botanical
Nomenclature (ICBN), atualmente o International Code of Nomenclature for algae, fungi, and plants
(/ICN). Durante a década de 1970 ocorreu o reconhecimento das cianobactérias como procaridticas,
portanto a taxonomia do grupo deveria ocorrer sob as regras do International Code of Nomenclature
of Bacteria (ICNB, atualmente International Code of Nomenclature of Prokaryotes - ICNP). A partir desse
momento ocorreram varias tentativas de harmonizacdo entre as regras dos dois cddigos, mas ainda
ndo ha um consenso [34-37]. Hauer, T. & Komarek, J. [38] disponibilizam uma base de dados (Cyano
DB Classification) que é continuamente atualizada com os diversos taxons do filo/classe Cyanobacteria,
seguindo a taxonomia baseada em genes marcadores filogenéticos [39]. Atualmente o grupo é
composto por 414 géneros e 1619 espécies, dos quais 394 géneros e 1553 espécies possuem taxonomia
validada por pelo menos um dos dois codigos [38,40].

A filogenia molecular das cianobactérias, baseada em genomas e genes marcadores, tem
passado por varias revisdes na ultima década [7,37,39,41]. O avanco das técnicas de sequenciamento
de nova geracao (NGS) e reducdo dos custos por base sequenciada levaram a um aumento exponencial
da disponibilidade de genomas em bancos de dados publicos [42]. Porém, a montagem de genomas de
cianobactérias exigiu avanco significativo das ferramentas de bioinformatica para superar a dificuldade
do numero de linhagens n3o-cultivaveis e das culturas ndo-axénicas [37]. Esse fato contribui para o
numero reduzido de genomas de cianobactérias acessiveis em relacdao a disponibilidade total de
genomas de procariotos [37]. As cianobactérias somam 653 montagens disponiveis no National Center
for Biotechnology Information Search database (GenBank), em relacdo ao total de 31.889 genomas de
bactérias (acesso em 10/10/2021). Esse niumero é aproximadamente seis vezes maior do que ha cinco
anos, porém ainda ha que se considerar a qualidade desses dados [7]. Em 2018 uma andlise realizada
em 440 genomas revelou que aproximadamente 5% deles apresentavam contaminagdo com

sequéncias de micro-organismos de outros grupos [43].



Assim como a disponibilidade de genomas, a publicagao de produtos naturais produzidos por
cianobactérias também teve consideravel aumento nos ultimos anos. Apenas entre cianobactérias de
ambiente marinho, a média entre 2012 e 2016 foi de =24 novos produtos naturais descritos por ano;
jad entre 2017 e 2019 esse nimero sobe para =56. Dentre esses compostos, a maioria é proveniente do
metabolismo secunddrio [44-47]. A capacidade de producdo de metabdlitos secundarios é
caracteristica proeminente das cianobactérias. Varios desses produtos apresentam toxicidade a
mamiferos e humanos, causando prejuizos quando ocorrem as floragdes ou ‘blooms’ (multiplicagao
excessiva das cianobactérias) em corpos d’dgua de abastecimento ou recreac¢do [22]. Em contraponto
aos altos custos para o manejo desses eventos e das cianotoxinas, os metabdlitos secunddrios de
cianobactérias também representam um grande potencial biotecnoldgico desses micro-organismos
[48]. As aplicacOes biotecnoldgicas de cianobactérias e seus produtos sdo bastante varidveis; ja foram
descritas atividades antibacterianas, antiflingicas, antivirais, degradacdo de componentes de 6leo,
producdo de hidrogénio para fontes alternativas de energia, producdo de polissacarideos, vitaminas,

enzimas, toxinas e outros produtos de interesse farmacéutico [47-49].

1.2.3 A Cianosferas

O termo ficosfera foi cunhado, em referéncia a rizosfera das plantas, para denominar a
comunidade de micro-organismos que habitam a zona de influéncia do metabolismo de cianobactérias
ou algas eucaridticas [50]. Usualmente a ficosfera de cianobactérias, também chamada de cianosfera,
é formada por bactérias epibiontes, mas a diversidade de relacdes estabelecidas muitas vezes
independe de contato fisico [51]. Diante da importancia desses micro-organismos, os desafios dos
pesquisadores envolvem a identificacdo de cianobactérias e suas ficosferas, determinacdo de
caracteristicas e metabolismos que, por fim, levam ao esclarecimento sobre as relacdes ecolégicas e
impactos ambientais desses microecossistemas.

A associacdao entre cianobactérias e bactérias heterotroficas € comumente reportada em
varios ambientes e culturas [52-54]. A interacdo estabelecida entre esses micro-organismos afeta
tanto as células individualmente quanto o ambiente como um todo [55-58]. Apesar das interagbes
ocorrerem em escala micro ou nanométrica; quando considerados o volume e a dimensdo dos
oceanos, por exemplo, seus efeitos sdo globais [51,58]. Porém, é comum que a natureza e os detalhes
dessas relagdes ndo sejam conhecidos.

Em floragGes plancténicas de cianobactérias e algas a composi¢cdo do bacterioplancton varia
a depender da espécie autotrofica dominante no ‘bloom’. As evidéncias apontam ainda para a variagao
temporal na composicao dessas comunidades, onde as interacdes bidticas parecem ter mais influéncia
na sucessao de organismos do que os parametros fisico-quimicos [59—-61]. As formac¢des bentbnicas de
cianobactérias, como os turfs, sdo consideradas holobiontes onde as cianobactérias filamentosas tém,
dentre outras, a funcdo de hospedeiro. Os filamentos das cianobactérias formam uma malha, onde se

incrustam outros micro-organismos e algas [4,62].



Um dos primeiros estudos a abordar sistematicamente a interagao entre cianobactérias e
bactérias foi realizado por Paerl et al em 1989 [63] com Trichodesmium sp., uma cianobactéria
filamentosa marinha ndo-heterocitada. Sua hipétese é de que ocorre uma simbiose onde a as bactérias
utilizam a matéria organica produzida pela cianobactéria, fazendo a remineralizacdo dos nutrientes e,
ao mesmo tempo, reduzem as concentracdes de oxigénio no microambiente, evitando assim a
interrupcao do processo de fixagao do nitrogénio pela cianobactéria [63].

O estabelecimento e disponibilidade de culturas tém papel essencial no conhecimento atual
sobre as intera¢Oes de cianobactérias e sua ficosfera. Diante de relacdes ecoldgicas que por vezes
podem ser obrigatdrias, a implanta¢do da cultura em si ja é um desafio e traz muitas informacgdes sobre
0s micro-organismos. Esse foi o caso dos cultivos de Prochlorococcus, uma das menores e mais
abundantes cianobactérias marinhas [32,64]. O sucesso na obtencdo de culturas dessa espécie foi
alcancado quase uma década apds as primeiras descricdes de sua ocorréncia e os cultivos ndo eram
livres de outros micro-organismos procariontes [65]. Ainda assim, esse passo foi essencial para a
descricdo das caracteristicas da espécie e compreensdo da sua importancia nos ecossistemas
marinhos. A dificuldade de obter culturas de Prochlorococcus axénicas chamou a atencdo dos
pesquisadores para o papel das bactérias. A sequéncia das investigagdes comprovou que varios
géneros de bactérias alteravam a taxa de crescimento de Prochlorococcus e influenciavam sua fisiologia
[66,67]. Posteriormente, essa interacdao também pode ser comprovada em ambiente natural [68].

A obtencdo de culturas puras de cianobactérias pode ser uma tarefa drdua e muitas vezes
impossivel, dado o nivel de interdependéncia dos micro-organismos [58,68]. Culturas ndo-axénicas,
gue na verdade sdo co-cultivos, podem até serem vistas como um revés na microbiologia cldssica.
Porém, considerando que as interacdes com a cianosfera podem estar relacionadas a complexidade
tipica das cianobactérias, a disponibilidade de co-cultivos é primordial para a determinacao do papel
de cada organismo na simbiose. O avang¢o das técnicas moleculares e de sequenciamentos de
DNA/RNA, aliado a disponibilidade desses co-cultivos, permite agora a elucidagdo de muitos desafios
desse campo da microbiologia; desde a identificacdo de quem faz parte das culturas até seus papéis

ecoldgicos nas associagdes e potenciais usos biotecnoldgicos.



1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivo geral
Descrever a composi¢ao da comunidade bacteriana associada as linhagens de cianobactérias

dos turfs dos recifes de Abrolhos.

1.3.2 Objetivos especificos

Avaliar morfologicamente os micro-organismos presentes nos co-cultivos por meio de
microscopia eletronica de varredura.

Determinar a riqueza de co-cultivos de cianobactérias isoladas a partir dos turfs dos recifes de
Abrolhos através da andlise de sequéncias de DNA do marcador molecular rRNA 16S obtidas por duas
plataformas de sequenciamento, NGS /llumina e Sanger.

Estabelecer o cultivo de bactérias heterotréficas integrantes dos co-cultivos.
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1.4 Materiais e métodos

1.4.1 Origem dos co-cultivos de cianobactérias

As linhagens de cianobactérias marinhas CCMR0080 a CCMR0087 avaliadas nesse trabalho
foram obtidas a partir da colecdo de micro-organismos da Universidade Federal do Rio de Janeiro
(CCMR). A coleta, isolamento e depdsito das cianobactérias em cole¢des de culturas foram realizados
em trabalho prévio por Juline Walter e colaboradores [4,6]. A metodologia de isolamento das
cianobactérias estd descrita de forma resumida a seguir (Figura 1.4), porém o procedimento detalhado
pode ser encontrado de forma completa na publicagdo de Walter et al (2020) [6]. Alguns filamentos
das cianobactérias foram selecionados e transferidos sucessivamente para gotas de meio de cultura
estéril. Em seguida, os filamentos foram fragmentados em sonicador e com o auxilio de um citémetro
de fluxo equipado com Fluorescence Activated Cell Sorting (FACS) os fragmentos Unicos foram
depositados em placas de 96 pogos contendo meio de cultura F/2 [6]. As linhagens de cianobactérias
pertencem ao novo género Adonisia, nova espécie Adonisia turfae, descrita por Walter et al (2020) [6],
segundo classificacdo proposta por Walter et al (2017) [7].

Citometro de fluxo - FACS

PN / RN /-7\\\
o/ A\ . A / A Cyn011K e NPLJ-4 >

Laminas, meio de cultura, pipeta Pasteur - transferéncias sucessivas

Erlenmeyer - 100mL Meio de cultura

Figura 1.4. Processo de isolamento de cianobactérias para o estabelecimento de co-cultivos em laboratdrio.
Etapa A: passagens sucessorias da cianobactéria para gotas de meio de cultura estéril. Etapa B: Fragmentac¢ao
por ultrassom e disposicdo em placa de 96 pocos com meio de cultura, com o auxilio de citébmetro de fluxo -
FACS. Etapa C: estabelecimento em frascos de cultivos de maior volume (Erlenmayer de 100mL). Co-cultivos
CCMRO0080 a CCMR0087: etapas A, B e C. Cyn011K e NPLJ-4: Etapas A e C. Created with BioRender.com
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A Tabela S1 apresenta as coordenadas geograficas dos pontos em que os turfs, dos quais
foram isolados os co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087, foram coletados. O mapa (Figura 1.5) indica a
area do Parna Mar Abrolhos e os pontos de coleta. Os co-cultivos CCMR0080, CCMR0081 e CCMR0082
foram isolados a partir de turfs coletados no ponto 1 e os co-cultivos CCMR0083, CCMR0084 e
CCMRO0085 a partir de turfs coletados no ponto 2; ambos dentro da area do parque. O co-cultivo
CCMRO0086 foi isolado a partir de turfs coletados fora da area do parque (ponto 3) e para o co-cultivo

CCMRO0087 nao foram informados os registros de coleta.

Localizagdo da Area de Coleta (Recifes de Abrolhos)
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Figura 1.5. Mapa indicando os pontos de coletas dos turfs dos quais foram isolados os co-cultivos de
cianobactérias de Abrolhos avaliados nesse trabalho. Ponto 1: CCMR0080, CCMR0081 e CCMR0082. Ponto 2:
CCMRO0083, CCMR0084 e CCMR0085. Ponto 3: CCMR0086. N3o ha informagao sobre o ponto de coleta de
CCMRO0087.

1.4.2 Fluxograma metodolégico

O fluxograma geral das analises realizadas nesse capitulo esta representado na Figura 1.6. Os
co-cultivos recebidos da colegdgo CCMR (CCMR0080 a CCMR0087) foram estabelecidos no Laboratério

de Saneamento Ambiental, Departamento de Engenharia Civil e Ambiental — UnB (LSA/ENC), onde ja
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existem disponiveis co-cultivos de cianobactérias de agua doce. As linhagens foram cultivadas em
frascos Erlenmeyer com 100mL de meio de cultura F/2 (Figura 1.3), utilizando dgua marinha artificial,
e os repiques de manutencgao realizados a cada 15-20 dias [69,70]. A sala ambiente dos cultivos foi
mantida a 22°C com fotoperiodo de 12/12h, claro/escuro. Os 8 co-cultivos (CCMR0080 a CCMR0087)
sdo diferentes linhagens da mesma espécie de cianobactéria, A. turfae, e foram considerados como
réplicas bioldgicas da mesma amostra. Pois, apesar de serem provenientes de turfs de diferentes locais
dentro dos recifes de Abrolhos e da relevancia dessa informacgao, nao foi feita nenhuma correlagao
direta com as localidades de coleta das amostras para isolamento.

A avaliagdo microscdpica em microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada com dois
dos co-cultivos, CCMR0080 e CCMR0086, a partir dos quais foram isoladas duas bactérias
heterotroéficas de relevante interesse para o trabalho.

O isolamento de bactérias heterotroficas a partir dos co-cultivos de cianobactérias foi
realizado como estratégia qualitativa, por considerar-se que seria invidvel obter culturas puras de todas
as bactérias heterotroéficas presentes nos co-cultivos. A clonagem do marcador rRNA 16S e posterior
sequenciamento em plataforma Sanger foram realizados com trés dos oito co-cultivos: CCMR0081,
CCMR0082 e CCMR0086. Os dois primeiros (CCMR0081 e CCMR0082) foram os co-cultivos utilizados
como linhagem tipo para a descricdo da espécie A. turfae, por Walter et al (2020) [6], logo havia
interesse sobre o microbioma associado a essas linhagens. CCMR0086 foi o co-cultivo a partir do qual
foi isolada em cultura pura uma das bactérias heterotroficas, pertencente ao clado Roseobacter, de
interesse ecoldgico e biotecnoldgico. Com o sequenciamento Sanger sdo obtidas sequéncias com maior
numero de pares de base e maior qualidade, possibilitando a classificacdo taxondmica mais precisa das
bactérias heterotréficas. Porém o nimero de sequéncias é reduzido, ndo alcangando amostragem
suficiente para identificar todas as bactérias presentes nos co-cultivos. Em paralelo com a estratégia
de clonagem e sequenciamento Sanger, foi realizado o sequenciamento de nova geracdo (NGS) em
plataforma /lllumina do marcador rRNA 16S dos oito co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087. O grande
volume de sequéncias gerados pelo sequenciamento NGS lllumina permite a identificacdo de micro-
organismos menos abundantes nas comunidades. Assim, as estratégias foram adotadas em conjunto
para a caracterizacdo mais abrangente e precisa possivel sobre a comunidade bacteriana presente nos
co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087.
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Figura 1.6. Fluxograma indicando as metodologias utilizadas para alcancar os resultados apresentados no
capitulo 1.

Os co-cultivos de cianobactérias CCMR0080 a CCMR0087 sdo provenientes de um ambiente
com alta biodiversidade; o fato de serem organismos bentdnicos dificulta o isolamento e cultivo. Além
disso, sdo co-cultivos relativamente novos, com espécies descritas recentemente na literatura. Por esse
conjunto de fatores optou-se pela realizacdo do sequenciamento do NGS lllumina do rRNA 16S de duas
linhagens de cianobactérias disponiveis no LSA (ENC/UnB), seguindo os mesmos procedimentos
utilizados para as linhagens marinhas, permitindo assim o controle metodoldgico das analises. As
linhagens Cyn011K e MyclISO foram isoladas ha mais de 20 anos e sao cultivadas extensivamente em
laboratérios em varios paises para a producdo de toxinas e realizacdo de pesquisas cientificas. Mesmo
sendo linhagens provenientes de agua doce, foram escolhidas como referéncia metodoldgica desse
trabalho diante da indisponibilidade de acesso a outras linhagens marinhas. A Cylindrospermopsis
raciborskii linhagem Cyn011K é uma cianobactéria filamentosa produtora da toxina
cilindrospermopsina, isolada em Queensland, Australia [71]. A linhagem MycISO é proveniente da
purificacdo em meio sdélido da linhagem NPLJ-4 de Microcystis aeruginosa, obtida da lagoa de
Jacarepagua no Rio de Janeiro e é produtora das toxinas chamadas de microcistinas e nodularinas [72].
De maneira simplificada, o processo de purificacdo ocorreu pela diluicdo seriada e espalhamento do
co-cultivo NPLJ-4 em meio sdlido para a selecdo de colbnia Unica a ser re-inoculada em meio liquido,
originando assim o co-cultivo MyclSO. Os co-cultivos Cyn011K e NPLJ-4 foram obtidos a partir da
colecdo de culturas do Laboratério de Ecofisiologia e Toxicologia de Cianobactérias, Instituto de
Biofisica Carlos Chagas Filho (IBCCF-UFRJ) e sdo mantidas em meio de cultura ASM-1 no LSA (ENC/UnB)
[73].
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1.4.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os co-cultivos CCMR0080 e CCMRO0086, a partir dos quais foram isoladas bactérias
heterotrdéficas de interesse ecolégico e biotecnoldgico, foram visualizados em microscopia eletrénica
de varredura. O preparo comegou com a precipitacdo das células e lavagem com tampdo PBS
(phosphate-buffered saline) por trés vezes. As amostras foram fixadas em solucdo Karnovsky: (2% (v/v)
paraformaldeido, 2% (v/v) glutaraldeido, 3% (w/v) sacarose e 0,005M CaCl em 0,05M de tampdo
cacodilato. A segunda fixagcdao ocorreu em 1% de tetréxido de dsmio. O material foi desidratado em
solugdes de acetona com concentragao crescente (50/70/90/100% v/v) e apds em ponto critico com
CO; liguido. Apés montagem no porta-amostra, a amostra recebeu a cobertura de uma fina camada
de ouro (=10nm) [74]. As imagens foram geradas em microscdpio eletrénico de varredura (MEV) JEOL
JSM-7001F (JEOL Ltd., Tokio, Japao).

1.4.4 Isolamento de bactérias heterotrdficas e identificacdo através do rRNA 16S

O isolamento de bactérias heterotréficas a partir dos co-cultivos de cianobactérias marinhas
(CCMRO0080 — 87) foi realizado em placas de Petri com meio complexo DIFCO 2216 acrescido de agar
(1,5% p/v). Aproximadamente 1mL dos co-cultivos de cianobactérias contendo biomassa celular foi
destacado para plagueamento. Dessa aliquota, uma porc¢ao do sobrenadante (200uL) foi semeado por
espalhamento nas placas com meio sélido, com auxilio de uma alga de Drigalski. Uma por¢dao do
sobrenadante foi descartada apds centrifugacdo (=300uL). A porcao restante foi colocada em banho
ultrassénico por 3 minutos, para a desagregacao das células, e =200uL foram semeados no agar DIFCO
216. As placas foram incubadas por 24h a 28°C e estriamentos sequenciais com alg¢a de platina foram
feitos até a obtencao de col6nias bacterianas isoladas. As col6nias passaram por avaliacdo visual e os
diferentes morfotipos identificados foram inoculados em caldo DIFCO 2216 e estocados a -80°C apds
crescimento, utilizando glicerol (20% v/v) como crioprotetor. A coloragdo diferencial de Gram foi

realizada para as colénias que foram criopreservadas.

Os morfotipos bacterianos foram identificados através do sequenciamento bidirecional
(forward e reverse) tipo Sanger do marcador molecular rRNA 16S. O DNA genémico foi obtido a partir
de biomassa celular da cultura pura crescida em meio sdlido. A extracdo do material genético foi
realizada com o kit comercial GenElute Bacterial Genomic DNA Kit, Sigma-Aldrich. A PCR do gene rRNA
16S foi realizada nas mesmas condicdes descritas a seguir no item 1.4.6.1.1. A purificacdo do produto
de PCR foi realizada apds eletroforese em gel de agarose 1% (p/v). As bandas do gel foram cortadas e
fundidas a 70°C em bloco térmico seco para utilizacdo do kit GeneJET Gel Extraction Kit, Thermo Fisher
Scientific’, segundo adaptacdao de protocolo proposta por [75]. O sequenciamento foi realizado na
empresa Macrogen (Seoul — Coréia do Sul). As sequéncias foram avaliadas e aparadas, somente aquelas
com ‘Phred score’ maior que 30 foram mantidas e comparadas ao banco de dados RDP [Ribosomal
Database Project (RDP) Classifier] [76].
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1.4.5 Extragao e purificagdo de DNA dos co-cultivos de cianobactérias

A biomassa para a extragdao de DNA das linhagens CCMR0080 a CCMR0087 foi recolhida dos
frascos com o auxilio de uma al¢a de niquel estéril. Como essas cianobactérias sao bentbnicas, uma
parte do co-cultivo cresce aderida ao frasco e outra flutuante (Figura 1.7). O cuidado em recolher parte
das duas porgdes foi observado. Para as linhagens Cyn011K e MycISO, que sdo planctbnicas, a biomassa

foi obtida por centrifugacao e precipitagao das células.

" - 4

Figura 1.7. Co-cultivos CCMR0080 a CCMRO0087 provenientes dos turfs de Abrolhos. Em cultivo essa
cianobactérias formam um biofilme que cresce aderido ao fundo do frasco e também essas massas filamentosas
gue permanecem flutuantes.
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A purificagdo do DNA genbmico foi realizada com dois kits de extragdo disponiveis
comercialmente: GenElute Bacterial Genomic DNA Kit, Sigma-Aldrich, com o auxilio do homogenizador
de alta poténcia ‘FastPrep’ na etapa de lise celular; e o kit PowerSoil® DNA Isolation Kit, MOBio. O DNA
purificado pelas duas metodologias foi composto na proporc¢do de 1:1 (v/v) para as etapas seguintes
de clonagem e sequenciamentos do marcador molecular rRNA 16S. A opcdo pela mistura dos extratos
purificados baseou-se em testes preliminares (dado ndo apresentado) que mostraram os dois métodos
como os mais eficientes na etapa de lise celular, tanto para células das cianobactérias quanto para as

bactérias associadas.

1.4.6 Analise do gene marcador molecular rRNA 16S dos co-cultivos de cianobactérias

1.4.6.1 Biblioteca de clones do rRNA 16S

1.4.6.1.1 Clonagem
A clonagem do gene rRNA 16s foi realizada para os co-cultivos CCMR0081, CCMR0082 e

CCMRO0086, com 20 dias de crescimento. Apds a purificacdo do DNA (item 1.4.3), a reacdo em cadeia
da (DNA) polimerase (PCR) foi realizada com os oligonucleotideos iniciadores 27F (5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3’) e 1494R (5’- TACGGCTACCTTGTTACGAC-3’) nas seguintes condicdes:
desnaturagdao a 95°C durante 3 minutos; desnaturacao a 95°C durante 1 minuto; anelamento a 53°C
durante 1 minuto; extensdo a 72°C durante 1 minuto; repeti¢cao das etapas 2 a 4 por 27 vezes; extensao
a 72°C durante 10 minutos. A purificacdo do produto de PCR foi realizada com kit de purificacdo BIO
RAD (Quantum Prep PCR Kleen Spin Columns).

Os fragmentos do rRNA 16S purificados foram ligados em vetor pGEM®-T Easy, Promega. A
transformacdo bacteriana ocorreu em Escherichia coli EPI300 por choque térmico ou, apds dialise do
sistema de ligacdo, por eletroporacdo. As células transformadas foram espalhadas em meio de cultura
Luria Bertani (LB) sélido suplementado com ampicilina (150 pg/mL), X-Gal (0,00625 % p/v) e IPTG (0,5
mM). As colbnias positivas para a transformac¢do com plasmideo e inserto (brancas) foram inoculadas
em LB + ampicilina (150 pg/mL). A extracdo e purificacdo do DNA plasmidial foi realizada com o kit
‘mini-prep QIAprep Spin Miniprep Kit’, Qiagen. A confirmac¢dao dos transformantes ocorreu por
amostragem randoémica de 5 em cada 100 clones, aproximadamente, para verificacao da presenca dos
insertos apos realizacdo de digestdo com a enzima EcoR1 e avaliagdo do padrdo de bandas em

eletroforese em gel de agarose a 1% (p/v).

1.4.6.1.2 Sequenciamento Sanger e andlise de dados
O sequenciamento unidirecional do DNA plasmidial dos clones foi realizado em plataforma

Sanger na empresa Macrogen (Seoul, Coréia do Sul); utilizando o oligonucleotideo iniciador para o

promotor T7. A ferramenta Asparagin, disponivel em http://asparagin.cenargen.embrapa.br/phph/,
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foi utilizada para a avaliagao da qualidade Phred score e remogao dos pares de bases provenientes do
vetor [77-79]. As sequéncias maiores que 600 pb e com Phred score maior que 30 foram mantidas para
as analises subsequentes. A remoc¢do de quimeras foi realizada com o algoritmo UCHIME2 [80]. O
programa Mothur foi utilizado para o agrupamento das sequéncias com similaridade maior que 97%,
tomado como referéncia para classificacdo das operational taxonomic unit (OTU) ao nivel de espécie,
e identificacdo das sequéncias representativas. A assinatura taxonémica das sequéncias foi realizada
através da base de dados Ribosomal Database Project (RDP-DB) em sua versao on-line, com
confiabilidade minima de 80% [76]. A posicdao evolutiva das OTUs foi estimada pela construcdo de
arvore filogenética pelo método Maximum-likelihood (ML) com 1000 repeticGes de amostragem
(Bootstrap), utilizando tanto das sequéncias clonais representativas quanto rRNA 16S de espécies
validas listadas em List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature - LPSN e depositadas no
banco de dados GenBank/EMBL/DDBJ [81,82]. O niUmero de acesso das sequéncias e os enderecos para
obtencao de informacgdes e atualizagdes taxonOmicas sobre as espécies estdo disponiveis na tabela S3
do anexo. A arvore filogenética foi construida com o programa Fasttree e editada com o programa
MEGA 7 [83,84].

1.4.6.2 Sequenciamento NGS do rRNA 16S e andlise de dados
O DNA metagendmico purificado, dos co-cultivos marinhos (CCMR0080 a CCMR0087) com 30

dias de crescimento e dos dulcicolas (Cyn011K e MyclSO) com 15 dias de crescimento, foi enviado a
DNA Services (DNAS) facility - Research Resources Center da Universidade de lllinois, Chicago-USA. O
sequenciamento do marcador rRNA 16S foi realizado em plataforma mini-seq Illumina, gerando paired-
end reads de 153 pares de base (bp) cada. A preparacdo da biblioteca para sequenciamento foi
realizada em protocolo de duas etapas com o kit Fluidigim, disponivel comercialmente. A regido do
gene rRNA 16S sequenciada foi a V4, utilizando os oligonucleotideos iniciadores 515F (5 —
GTGCCAGCMGCCGCGGTAA) e 806R (5 — GGACTACHVGGGTWTCTAAT) [85].

Os dados brutos do sequenciamento foram recebidos ordenados por amostra e livres de
sequéncias de barcodes, adaptadores e do controle de sequenciamento phiX. Os reads forward e
reverse foram unidos com o programa PEAR (versdao 0.9.11) e apds analisados com o pacote QIIME2
(versdo 20.11) e seus recursos [86,87]. O plugin cutadapt foi utilizado para a remogdo dos
oligonucleotideos iniciadores (515F e 806R) [88]. A qualidade das sequéncias e a determinacdo de
Amplicon Sequence Variants (ASV) foi avaliada com a ferramenta Deblur; apenas sequéncias com Phred
score maior que 20 foram mantidas e todas as sequéncias foram limitadas ao tamanho de 230 pb
[77,89]. Os dados esperados para as comunidades dos co-cultivos eram de riquezas pequenas em
relacdo ao volume de dados gerados em sequenciamentos NGS /llumina. O Deblur possui um filtro de
qualidade positivo e um negativo para as ASV, assim artefatos jd conhecidos das técnicas de
sequenciamento (exemplo: sequéncias do controle phiX) e as sequéncias com similaridade menor que

60% aquelas do banco de dados de rRNA 16S Greengenes sdo removidas das analises posteriores [89].
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Dessa maneira, o Deblur foi escolhido por ser considerado o pacote mais estrito e que apresentava
menor chance de falsos positivos [90,91]. A taxonomia das ASV foi determinada utilizando o plugin
taxa do QIIME2, tendo como referéncia o banco de dados Silva (versdao 138, 02/11/2020) [92-95].

As tabelas de abundancia de ASV, de taxonomia assinada para cada uma dessas sequéncias e
de metadados foram os arquivos necessarios para as andlises posteriores utilizando a linguagem de
programacao R (versdo 4.0.3), dentro do aplicativo RStudio (versao 1.3.1093) [96,97]. O principal
pacote utilizado para gerar os graficos de rarefagao, abundancias e analises estatisticas dos dados foi
o Phyloseq [98]. Além das dependéncias do Phyloseq, outros pacotes foram instalados e estdo listados
na tabela S2 do anexo. As métricas de a-diversidade foram avaliadas apds andlise da curva de rarefagao
e normaliza¢do da amostragem pela profundidade do sequenciamento em 95% da menor biblioteca

de ASV, no caso aquela referente a amostra CCMR0081.
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1.5 Resultados e Discussao

A andlise microscépica dos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087 revela uma cianosfera
abundante, indicando a presenca de diferentes morfotipos celulares nos co-cultivos (Figura 1.8).
Apesar de ndo ser possivel a resolucdo taxonémica dos grupos de micro-organismos através das
técnicas cldssicas de microscopia utilizadas, elas foram importantes para indicar a complexidade dos
arranjos formados nessas comunidades. A ampliacdo de 1500x (Figura 1.8 A e C) permite a visualizacdo
da malha formada pelos filamentos das cianobactérias. A visualizacdo com amplificacdo de 5000x
(Figura 1.8 B e D) permite a identificacdo de morfotipos de bactérias agregados aos filamentos e a

bainha.

4 .
10pm JEOL-UnB
SEM WD 13.7mm

—— 10pm JEOL-UnB - [
15.0kV SEI SEM WD 13.8mm 15.0KkV SEI SEM

Figura 1.8. Fotomicrografia em sistema de microscopia eletronica de varredura (MEV). As imagens A e B sdo do
co-cultivo CCMR0080. As imagens C e D sdo do co-cultivo CCMR0086. Ampliagdo de 1500x (A e C) barra branca
indicando 10 um, ampliagdo de 5000x (B e D) barra branca indicando 1 pm.
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A Tabela 1.1 apresenta as linhagens de bactérias heterotréficas isoladas em cultura pura a
partir dos co-cultivos CCMR0080 a CCMRO0087. A indicacdo taxonOmica foi atribuida a partir da
sequéncia parcial do rRNA 16S, de acordo com o RDP-DB, obtida apds PCR e sequenciamento Sanger.
Dentre as linhagens isoladas estdo representadas bactérias pertencentes as classes Flavobacteriia
(Bacteroidia, em Silva-DB), Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria, todas prevalentes nos co-
cultivos. O meio de cultura utilizado para o isolamento das culturas foi o DIFCO Marine Broth — 2216,
um meio complexo ndo-seletivo. A escolha do meio de cultura estd relacionada aos resultados
alcancados: todos os isolados pertencem a categorias de micro-organismos cultivaveis e representam
0s grupos taxonOmicos abundantes nos co-cultivos. A obten¢do de um ndmero maior de isolados
bacterianos depende de um maior esforco amostral, baseado em diferentes estratégias como o uso de
diferentes técnicas de separacdo das células e meios de cultura oligotréficos ou seletivos. Destaca-se
a possibilidade de muitas dessas bactérias ndo serem viaveis em culturas puras, devido as rela¢oes

ecolégicas obrigatdérias com os micro-organismos da comunidade.

Tabela 1.1 Linhagens de bactérias heterotréficas isoladas em cultura pura a partir dos co-cultivos de
cianobactérias dos turfs de Abrolhos. A classificacdo e taxonomia apresentada foi obtida pelo RDP-DB.

. Linhagem
Co-cultivo . . Tamanho do P
. Bac. Het. Identidade Qualidade Classificagdo
de origem fragmento
Isolada

Dominio Filo Classe Ordem Familia Género
CCMR0082 A 986.667 98 900 Bacteria  Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales  Flavobacteriaceae ~ Muricauda
CCMR0080 C/ K001 100 99 827 Bacteria  Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales  Flavobacteriaceae ~ Muricauda
CCMR0087 F 980.256 96 861 Bacteria  Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales  Flavobacteriaceae  Muricauda
CCMR0082 H1 99.725 99 1091 Bacteria  Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales ~ Flavobacteriaceae ~ Muricauda
CCMR0080 E2 993.243 99 443 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales  Rhodobacteraceae  Pelagibaca
CCMR0082 H2 991.579 99 473 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales  Rhodobacteraceae  Pelagibaca
CCMR0087 G1 977.556 97 802 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales  Rhodobacteraceae Ruegeria
CCMR0086 K1 990.826 99 436 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales Rhodobacteraceae Ruegeria
CCMR0080 B2 991394 99 579 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales  Rhodobacteraceae  Roseovarius
CCMR0080 Bl 987.613 96 902 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales  Rhodobacteraceae
CCMR0086 J2 100 99 330 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales  Rhodobacteraceae
CCMR0087 L 987.613 96 902 Bacteria Proteobacteria  Alphaproteobacteria Rhodobacterales  Rhodobacteraceae
CCMR0081 998.302 99 599 Bacteria Proteobacteriac  Gammaproteobacteria  Alteromonadales Alteromonadaceae Alteromonas
CCMR0080 E1 998.628 99 729 Bacteria Proteobacteriac Gammaproteobacteria  Alteromonadales Alteromonadaceae Marinobacter
CCMR0087 G2 100 100 1051 Bacteria Proteobacteriac  Gammaproteobacteria  Alteromonadales Alteromonadaceae Marinobacter
CCMR0086 | 994.565 98 920 Bacteria Proteobacteriac Gammaproteobacteria  Alteromonadales Alteromonadaceae Marinobacter
CCMR0086 K2 100 100 460 Bacteria Proteobacteriac Gammaproteobacteria  Alteromonadales Alteromonadaceae Marinobacter

A clonagem seguida de sequenciamento em plataforma Sanger do rRNA 16S dos co-cultivos
CCMRO0081, CCMR0082 e CCMR0086 permitiu a identificacdo de outras bactérias presentes nos co-
cultivos, além das obtidas em cultura pura. Porém, assim como as linhagens isoladas em cultura pura,
na biblioteca de clones rRNA 16S detectou-se apenas sequéncias referentes as classes Bacteroidia,
Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria, além de Cyanobacteriia (Silva-DB). A Tabela S4
apresenta o best hit de cada OTU, analisada em comparagao ao RDP-DB. O posicionamento filogenético

de cada OTU esta apresentado na arvore filogenética da Figura 1.9.
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Figura 1.9. Arvore filogenética (Maximum likelihood) baseada na sequéncia parcial do gene marcador molecular
rRNA 16S obtida por clonagem e sequenciamento Sanger. As OTU representativas foram obtidas a partir do
agrupamento de sequéncias com similaridade maior que 97%. Os clados estdo destacados por cores, indicando
as classes do dominio Bacteria: Verde — Cyanobacteriia, Rosa — Bacteroidia, Azul- Gammaproteobacteria e
Laranja — Alphaproteobacteria. O formato dos marcadores indica o co-cultivo de onde foi obtida a sequéncia
clonal: quadrado - CCMR0081, triangulo CCMR0082 e circulo — CCMR0086. A nomenclatura utilizada esta

baseada em Silva-DB v.138.
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Riqueza de ASV

Através do sequenciamento NGS lllumina do rRNA 16S foi possivel acessar a riqueza das
cianosferas das linhagens CCMR0080 a CCMR0087, Cyn011K e MyclSO. Os dados foram gerados em
quantidade e qualidade suficientes para que a avaliagdo da comunidade pudesse ser realizada e os
indices de diversidade calculados.

O sequenciamento gerou o total de 78.268 reads. Apds todos os filtros de qualidade aplicados,
restaram 32.688 sequéncias (ASV) (Figura S.1), que compdem as ASV utilizadas para a avalia¢do dos
indices de diversidade e determinacgao do perfil taxondmico dos co-cultivos (Figura 1.10). A andlise da
curva de rarefacdo indicou que a amostragem realizada foi suficiente para estimar a riqueza da
comunidade bacteriana dos co-cultivos. A partir do grafico apresentado na Figura 1.6, infere-se que o
aumento na profundidade do sequenciamento do marcador rRNA 16S ndo resultaria em um nimero
maior de ASV distintas.

Dentre as linhagens provenientes dos turfs de Abrolhos, as linhagens CCMR0080, CCMR0081
e CCMRO0085 apresentaram riquezas semelhantes, com os maiores valores, e a linhagem CCMR0087

apresentou-se como o co-cultivo de menor riqueza.
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-
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cC °2
-Iccwe008§
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Numero de sequéncias amostradas

Figura 1.10. Curva de rarefagdo dos reads gerados pelo sequenciamento NGS Illumina do rRNA 16S dos co-
cultivos das cianobactérias dos turfs de Abrolhos CCMR0080 a CCMR0087 (tons de roxo) e dulcicolas Cyn011K e
MyclSO (tons de verde). A amostragem foi suficiente para estimar a riqueza da comunidade.
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1.5.1 Diversidade dos co-cultivos de cianobactérias
A Figura 1.11 apresenta os principais indices de diversidades calculados para os co-cultivos

das cianobactérias CCMR0080 a CCMR0087, Cyn011K e MycISO. De maneira geral, os indicadores
avaliados para os co-cultivos provenientes de Abrolhos (CCMR0O080 a CCMRO0087) apresentaram
valores similares aos determinados para os co-cultivos dulcicolas (Cyn011K e MyclSO), utilizadas como
referéncia metodoldgica. Co-cultivos de Microcystis spp. (disponiveis no Institute of Bioscience &
Biotechnology e Freshwater Bioresources Culture Collection, Coréia do Sul) apresentaram indice de
diversidade de Shannon com valores préximos de 2, assim como os co-cultivos avaliados neste trabalho
[99]. Valores semelhantes também foram determinados para co-cultivos de cianobactérias
provenientes de ambientes extremos marinhos ou salinos, isoladas entre 2000 e 2003 por Shaw et al
2020 (disponiveis na CCMEE - Culture Collection of Microorganisms from Extreme Environments —
University of Oregon/EMSL, USA) [100]. Esses valores similares podem indicar que o tempo de
isolamento e manutencdo em laboratdrio tem pouca influéncia sobre a diversidade dos co-cultivos.
Porém, sdo necessarios avaliagbes mais amplas, que ponderem outros parametros para a
determinacdo dainfluéncia da variavel tempo sobre a diversidade dos co-cultivos. Cyn011K apresentou
os maiores valores para riqueza e diversidade, em relacdo aos demais co-cultivos. Porém, a

determinacdo do quado significativas podem ser essas diferencas em relacdo aos demais co-cultivos

depende da analise de mais réplicas bioldgicas e experimentais.
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Figura 1.11. indices de diversidade calculados para os co-cultivos CCMR0O080 & CCMR0087 (tons de roxo),

Cyn011K e MyclSO (tons de verde), com base nos dados gerados pelo sequenciamento NGS /llumina do rRNA
16S. A — Estimador de riqueza Chao 1; B indice de diversidade de Shannon; C— indice de diversidade de Simpson

(1-D).
Fatores como procedéncia de diferentes ambientes (dulcicolas: Cyn011K, Australia; MyclSO,
Rio de Janeiro - Basil; marinhas: CCMR0O080 a CCMR0087, Abrolhos-Brasil), diferengas quanto a

morfologia e os processos de isolamento distintos podem estar relacionados a diversidade nos co-
cultivos. Quanto a morfologia, a MycISO é uma cianobactéria cocdide (células arredondadas), que
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durante o processo de isolamento e repiques sucessivos perdeu sua organizagdo colonial. E possivel
que a reducdo da mucilagem e estrutura colonial tenha levado a diminuicdo do nimero de bactérias
aderidas as cianobactérias. Em Microcystis spp. a comunidade de bactérias aderidas é diferente da
comunidade de bactérias livres [101]. A esse fato soma-se a etapa adicional de isolamento em meio
solido realizado com esse co-cultivo. Esses dois fatores podem ter contribuido para os valores
reduzidos de riqueza e diversidade do co-cultivo MycISO, observados na Figura 1.7. As linhagens
marinhas (CCMR0080 a CCMR0087) e a dulcicola Cyn011K apresentam a mesma morfologia, sao
filamentosas. Porém, as linhagens CCMR0O080 a CCMRO0087 passaram por etapa adicional de
isolamento. Como descrito no item 1.4.1 (Figura 1.4), apds separagdao manual dos filamentos ao
microscopio, os co-cultivos marinhos foram fragmentados e inoculados nos meios de cultura com o
auxilio de ultrassom, citometro de fluxo e FACS. Assim, o processo de isolamento mais estrito pode
estar relacionado aos menores valores de riqueza e diversidade dos co-cultivos CCMR0080 a
CCMRO0087 em relagdao ao Cyn011K. Em perspectiva futura, desenhos experimentais podem ser
realizados para comparar o efeito dos diferentes processos de isolamento na composicao da cianosfera
dos co-cultivos. Esses dados podem contribuir para determinar quais sdo as rela¢des interespecificas

obrigatdrias estabelecidas nos co-cultivos.

1.5.2 Composi¢ao bacteriana dos co-cultivos de cianobactérias
Os dados provenientes dos sequenciamentos NGS do rRNA 16S indicaram que os co-cultivos

marinhos CCMR0O080 a CCMR0087 estdo estruturados em 6 filos, 8 classes, 23 ordens e 27 familias de
procariotos. A identidade de cada ASV representativa esta detalhada na Tabela 2.

O perfil microbiano dos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087 é formado predominantemente
(abundancia relativa do total de ASV > 1% do total de ASV) pelos filos Cyanobacteria (38,54%),
Proteobacteria (28,99%), Planctomycetota (22,85%) e Bacteroidota (8,79%). Padrdo similar foi
determinado para as cianobactérias de dgua doce Cyn011K e MyclSO (Figura 1.12. A). Em niveis
hierdrquicos mais altos a predominancia desses grupos é recorrente na cianosfera, tanto em cultivos
como em ambientes naturais [50,102,103]. A classe Betaproteobacteria (ordem Burkholderiales em
Silva-DB v.138) que aparece como dominante em algumas cianosferas nao foi identificada nos co-
cultivos marinhos [101,104-106]. Os filos com menor abundancia relativa foram Firmicutes (0,01%) e
Myxococcota (0,85%). (Figura 1.12 B).
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Figura 1.12. Grafico de barras indicando a abundéancia relativa (%) das ASV nas classes de Bacteria dos co-cultivos
de cianobactérias CCMR0080 a CCMR0087, Cyn011K e MyclSO. A — Distribuicao das classes abundantes nos co-
cultivos, com abundancia relativa em relacdo a soma total de ASV das classes abundantes. B — Distribui¢cdo das
classes de bactérias raras nos co-cultivos, com abundancia relativa referente a soma total de ASV das classes
raras.
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Os turfs de Abrolhos apresentaram composicdo bacteriana similar em relagao a encontrada
nos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087, com a dominancia de Proteobacteria, Cyanobacteria e
Bacteroidetes [4]. Porém, destaca-se nos co-cultivos o enriquecimento do filo Planctomycetota, que
figura entre os taxa prevalentes com a classe Phycisphaerae. Apenas a amosta CCMR0085 apresentou
reads mitocondriais, indicativo da presenca de organismo eucarioto na comunidade [100]. Como esse
mesmo co-cultivo também apresentou reads referentes a cloroplasto, é possivel que alguma alga
eucariotica presente no turf tenha se mantido incrustada nos filamentos da cianobactéria.

A assinatura taxondmica das ASV (Tabela 2) revela a presenca de organismos ‘uncultured’ nos
co-cultivos. Inicialmente é necessdrio destacar a inadequac¢dao do termo ‘uncultured’, dado que as
sequéncias foram obtidas a partir de um cultivo de micro-organismos. Porém, a assinatura dessas ASV
como organismos ‘incultivdveis’ revela a riqueza, potencial biotecnoldgico e a importancia da
disponibilidade dessas linhagens de cianobactérias em colecdes de cultura. Parte da biodiversidade de
micro-organismos em um determinado ambiente pode ser acessada em co-cultivos de cianobactérias
coletados naquele local, mesmo apds longos anos de manutencdo das linhagens em laboratério [103].
Mesmo que de maneira associada, esses micro-organismos sdo mantidos ao longo do tempo em
condicdes controladas, facilmente descritas e replicdveis. A prépria capacidade, ou ndo, de uma
bactéria ser cultivada de maneira isolada pode trazer respostas sobre seu metabolismo e fun¢des
ecoldgicas. Além disso, mesmo que ndo sejam passiveis de isolamento total, em uma comunidade de
riqueza reduzida, em relacdo a maioria das amostras ambientais, o acesso a genomas utilizando as
ferramentas de montagens de genomas a partir de metagenomas (bin) € muito menos oneroso, em
termos de custos do sequenciamento e demanda computacional de analise de dados [107]

Durante floracdes de cianobactérias ocorre uma sucessdo no bacterioplancton, que altera
guantitativamente sua composicao ao longo do tempo [54,59-61,108,109]. O DNA dos co-cultivos
utilizados para a clonagem e sequenciamento NGS lllumina foram extraidos com diferentes tempos de,
20 e 30 dias, respectivamente. Uma das possibilidades para a auséncia de sequéncias referentes a
classe Phycisphaerae na biblioteca de clones rRNA 16S é a possivel variagdo temporal na diversidade

bacteriana das cianosferas, considerando os diferentes estagios de amostragem.
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Tabela 1.2. Assinatura taxonomica de cada ASV obtida através das andlises do sequenciamento NGS

Illumina do rRNA16S. A taxonomia das ASV esta de acordo com a anotacédo do Silva-DB 138.
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O valor taxon6mico da identificacdo de micro-organismos pela andlise de uma Unica regido
hipervaridvel do rRNA 16S (V4) é muito baixo, porém essa estratégia é amplamente empregada na
ecologia microbiana. A técnica propicia a avaliagdo da comunidade no seu contexto geral, permitindo
a estimativa da diversidade bacteriana em pesquisas descritivas ou experimentais. Dessa forma, a
maior relevancia dessa metodologia é o seu valor comparativo. A ampla difusdo e padronizacao
metodoldgica aumenta a confiabilidade e permite a comparagdo dos perfis microbianos de diferentes
ambientes [110]. Nesse trabalho o uso de clonagem e sequenciamento Sanger foi a estratégia escolhida
para aumentar a confiabilidade na classificacdo filogenética dos micro-organismos da comunidade
detectados pela técnica de NGS Illlumina dos cultivos CCMR0O080 a CCMR0087. Aspectos sobre os
resultados alcangados com a combinagao das duas técnicas de sequenciamento, somadas ao esforgo

de isolamento de linhagens bacterianas em culturas puras, serdo apresentados a seguir.

1.5.2.1 Classe Cyanobacteriia
Todos os co-cultivos analisados apresentaram apenas uma espécie de cianobactéria,

associada a uma comunidade de bactérias heterotréficas. Essa é a composicdo esperada para as
linhagens de cianobactérias disponiveis em cole¢des de culturas e laboratérios. As linhagens
CCMRO0081 e CCMR0082 possuem genomas depositados no GenBank, que foram analisados por Walter
et al (2020) e resultaram na descricdo de uma nova espécie de cianobactéria, Adonisia turfae [6]. A
nomenclatura da espécie ainda ndo possui validacao pelo ICN ou INCP e, portanto, ndo possui o nome
incluido na ‘List of Prokary names with Standing in Nomenclature’ (LSPN). Por esse motivo as ASV do
sequenciamento /llumina e as OTU representativas da clonagem do rRNA 16S (clones CCMR0081 121,
CCMRO0082 246 e CCMR0086 346) tiveram taxonomia assinalada como Acrophormium (Silva-DB v.138),
tendo como referéncia a linhagem PCC7375.

As cianobactérias marinhas CCMR0081 e CCMR0082 possuem caracteristicas gendmicas e
fisioldgicas que podem determinar sua capacidade de adaptacdo as variagdes fisico-quimicas do
ambiente [6]. Dentre esses atributos destacam-se a capacidade de fixacdo de nitrogénio, crescimento
em temperaturas relativamente altas, aclimatacdo cromatica e a producdo de metabdlitos secundarios
[6]. Impactos ambientais, como a reducdo de herbivoria devido a pesca excessiva e aumento da
matéria organica nos recifes de Abrolhos, somados a plasticidade das cianobactérias podem estar
relacionados com a predominancia dos turfs sobre os corais [6].

A fixacdo de carbono através da fotossintese, a fixacdo bioldgica do nitrogénio e a
possibilidade de metabdlitos secundarios atuarem em quorum sensing ou protecao contra herbivoria
sdo alguns dos recursos que essas cianobactérias podem dispor em relagdes ecoldgicas, tanto no
ambiente quanto nos microecossistemas em co-cultivos. Investigacoes especificas sdo necessarias para
determinar quais vias metabdlicas das cianobactérias marinhas sdo expressas em variadas condicdes

ambientais e o como isso influencia suas relacdes com a cianosfera.
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1.5.2.2 Classe Phycisphaerae
A classe Phycisphaerae, ordem Phycisphaerales, é a mais abundantes da cianosfera dos co-

cultivos CCMR0O080 a CCMRO0087. Apesar disso, ndo foram identificados representantes dentre os
isolados em cultura pura e biblioteca de clones do rRNA 16S. As ASV foram atribuidas ao grupo
SM1A02, dentro da familia Phycisphaeraceae. SM1A02 é um grupo de micro-organismos descritos
como ‘uncultured’. A descricdo formal da classe Phycisphaerae foi realizada a partir de uma linhagem
isolada da alga marinha Porphyra sp. Sua ocorréncia em ficosferas é reportada na literatura em co-
cultivos de microalgas [111]. Outras linhagens cultivaveis da classe puderam ser isoladas a partir de
mats de cianobactérias [112]. As espécies dessa classe podem ser aerdbias, anaerdbias facultativas ou
anaerdbias obrigatdrias, caracteristica que pode determinar uma variedade de nichos dentro da

organizagao da cianosfera [113].

1.5.2.3 Classe Alphaproteobacteria
As Alphaproteobacteria formam um dos taxa mais ricos na cianosfera dos co-cultivos

CCMR0080 a CCMRO0087 (Figura 1.13). A familia Rhodobacteraceae, também conhecida como clado
Roseobacter, é um dos grupos mais abundantes nos ambientes marinhos [114]. O sequenciamento da
regido V4 do rRNA16S ndo apresentou boa resolucdo para assinalar a taxonomia das ASV da familia,
apenas o género Roseovarius pode ser identificado. O sequenciamento Sanger apds clonagem permitiu
a identificacdo de OTU relativas aos géneros Mameliella (clone CCMR0082 217) e Salipiger (clone
CCMR0081 108). Entre as linhagens isoladas em cultura pura foram identificadas linhagens
pertencentes aos géneros Mameliella (linhagens Bl e J2), Roseovarius (linhagem B2), Ruegeria
(linhagens G1 e K1) e Salipiger (linhagens E2 e H2). Dentre as linhagens, a cultura J2 foi escolhida para
a realizagdo de sequenciamento genémico.

O clado artificial Roseobacter tem papel relevante no ambiente marinho pela sua participacao
no ciclo do carbono e enxofre. Varias espécies sdo capazes de catabolizar o dimetilsulfoniopropionato
(DMSP), que pode ser produzido por cianobactérias, algas e plantas [114-117]. Algumas espécies sdo
capazes de realizar fotossintese aerdbica anoxigénica (AAP bacteria), contribuindo com a fixacdo de
carbono no microecossistema.

A ordem Rhizobiales esta representada por duas familias nos co-cultivos marinhos. Os taxa
Satappiaceae e Rhizobiaceae, foram identificados tanto pelo sequenciamento NGS quanto pela
clonagem do rRNA 16S (clones CCMR0086 398 e CCMR0086 337), nenhuma linhagem foi isolada em
cultura pura. A ordem Rhizobiales possui espécies fixadoras de nitrogénio e patogénicas a humanos
[118,119]. Esses micro-organismos podem contribuir para a fixagao bioldgica do nitrogénio, cumprindo
esse papel no ciclo biogeoquimico juntamente com as cianobactérias. Porém, existe a possibilidade da
cianosfera ser um reservatorio de micro-organismos patogénicos para os corais [120]. Ao se considerar

o crescente impacto ambiental das ag¢des antrépicas nos recifes de Abrolhos, aprofundar as
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investigacOes sobre esses micro-organismos é importante também para a sadde publica, uma vez que

a cianosfera pode vir a ser um reservatério de patégenos humanos.
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Figura 1.13. Grafico de barras indicando a abundancia relativa (%) das ASV nas familias da classe
Alphaproteobacteria dos co-cultivos CCMR0O080 a CCMR0087. Cada familia estd representada um tom da cor
laranja. A abundancia relativa refere-se a soma total de ASV da classe Alphaproteobacteria.

Caulobacterales é uma das ordens de Alphaproteobacteria mais abundandes da cianosfera
dos co-cultivos CCMR0O080 a CCMR0087, representada pelas familias Hyphomonadaceae e
Parvularculaceae. Apesar disso, foi identificada apenas em um clone da biblioteca de clones do rRNA
16s (clone CCMR0086 390). Nenhuma linhagem foi isolada em cultura pura. Alguns representantes da
ordem ja foram isolados a partir de amostras ambientais e co-cultivos de cianobactérias e de algas,
uma de suas colaboracdes parece ser no metabolismo de vitaminas [121,122]. Membros das familias
Hyphomonadaceae e Parvularculaceae foram encontrados juntamente com a cianobactéria
Geitlerinema sp. em co-cultivos provenientes de corais doentes de Black Band Disease (BBD) [123].
Assim, a compreensao das interagdes entre esses micro-organismos e suas contribuicdes para o
ambiente faz-se necessdria para determinar seus efeitos sobre os corais nos recifes de Abrolhos.

A ordem Rhodobacterales foi representada no cultivo pela familia Thalassospiraceae, género
Thalassospira, identificada nos co-cultivos apenas pelo sequenciamento NGS do marcador rRNA 16S.
A ordem abriga espécies capazes de fixar nitrogénio, realizar fotossintese anoxigénica e habitar
ambientes extremos [124-126]. A ocorréncia da familia Thalassospira ja foi descrita para alguns
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ambientes marinhos em associacdo com hospedeiros, pouco é conhecido sobre a fisiologia e o papel
dessas bactérias [126,127].

Thalassobaculales é uma ordem representada por apenas uma familia e um género nos co-
cultivos CCMR0080 a CCMR0087. Em estudo realizado em um estudrio afetado por poluicdo com
metais pesados, o género Thalassobaculum foi um dos taxa com maior reducdo populacional entre os
pontos a montante e a jusante da fonte poluidora [128]. Esses fatos realgam a importancia da
manuten¢ao desses micro-organismos em cultura, podendo ser utilizados como modelos
experimentais para a simulacdo de eventos de origem antrdpica ou natural e indicadores de condi¢des
ambientais. Porém, a literatura sobre esses micro-organismos é escassa, dificultando a discussdo sobre
sua dinamica na cianosfera. O género esta presente em quase todos os co-cultivos CCMR0080 a
CCMRO0087.

A ordem Defluviicoccales foi identificada pelo sequenciamento do rRNA 16S apenas em um
cultivo. Ndo houve atribuicdo aos taxa de hierarquia inferior a ordem, pois a ASV apresentou
identidade com bactéria ‘uncultured’. Bactérias da ordem foram capazes de fazer a denitrificacdo e
acumular glicogénio e polihidroxialcanoato (PHA) como substdncias de reserva [129]. Pouco se
conhece sobre o grupo, porém se os metabolismos citados forem comuns a todos integrantes da classe,

Defluviicoccales poderia contribuir no ciclo do nitrogénio e carbono nos microecossistemas.

1.5.2.4 Classe Gammaproteobacteria
A classe Gammaproteobacteria é abundante na cianosfera dos co-cultivos CCMR0080 a

CCMRO0087 (Figura 1.14). Além do sequenciamento NGS, também foi possivel identificar alguns
membros da classe na biblioteca de clones do rRNA 16S (clones CCMR00852 231, CCMR0081 168,
CCMR0082 219, CCMR 0081 123, CCMR0082 245, CCMR0086 311 e CCMR0081 152). Dentre as
linhagens isoladas em culturas puras, seis delas pertencem a dois géneros da classe, Marinobacter
(linhagens E1, I, G2, K2 e ) e Alteromonas (linhagens D).

Representantes da ordem Alteromonadales foram identificados pelas 3 estratégias utilizadas
nesse trabalho. Dentre os micro-organismos ja descritos em cianosferas, a familia Alteromonadaceae
€ um dos mais conhecidos e estudados. Em trabalho com a cianobactéria do género Prochlorococcus
uma linhagem da bactéria do género Alteromonas foi identificada como uma ‘helper-bacterid’,
favorecendo o crescimento da cianobactéria. Com o avang¢o das pesquisas sobre essa associacao,
identificou-se uma simbiose onde a cianobactéria depende de Alteromonas sp. para a quebra do
perdoxido de hidrogénio, pois ndo possui os genes que codificam a enzima catalase [67,68]. Em
experimento de exposicao de linhagem de Prochlorococcus sp. a longos periodos de escuro, houve a
indicacdo de que nessas condi¢des a linhagem de Alteromonas sp. é a responsavel pela manutencao
de vias bioquimicas essenciais naquele microecossistema [56]. Em laboratdrio observou-se que os co-
cultivos CCMR0080 a CCMR0087 permanecem viaveis e com bom aspecto, mantendo sua coloracao

purpura por longos periodos, desde que mantidas no escuro. A possivel contribuicdo do género
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Alteromonas nesse processo de resiliéncia dos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087 é um aspecto
interessante que pode ser investigado posteriormente.

Marinobacteraceae (género Marinobacter) e Alcanivoracaceae (género Alcanivorax) sao
familias que possuem a capacidade de degradar hidrocarbonetos [130,131]. Algumas cianobactérias
produzem hidrocarbonetos, assegurando uma fonte de carbono para essas bactérias nos oceanos
[132]. O género Marinobacter foi atribuido a trés isolados bacterianos em cultura pura. Bactérias do
género Alcanivorax sao degradadoras obrigatdrias de hidrocarbonetos (OHCB), portanto o cultivo
desses micro-organismos demanda meios de culturas com fontes de carbonos especificas e em baixas
concentragdes. De maneira similar, a familia Algiphilaceae é formada por uma espécie do grupo OHCB.
Essa especificidade nutricional pode estar relacionada com a baixa abundancia do grupo nos co-cultivos

CCMRO0080 a CCMR0087.
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Figura 1.14. Grafico de barras indicando a abundancia relativa (%) das ASV nas familias da classe
Gammaproteobacteria dos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087. Cada familia esta representada um tom da cor
azul. A abundancia relativa refere-se a soma total de ASV da classe Gammaproteobacteria.

O clado KI89A faz parte de um grupo chamado Gamaproteobactérias Oligotréficas Marinhas

(Marine Oligotrophic Gammaproteobacteria - OMG). A maioria das espécies do grupo foram
identificadas apenas por técnicas independentes de cultivos, por isso sua taxonomia ndo estd
completamente estabelecida [112]. KI89A é um clado que ainda ndo possui nenhum genoma disponivel
nas bases de dados, sua posicao filogenética é baseada apenas em sequéncias do rRNA 16S. ASV
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correspondente ao clado pode ser identificada apenas em dois co-cultivos, CCMR0080 e CCMR0081.
Na biblioteca de clones do rRNA 16S ndao ha nenhuma OTU referente ao grupo. Se confirmadas as
presencgas dessas bactérias nos co-cultivos, a investigacgdo mais aprofundada das CCMR0080 a
CCMRO0087 pode contribuir para uma melhor caracteriza¢do do clado KI89A.

A familia Methylophagaceae (género Methylophaga) é a representante da ordem
Nitrosococcales nas cianosferas analisadas. A ASV do grupo aparece em quatro co-cultivos: CCMR0080,
CCMR0081, CCMR082 e CCMR0085. Nenhum representante da familia foi identificado nas linhagens
isoladas em culturas puras e biblioteca de clones rRNA 16S. Assim como alguns representantes do clado
clado Roseobacter, o grupo participa dos ciclos biogeoquimicos do enxofre e nitrogénio. Algumas
espécies sdo capazes de realizar a reducdo do nitrato a nitrito e reducao de dimetilsulféxido (DMSO) a
dimetilsulfeto (DMS) [133,134].

A familia Woeseiaceae aparece como um dos taxa prevalentes na cianosfera dos co-cultivos
CCMRO0080 a CCMR0087. Apesar da sua presenca em todos os co-cultivos, detectada pelo marcador
rRNA 16S, nenhuma linhagem foi isolada em cultura pura. O grupo possui apenas uma Unica espécie
descrita, Woeseia oceani [135]. A familia é globalmente distribuida no sedimento dos oceanos [136]. A
descricdo de possiveis metabolismos desses micro-organismos indica sua participagdo nos ciclos do
nitrogénio e enxofre, realizando a oxidacdo do tiosulfato e reducdo do nitrito [137]. Até o momento,
representantes da familia Woeseiacea foram detectados apenas em sedimentos marinhos.

A ordem Cellvibrionales, representada pela familia Spongiibacteraceae, foi detectada apenas
em dois co-cultivos (CCMR0081 e CCMR0084). Uma espécie do género Spongiibacter, S. tropicus, foi
isolada a partir de co-cultivo da cianobactéria Synechococcus [138]. Porém ndo existe informacdo sobre
o seu papel naquela comunidade.

Pseudomonadaceae é uma das familias identificadas apenas pelo sequenciamento NGS do
rRNA 16s, presente apenas em trés co-cultivos (CCMR0083, CCMR0084 e CCMRO0085). Pseudomonas
aeruginosa foi uma das primeiras espécies de bactéria heterotrofica descritas na cianosfera, em co-
cultivo de Anabaena sp. em 1982 [139]. Alguns compostos provenientes de cianobactérias, como
exopolissacarideos, sdao capazes de reduzir a formacao de biofilme e inibir quorum sensing em
Pseudomonas [140]. As interacdes do grupo na cianosfera ainda ndo foram elucidadas. A familia
Pseudomonadaceae engloba varias espécies e linhagens patogénicas a humanos, portanto novamente
destaca-se a necessidade de monitoramento dos turfs diante da possibilidade de serem um
reservatério desses patégenos. Nessa perspectiva, a presenca de ASV atribuida a familia

Enterobacteriaceae no co-cultivo CCMR0084 corrobora com essa demanda.

1.5.2.5 Classe Bacteroidia
O filo Bacteroidota estd entre os taxa abundantes nos co-cultivos marinhos. O rRNA 16S

referente ao género Muricauda foi identificado em todos os co-cultivos avaliados, tanto pelo
sequenciamento NGS /llumina quanto na biblioteca de clones (clones CCMR0081 173, CCMR0082 202
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e CCMR0086 303). Dentre as linhagens de bactérias heterotréficas isoladas em cultura pura, 5
linhagens apresentaram o rRNA 16S com identidade maior que 95% com espécies do género
Muricauda (linhagens A, C, F, H1 e J1). Dentre essas, a linhagem Muricauda-K001 foi escolhida para
sequenciamento do genoma, considerando sua menor identidade com rRNA 16S de outras bactérias
do género disponiveis no GenBank.

O género Muricauda ja foi descrito em co-cultivos de cianobactérias e microalgas, indicando
que sua presenca na ficosfera é recorrente [141-143]. Em experimentos realizados com linhagens de
Muricauda spp. a correlacdo das taxas de crescimento com as linhagens autotréficas ndo foi uniforme
[141,143,144]. A influéncia sobre as cianobactérias ou algas depende das espécies envolvidas e das
condicdes ambientais [145]. Esses aspectos reforcam a necessidade de investigacdes aprofundadas em
co-cultivos disponiveis em colecGes de culturas, especialmente quando oriundos de ambientes de alta
biodiversidade, como os recifes de Abrolhos.

O grupo Bacteroidia é um dos listados como responsaveis pela ciclagem de matéria organica
em floragGes de algas [146]. Algumas espécies do grupo foram isoladas a partir de ambientes
contaminados com derivados de petrdleo ou reatores com hidrocarbonetos, indicando o potencial
repertério do grupo em enzimas capazes de metabolizar fontes de carbono recalcitrantes [147—-150].
A associacao de bactérias do género Muricauda pode ter relacdo com sua capacidade de degradacao
de exudados e exopolissacarideos produzidos pelas cianobactérias.

A heterogeneidade dos ambientes onde Muricauda spp. foram isoladas também chama a
atencdo. Aguas superficiais, sedimento, profundidade maiores que 1000m, fontes termais, Antartida
sdo alguns exemplos de locais onde ja foram encontradas [147,149,151-154]. Essa plasticidade do
género é aspecto relevante e pode ter influéncia sobre a predominancia dos turfs nos recifes de
Abrolhos. Varia¢des na temperatura da agua e outros impactos prejudiciais aos corais podem favorecer
o alastramento dos turfs, uma vez que os micro-organismos que formam esse holobionte sdo mais

resilientes a essas mudancas ambientais.

1.5.2.6 Classe Polyangia
A classe Polyangia foi representada apenas por uma ASV, atribuida a familia Sandaracinaceae.

A familia apresenta apenas um género e uma espécie descrita formalmente na literatura, Sandaracinus
amylolyticus [155]. A espécie é capaz de degradar amido, um polissacarideo de reserva que pode ser
produzido por cianobactérias fixadoras de nitrogénio [156,157]. A espécie é incapaz de viver em meio
de cultura sem fonte de vitamina B12 [155]. A ASV atribuida a Sandaracinacceae pode indicar a
presenca nos cultivos de bactéria dessa familia com metabolismo similar e que se beneficie das fontes

de carbono e vitaminas produzidas pelas cianobactérias e outros membros da cianosfera.
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1.5.2.7 Classe Planctomycetes
A ordem Planctomycetales é a Unica representante da classe Planctomycetes nos co-cultivos

marinhos. O género Gimesia foi proposto a partir de um isolado marinho proveniente do estado do Rio
de Janeiro — Brasil. As células desse género possuem um pedunculo, formado por varia fibras, que pode
ser utilizado para fixagdao em superficies [158,159]. Essa caracteristica pode favorecer a ocorréncia do
grupo em cianosferas. O grupo possui via metabdlica para a oxidacdo de metilfosfonato e
hidroximetilfosfonato como fonte de fésforo para as células [160,161]. O fésforo é um recurso escasso
no ambiente marinho, é possivel que a contribui¢cdo do género na cianosfera dos co-cultivos CCMR0080

a CCMR0087 esteja atrelado ao fornecimento de fosforo.

1.5.2.8 Classe Bacilli
A classe teve representantes identificados apenas pelo sequenciamento NGS do rRNA 16S e

ocorréncia rara nos co-cultivos. Bacillus é um género de bactérias ubiquo, de distribuicdo ampla e com
grande repertério de metabdlitos secundarios. Bacillus podem produzir compostos antibiofilme como
estratégia de se estabelecer como cultura Unica [162]. Effusibacillus é um género de bactérias
termdfilas (temperatura ideal 50-52°C), anaerdbias facultativas e formadoras de esporos [163]. Nos co-
cultivos CCMR0080 a CCMR0087 ambos os géneros podem ser competidores ou oportunistas que

estdo em condi¢cGes ambientais desfavordveis.

1.5.3 Delineamento de possiveis interagdes nos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087
A avaliagdo de caracteristicas descritas em bactérias dos taxa presentes nos ecossistemas

permitiu a prospeccao de vias metabdlicas que se complementam, se opéem ou se sobrepdem.
Respeitando-se o limite das técnicas utilizadas, é possivel delinear uma interagdo tedrica entre os
micro-organismos.

A primeira interagdo importante entre organismos do fitoplancton e bacterioplancton é a
fixacao de carbono e o fluxo de energia. Os fotoautotroéficos fixam o carbono em moléculas organicas,
gue consumidas pelos heterotréficos iniciam o fluxo de energia pela cadeia trofica [164]. A fixagdo do
carbono ganha um reforco nos co-cultivos com a presenca de bactérias das familias Rhodobacteraceae
e Thalassospiraceae, capazes de realizar fotossintese anoxigénica.

O carbono ao ser fixado pode ser disposto em moléculas de facil processamento ou compostos
como amido, hidrocarbonetos ou PHA. Apenas determinados micro-organismos sdo capazes clivar
esses componentes recalcitrantes de carbono, permitindo a continuidade do fluxo de matéria e energia
desse elemento. Bactérias da ordem Defluviicoccales e as familias Sandaracinaceae,
Marinobacteraceae e Algiphilaceae representam grupos com essa capacidade. Sandaracinaceae é uma
familia composta por uma Unica espécie que depende de fonte exdgena de vitamina B12, molécula

gue representantes da ordem Caulobacterales sdao capazes de produzir.
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O nitrogénio é um recurso importante e escasso no ambiente marinho. Além das
cianobactérias, bactérias da familia Thalassospiraceae e da ordem Rhizobiales parecem contribuir para
a fixacdo bioldgica do nitrogénio. Em outras etapas do ciclo desse elemento, membros da familia
Methylophagaceae sao capazes de realizar a redugao do nitrato a nitrito. A redugao do nitrito a oxido
nitroso pode ser realizada por grupos dos taxa Woeseiaceae e Defluviicoccales.

O fésforo é outro recurso limitante no oceano. Bactérias do género Gimesia sao capazes de
disponilizar fésforo no ambiente a partir da oxidagdo de compostos de enxofre. O clado Roseobacter e
a familia Methylofagaceae participam do ciclo do enxofre, clivando DMSP e reduzindo DMSO a DMS.

Os metabdlitos secunddrios produzidos pelas cianobactérias podem cumprir o papel de
coordenar toda essa complexa e dinamica rede metabdlica. O metabolismo secundario também é
destaque em grupos capazes de produzir pigmentos como o clado Roseobacter e o género Muricauda.
Pseudomonas e Bacilli também sdo proeminentes na producdo de metabdlitos secundarios, mas aqui
é possivel que ocorra uma relagdo antagdnica ou oportunista.

Danos celulares e adaptagdo a situagcdes como a auséncia de luz parecem destacar a
participacdo de Alteromonadaceae no co-cultivo.

Os micro-organismos dos co-cultivos possuem metabolismos complexos que podem resultar
em interagdes intrincadas. As possibilidades apresentadas acima sdao apenas algumas alternativas a
serem avaliadas. A complexidade presumida desses co-cultivos pode resultar na resiliéncia do core
bacteriano que faz parte dos turfs. Assim, avancar na compreensao da dindmica dessas comunidades
é fundamental para elucidar questdes ambientais complexas como a mudanca de fase nos recifes de
Abrolhos.
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1.6 Conclusdes

As cianosferas das cianobactérias dos recifes de Abrolhos apresentam, em hierarquia
taxondmica alta, composicao similar a cianosfera de outras espécies do filo Cyanobacteria. A
abordagem com mais de uma técnica para a avaliagdo do rRNA 16S proporcionou maior precisao na
classificacdo filogenética de bactérias abundantes nos co-cultivos, ao passo que permitiu também a
deteccdo das bactérias raras. A presenca de sequéncias de rRNA 16S classificadas em taxa que possuem
poucas espécies descritas, ou ainda poucos child taxa e ASV assinadas como ‘Uncultered’ comprovam
a complexidade desses co-cultivos. O entendimento das dinamicas metabdlicas e populacionais dentro
dessas comunidades, que formam o core bacteriano dos turfs, é essencial para elucidar as questdes
ambientais relacionadas a prevaléncia da formacao em relacdo aos corais em Abrolhos e outros recifes.
O isolamento de linhagens de bactérias a partir das cianosferas permite avancos em pesquisas
ecoldgicas, biotecnoldgicas e taxonémicas.

Os resultados alcancados nesse capitulo propiciaram uma visdo minuciosa sobre os co-cultivos
das cianobactérias dos turfs de Abrolhos. Assim, tornam-se o ponto de partida para qualquer pesquisa
a respeito desses micro-organismos. Nesta tese, os capitulos dois e trés apresentam avancgos
alcancados na investigacdo gendémica ou fenotipica das cianobactérias e linhagens de bactérias
heterotroficas isoladas a partir dos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087.
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Capitulo 2 — Caracterizacdao gendmica de bactérias presentes em co-
cultivos de cianobactérias dos recifes de Abrolhos.

2.1 Introdugao

A avaliagdo da comunidade bacteriana associada as cianobactérias dos turfs dos recifes de
Abrolhos permitiu a determinagdao de quais grupos estdo presentes nos co-cultivos. Apesar da
composicdo taxonOmica em niveis hierdrquicos altos apresentar padrdao semelhante a outros co-
cultivos de cianobactérias, a complexidade taxondmica em niveis hierdrquicos mais baixos e a riqueza
funcional da comunidade sé pode ser acessada por meio da avaliagdo de caracteristicas gendmicas dos
micro-organimos presentes nos co-cultivos. A interagdo entre cianobactérias e bactérias heterotroficas
é uma das relagcdes mais importantes no ambiente aqudtico. Em primeira ordem a interacdo esta
baseada na troca de carbono e ciclagem de nutrientes. Cianobactérias realizam fotossintese, fixando
carbono utilizando energia luminosa, e oferecem moléculas organicas as bactérias que, por sua vez,
fazem a ciclagem de nutrientes, através da remineralizacdo de macromoléculas [50]. Porém, as
relagbes estabelecidas entre esses organismos ainda sao pouco conhecidas e podem ser muito mais
elaboradas e especificas do que a simples relacdo de troca de recursos na cadeia tréfica [50]

Os avangos tecnoldgicos com relacdo ao sequenciamento de acidos nucleicos e
processamento de dados tém ditado o ritmo dos avancos na microbiologia moderna. A tal ponto onde
até as dreas mais cldssicas, como a taxonomia, demandam o sequenciamento genOGmico para a
descricao de novos taxa [165]. As analises in silico viabilizam a padronizacdo de métricas em estudos
comparativos, como a filogenia, e otimizam recursos nas areas aplicadas, como a bioprospeccdo de
novos compostos microbianos. Porém, o estabelecimento de culturas de micro-organismos em
condi¢cbes reprodutiveis continua sendo indispensavel para a validacdo de informagbes e
principalmente para os progressos biotecnolégicos.

Os recifes de Abrolhos sdao considerados como a area de maior biodiversidade do Atlantico Sul
[3,166]. As cianobactérias sdo micro-organismos de fisiologia e genomas diversificados, que possuem
cianosferas de composicdo rica e diversa. Diante dessas caracteristicas e da disponibilidade dos co-
cultivos de cianobactérias e de culturas puras de bactérias da cianosfera, nesse capitulo ferramentas
gendmicas serao utilizadas para o estudo de caracteristicas desses micro-organismos. Dessa maneira,
espera-se contribuir com (i) a identificacdo precisa da taxonomia das linhagens analisadas, (ii) andlise
de possiveis interagdes, com base na composicdo gendmica das linhagens e (iii) prospeccdo de

aplicacdes biotecnoldgicas dos micro-organismos integrantes dos co-cultivos.

Capitulo em preparacdo para publicacdo na Frontiers in Microbiology
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2.2 Objetivos

2.2.1 Objetivo geral

Avaliar, a partir de dados gendmicos e metagendmicos, as caracteristicas de cianobactérias e
bactérias heterotréficas dos recifes de Abrolhos que permitem a interagdao desses micro-organismos

na cianosfera.

2.2.2 Objetivos especificos

Realizar o sequenciamento genémico de linhagens de bactérias isoladas a partir dos co-cultivos
de cianobactérias dos turfs de Abrolhos, utilizando diferentes plataformas de sequenciamento NGS,

Illumina e Oxford Nanopore Technologies.

Realizar a montagem dos genomas de bactérias heterotréficas isoladas em cultura pura e

analisar os genomas montados a partir de dados metagen6micos.

Determinar a posi¢cao taxondmica de bactérias heterotroéficas das cianosferas dos co-cultivos de

cianobactérias de Abrolhos através de critérios filogenémicos.

Avaliar caracteristicas funcionais dos genomas de cianobactérias e bactérias heterotrdéficas

presentes nos co-cultivos.
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2.3. Materiais e métodos

2.3.1 Fluxograma metodoldgico

A figura 2.1 apresenta o fluxograma das analises apresentadas no capitulo 2 dessa tese. Os
genomas de duas linhagens de bactérias heterotroéficas isoladas em cultura pura a partir dos co-cultivos
de cianobactérias dos turfs de Abrolhos foram sequenciados. Os sequenciamentos dessas duas
linhagens (K001 e J2) foram realizados com duas tecnologias: NGS /llumina e Oxford Nanopore
Technollogy (ONT). A partir de sequéncias gendmicas geradas em trabalhos anteriores pelos
colaboradores da UFRJ, e ainda ndo publicadas, foram obtidos os genomas de duas cianobactérias
(CCMR0080 e CCMR0086) e os genomas de 3 bactérias heterotrdéficas (aqui nomeadas de bin2, bin6 e
bin7). Esses sete genomas foram avaliados quanto a sua qualidade, taxonomia e caracteristicas
funcionais, a fim de caracterizd-los e estimar possiveis relacdes entre as bactérias e cianobactérias

presentes nos co-cultivos provenientes dos turfs de Abrolhos.

Capitulo 2
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Figura 2.1. Fluxograma indicando as metodologias utilizadas para alcancar os resultados apresentados no
capitulo 2.
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2.3.2 Isolamento de bactérias heterotroéficas

Conforme metodologia exposta no item 1.4.3, algumas bactérias heterotrdficas presentes na
cianosfera das cianobactérias CCMR0080 a CCMR0087 provenientes dos recifes de Abrolhos foram
isoladas em cultura pura. Dentre as 17 linhagens de bactérias isoladas, duas foram escolhidas para
sequenciamento genomico total. A linhagem K001, que foi escolhida pois estava presente em todos os
co-cultivos, apresenta pigmentacdo da col6nia amarela, indicando a produgdo de metabdlitos
secundarios e possiveis aplicagcdes biotecnoldgicas. A linhagem J2 foi escolhida pois foi um morfotipo
colonial presente apenas na cianosfera de CCMR0086 e apresentou sequéncia parcial do rRNA 16S
similar a quatro linhagens distintas de bactérias do clado Roseobacter, indicando que poderia tratar-se

de uma bactéria ainda ndo descrita na literatura.

2.3.3 Extragdo e purificacdo de DNA das linhagens K001 e J2

O DNA genomico foi obtido a partir de cultura em meio sélido. A extracao foi realizada com o
kit comercial ‘GenElute Bacterial Genomic DNA Kit’, Sigma-Aldrich, com o auxilio do homogenizador de
alta poténcia ‘FastPrep’ na etapa de lise celular. A eficiéncia da extracao foi avaliada em gel de agarose
(1% v/v). A quantificacdo do DNA foi realizada com o fluor6metro Qubit (Invitrogen, USA) através do
kit dsDNA BR Quant-it assay kit (Invitrogen).

2.3.4 Sequenciamento do genoma total das linhagens K001 e J2

2.3.4.1 Sequenciamento em plataforma NGS llumina

O sequenciamento NGS /llumina foi realizado em parceria com a DNA Services Facility
(Research Resources Center, University of lllinois at Chicago, Chicago, lllinois, USA). A biblioteca de DNA
foi preparada utilizando Nextera XT kit (Illumina) e o sequenciamento foi realizado em plataforma

NextSeq500, gerando reads paired-end de 150 pares de base [167].

2.3.4.2 Sequenciamento Oxford Nanopore Technologies
O sequenciamento NGS com tecnologia long reads foi realizado em plataforma Oxford
Nanopore Technologies (ONT) (Oxford, UK). A biblioteca de DNA foi preparada com o Rapid Sequencing
Kit (SQK-RAD004) e o sequenciamento foi realizado em Flow cell FLO-MINSP6 no dispositivo MinlON
(MIN-101B). Os dados brutos foram gerados em formato FAST5.

2.3.4.3 Andlise de dados e montagem dos genomas
Os dados brutos do sequenciamento NGS lllumina passaram por limpeza com o pacote da dados

Trimmomatic [168] para retirada de sequéncias dos adaptadores, eliminacdo de reads forward e
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reverse nao-pareados e das sequéncias com Phred score menor do que 20[169]. A montagem de novo
de um draft genome foi realizada com o programa SPADES (v. 3.11.1) [170], para confirmacdo da

identidade da linhagem e posterior mapeamento dos long reads.

Os dados brutos do sequenciamento NGS ONT passaram pelo processo de base-calling através
do programa Guppy em modo de alta acuracia [171]. Os long reads passaram por alinhamento para
melhorar a precisdo de montagem de sequéncias contiguas com o Nanopolish [172] e montados com
o programa Canu [173]. Os contigs foram transferidos para o software Geneious (v. 11.0.2) e mapeados
contra um genoma de referéncia com o algoritmo de mapeamento (mapper) Geneious, no modo de
alta sensibilidade com trés iteragdes. Para a linhagem K001, foi possivel utilizar a o genoma da propria
linhagem, obtido com os reads lllumina e depositado no GenBank (QBTW01000000.1), como referéncia
para o mapeamento dos long reads. Para a linhagem J2 o genoma montado com os dados //lumina da
prépria linhagem ndo possuia qualidade satisfatéria (>300 contigs). Logo, foi utilizada como referéncia
para o mapeamento o genoma da bactéria do mesmo género disponivel nos bancos de dados,
Mameliella alba (GenBank NZ_AP022337.1). Ap6s o mapeamento, foi definida a ordem dos contigs e

os genomas montados foram curados com os reads pareados do sequenciamento NGS /llumina.

2.3.5 Banco de dados local (UFRJ - UnB)

Este trabalho foi realizado através de parceria estabelecida com o grupo de pesquisa do
Laboratério de Microbiologia — CCS / UFRJ. As pesquisadoras e pesquisadores do grupo foram
responsaveis pelo isolamento das cianobactérias CCMR0O080 a CCMR0087 e depdsito em colegdes de
cultura. Em trabalhos anteriores foram gerados os dados de sequenciamento dos co-cultivos das
cianobactérias. Alguns dos metagenomas gerados foram disponibilizados e serdo utilizados em

algumas analises realizadas nesse capitulo.

Os detalhes sobre a montagem dos genomas podem ser acessados em Walter et al (2020) [6].
De maneira simplificada, os dados brutos foram gerados em plataforma NGS lllumina MiSeq com reads
paired-ends de 250 pb. Por se tratar de amostras de metagenomas, as montagens (assembly) envolvem
mais etapas para que possam ser gerados genomas a partir de metagenomas, processo conhecido
como bin. As ferramentas que permitem essas montagens envolvem a analise de tetranucleotideos,
conteudo GC(%) e taxonomia das sequéncias. Duas ferramentas utilizadas para montar as bins

analisadas nesse trabalho foram o Emergent self-organizing maps (ESOM) [174]e o MetaBAT2 [175].

Os arquivos de extensdo .fasta correspondente ao genoma das cianobactérias CCMR0O0S80,
CCMRO0086 e trés bins de bactérias heterotroficas (bin2, bin6 e bin7), montadas a partir do
metagenoma do co-cultivo CCMR0086) serdo utilizados em algumas andlises funcionais, juntamente

com os genomas obtidos a partir das culturas puras.

43



2.3.6 Avaliagdo da qualidade das montagens de genomas e bins

Todos os genomas foram avaliados para averiguacdao de parametros de qualidade das
montagens. O software CheckM foi utilizado para determinagcdao de sequéncias contaminantes e
completude dos genomas [176]. A cobertura dos reads /llumina e ONT foi determinada por
mapeamento dos reads, apds limpeza, contra os genomas com o software Geneious (v. 11.0.2)
utilizando o mapper Geneious. A média de cobertura para cada nucleotideo foi calculada [96,97]. Os

parametros L50 e N50 foram obtidos com o programa Quast [177].

2.3.7 Classificagdo taxondmica baseada em genomas

A classificacdo taxon6mica das bactérias e confirmacdo da identidade das cianobactérias foi
realizada na plataforma TYGS — DSMZ, pela hibridizagao digital dos DNA (DDH) no servidor GGDC —
DSMZ e pelo software GTDB-Tk (v. 1.7.0), disponibilizado na plataforma Kbase [178-183].

2.3.8 Predicdo de genes e anotagdo funcional

A anotacdo do genoma foi realizada com o software Prokka (v. 1.14.5) [184] que utiliza os
seguintes pacotes para anotac¢ao geral: Prodigal [185]- predicdo de genes; Barnap e RNAmmer [186] —
identificacdo de rRNA; Aragon [187] — identificacdo de tRNA; Blast+ [188]- anotacdo de proteinas
baseada banco de dados; HMMER3 [189] - busca de similaridades entre familias de proteinas; SigalP
[190] — identificacdo de peptideo sinal nas sequéncias codantes; Infernal [191]— identificacdo de RNA
ndo codante (ncRNA); minced [192] — identificacdo de CRISPR eTBL2ASN — formatacdo para depdsito

de sequéncias na GenBank.

As categorias funcionais baseadas na classificacdo COG (Clusters of Orthologous Groups) foram
obtidas pela versdo on-line do eggNOG-mapper v.2 [193], vias metabdlicas e genes de interesse foram
comparados ao banco de dados Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) [194]. O software
AntiSMASH (v. 6.0) [195] foi utilizado para a identificacdo de genes e clusters génicos relacionados ao
metabolismo secundario dos micro-organismos. Algumas anotagdes funcionais foram avaliadas com o
aplicativo FAMA dentro da plataforma KBase [181,196].
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2.4 Resultados e Discussao

As estatisticas gerais sobre a estrutura dos genomas sequenciados estdo apresentadas na
Tabela 1. Os genomas das linhagens Muricauda-K001 e J2 puderam ser fechados em apenas um contig
devido a associa¢do de duas tecnologias de sequenciamento, short-reads e long-reads. Os genomas
das cianobactérias CCMR0O080 e CCMRO0086 estdao ordenados em 14 e 101 contigs, respectivamente.
Essa diferenca no niumero dos contigs pode estar relacionada a qualidade do sequenciamento de cada
amostra ou diferentes estratégias de montagens. A partir dos dados gerados para o sequenciamento
gendmico da cianobactéria CCMR0086 foi possivel a montagem de mais seis genomas de bactérias
heterotrdficas, sendo que trés deles (bin2, bin6 e bin7) apresentaram boa qualidade, com baixos

valores de contaminagdo (<5%) e boa completude (>70%).

Tabela 2.1. Estatisticas das montagens dos genomas das linhagens isoladas em cultura pura J2 e K001 e dos
genomas montados a partir de DNA metagenomico extraido dos co-cultivos CCMR0080, CCMR0086, bin2, bin6 e
bin7. (*) dado ndo identificado na anotacdo, (-) dado ndo avaliado.

J2 K001 Bin 2 Bin 6 Bin7 CCMRO0080 CCIMRO0086
Numero de contigs 1 1 313 947 45 14 101
Maior contig 5363919 3803919 29361 40414 817601 7613668 640824
Tamanho total 5363919 3803919 2380484 6083495 4183311 8762571 8470623
N50 5363919 3803919 9635 7571 117102 7613668 158040
L50 1 1 80 265 8 1 15
Contaminagao (%) 0,15 0,65 0 3,65 0,3 2,99 1,36
Completude (%) 98,69 99,34 70,69 88,26 99,57 99,46 99,64
CDS 5205 3364 2456 5208 3847 7447 7247
rRNA 9 6 * * 3 6 *
tRNA >4 39 29 35 43 61 54
tmRNA - 1 1 1 1 1 1
misc. RNA 28 13 * * * 36 40
Cobertura lllumina 50x 274x - - - - -
Cobertura ONT 9x 33x - - - - -
GC (%) 65,15 41,68 51,1 40,7 57,49 47,51 47,3

Os genomas aqui apresentados ilustram dois aspectos que estdo diretamente relacionados aos
progressos da microbiologia ambiental nos ultimos anos: o aprimoramento de tecnologias de
sequenciamento, que reflete em melhores montagens e reducdo de custos; e o avango das tecnologias
de processamento de dados, que permite a resolucdo de sequéncias mesmo em amostras complexas
[42]. A associacdo de duas diferentes tecnologias, lllumina e ONT, permite uma montagem muito
proxima do completo para genomas de bactérias cultivadas, com boa qualidade e boa cobertura. Os

dados long reads utilizados para os genomas de Muricauda-K001 e J2 foram gerados em colaboracao
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com pesquisadores dos laboratérios de Virologia e Fitopatologia do IB-UnB, com equipamento e
consumiveis de relativo baixo custo. Para os co-cultivos CCMR0O080 e CCMR0086 foram utilizados
apenas short reads e o desenho experimental foi executado com esforgo de sequenciamento voltado
para a montagem dos genomas das cianobactérias (cyn80 e cyn86). Ainda assim, com o aprimoramento
dos softwares, foi vidvel o aproveitamento dos dados para a analise dos genomas de trés bactérias
heterotroficas [175]

2.4.1 Taxonomia baseada em genomas

Os co-cultivos CCMR0080 e CCMR0086 sao formados por linhagens de cianobactérias dos turfs
dos recifes de Abrolhos, isoladas juntamente com as linhagens CCMR0081 a CCMR0085 e CCMR0087
[4]. Todas essas cianobactérias foram classificadas como diferentes linhagens da mesma espécie,
classificadas inicialmente de forma genérica como Leptolyngbya-Like. Apds confirmacdo de que as
cianobactérias ndo pertenciam a nenhuma espécie ja descrita, as linhagens CCMR0081 e CCMR0082
foram utilizadas para a descricdo da espécie Adonisia turfae, sendo CCMR0081 a linhagem tipo da nova
espécie [6]. Para a confirmacao de que as cianobactérias CCMR0080 e CCMR0086 também pertencem
a espécie A. turfae foi realizada a hibridizacdo digital do DNA entre as linhagens (DDH) (Tabela 2.2).
Com a confirmacdo de que as cianobactérias pertencem a mesma espécie, as linhagens passam a ser

referidas no texto como A. turfae80 e A. turfae86.

Tabela 2.2. Valores de DDH dos genomas cyn80 e cyn81 das cianobactérias dos
co-cultivos CCMR0080 e CCMRO0081, respectivamente, com o genoma de
Adonisia turfae (linhagem tipo CCMR0081). Os valores maiores que 70% indicam
gue as linhagens pertencem a mesma espécie.

A. turfae80 A. turfae86
DDH estimado 99,90% 89%
Probabilidade de pertecerem a 98,27% 95,45%
mesma espécie
Probabilidade de pertecerem a 80,13% 63,67%

mesma subespécie

A avaliacdo da taxonomia das duas linhagens de bactérias heterotroéficas isoladas em cultura
pura na plataforma TYGS — DSMZ indicou que a linhagem Muricauda-K001 pertence a uma nova
espécie e J2 é uma linhagem da espécie Mameliella alba [178,197-199]. O filograma gerado pela
plataforma com o posicionamento da linhagem Mameliella-J2 esta apresentada na Figura 2.2. As
investigacGes sobre a classificacdo taxondmica de Muricauda-K001 foram aprofundadas e resultaram

na descricdo de uma nova espécie dentro do género Muricauda, apresentada no capitulo 3 deste
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trabalho. Assim, a identificagao das linhagens no texto passa a incluir o seu género: Mameliella-J2 e
Muricauda-K001.
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Figura 2.2. Filograma produzido a partir da sequéncia total do genoma J2, gerado na plataforma TYGS-DSMZ,
indicando o posicionamento taxonémico da linhagem Mameliella-J2, uma nova linhagem da espécie Mameliella
alba.

A plataforma TYGS-DSMZ determina as dez linhagens filogeneticamente mais préoximas da
linhagem analisada com base na similaridade da sequéncia do rRNA 16S, assim essas onze linhagens
seguem para comparacao dos parametros genémicos de classificacdo taxon6mica, como a distancia
entre genomas (GBDP)[178,180]. A bactéria do genoma bin7 foi classificada dentro do género
Marinobacter (Gammaproteobacteria), o filograma proposto para linhagem estd apresentado na
Figura 2.3. A montagem dos genomas bin2 e bin6 ndo recuperou a sequéncia do rRNA 16S, logo nao
foi possivel estabelecer as linhagens mais proximas para comparacao e identificacdo pela TYGS-DSMZ.
Nesse caso, o software GTDB-Tk foi utilizado para determinar a classificacdo taxondmica das bactérias
[182,183,200]. A bin2 foi atribuida ao género Methylophaga (Gammaproteobacteria). A bin6 foi
classificada apenas até o nivel de familia, Cyclobacteriaceae, uma familia que faz parte da ordem
Cytophagales, classe Cytophagia, dentro do filo Bacteroidetes (o filo vem passando por reclassificacdes
baseadas principalmente nos critérios gendmicos para a definicdo dos taxa. Bacteroidetes é
denominado como Bacteroidota em Silva-DB. Porém nesse capitulo serd utilizada a nomenclatura

validada pela LSPN-DSMZ e incluida no GTDB, por tratar-se de classificacdo taxonomica baseada em
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genomas. Assim, as linhagens passam a serem indicadas no texto como Methylophaga2, Cytophagia6
e Marinobacter7.

Methylophaga2, Cytophagia6 e Marinobacter7 foram genomas montados a partir do
metagenoma do co-cultivo CCMRO0086 e pertencem a duas classes de micro-organismos abundantes
nos co-cultivos (Bacteroidetes e Gammaproteobacteria), assim como ocorreu no processo de clonagem
e isolamentos de bactérias em culturas puras (capitulo 1). Para que seja possivel o acesso aos genomas
de outras espécies presentes nos co-cultivos é necessario um desenho experimental voltado para o
sequenciamento das bactérias heterotréficas. O enriquecimento dos cultivos com condigdes
especificas de cultivo, aumentando assim a abundancia de grupos especificos, e a associacdo de outras
técnicas de sequenciamento sao alguns exemplos de estratégias que podem ser utilizadas. Além de
recuperar genomas dos micro-organismos menos abundantes, essas estratégias podem contribuir para

o refinamento na montagem dos genomas ja obtidos.
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Figura 2.3. Filograma produzido a partir da sequéncia total do genoma bin7, gerado na plataforma TYGS-DSMZ,
indicando o posicionamento taxondmico da linhagem Marinobacter7.
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2.4.2 Caracteristicas funcionais dos genomas

Os genomas dos micro-organismos fornecem indicios valiosos sobre seus fendtipos,
consequentemente sobre seu nicho ecoldgico e papel nos ecossistemas. Porém o grande volume de
dados gerados nos sequenciamentos de acidos nucleicos passa ser informacional apenas quando
comparado a bancos de dados através de programas matematicos e estatisticos. Além da projecao
funcional de caracteristicas dos genomas, a referéncia de uma base de dados permite a comparagao
entre diferentes micro-organismos, que passam a ser analisados sob critérios semelhantes e
padronizados. Uma das bases de dados e modelo matematico mais utilizados na microbiologia
bacteriana é o Clusters of Orthologous Groups of proteins (COGs) [201]. O sistema COG permite a
anotacdo das proteinas dos genomas em 26 categorias funcionais, que podem considerar a sequéncia
completa ou dominios funcionais das proteinas preditas nos genomas. Assim, uma proteina pode fazer
parte de mais de uma categoria. A proporc¢do de proteinas distribuidas em cada categoria tornou-se

um dos parametros a serem determinados nos genomas sequenciados [202].

A Figura 2.4 apresenta a distribuicdo das proteinas dos genomas sequenciados neste trabalho
nas respectivas categorias COG. A categoria COG ‘S’ refere-se a proteinas de funcdo desconhecida e
reflete o atual nivel de conhecimento sobre o proteoma desses micro-organismos [202].
Aproximadamente 20% das proteinas dos seis genomas foram atribuidas a esse grupo. A categoria ‘S’
é diferente da fracdo indicada no grafico como ‘unknow’, que representa as proteinas que ndo foram
anotadas em nenhuma das categorias COG. Ambas as fracdes apontam uma das limitacdes da anotacao
de genomas com referéncia em bancos de dados que, por mais confidveis e curados que sejam, sempre
fardo prospeccdes baseadas em estruturas ja descritas. Portanto, a biologia experimental com a
caracterizacdao de proteinas e moléculas segue sendo essencial, bem como a evolugdo das analises

computacionais [202,203].
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Categorias COG

Unknow

1

Funcéo desconhecida (S)

Biossintese e catabolismo de metabdlitos secundarios (Q)

Metabolismo e transporte de ions inorganicos (P)

Metabolismo e transporte de lipideos (1)

Metabolismo e transporte de coenzimas (H)

Metabolismo e transporte de carboidratos (G)

Metabolismo

Metabolismo e transporte de nucleotideos (F) Linhagens

Mameliella-J2

Metabolismo e transporte de aminoécidos (E)

Producéo e conversdo de energia (C)

Replicag¢éo, recombinacéo e reparo (L)

Transcrigao (K)

Cytophagia6

Informacional

Tradugao, biogénese e estrutura ribossomal (J)

Methylophaga2

Mecanismos de defesa (V)
Transporte e secrecdo de vesiculas (U) -

Mecanismos de transdugao de sinal (T)

Modificagdes pés—traducionais, turnover protéico (O)
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Biogénese de membrana/parede/envelope celular (M)

Controle do ciclo celular, divis&o celular (D)
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Figura 2.4. Classificagdao das proteinas preditas nos genomas das bactérias dos co-cultivos de cianobactérias de
Abrolhos, de acordo com as categorias funcionais COG. Unknow - proteinas ndo classificadas em nenhuma
categoria. Apenas a cianobactéria A turfae80 esta representada no grafico. A categoria funcional (COG) R
aparece apenas nas linhagens A turfae80 e A turfae86, com abundancia menor que 20 proteinas.
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As categorias ‘E’, ‘K’ e ‘T’, referentes ao metabolismo de aminoacidos, transcricdo e transducao
de sinais, estdo entre as mais abundantes nos genomas. Genes dessas categorias foram os mais
expressos em experimento realizado com cianobactérias dos géneros Dolichospermum e Microcystis e
suas cianosferas [204]. Nesse mesmo experimento a identificacdo taxondmica dos mRNA indicou
Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria e Bacteroidetes entre os grupos mais abundantes, de
maneira semelhante ao apontado pelos dados de sequenciamento de DNA. O autor destaca que

possivelmente os micro-organismos mais abundantes nas cianosferas sao também os mais ativos [204].

A categoria ‘M’ aparece na maior parte das bactérias com mais de 5% das proteinas preditas
nos genomas. Nessa categoria, Muricauda-K001 apresentou a maior proporcao de proteinas preditas
dentre as demais linhagens. Bactérias do género sdo capazes de formar apéndices que possuem
vesiculas na extremidade e tem como uma das fung¢des a fixacdo em substratos [148]. Esses longos
prolongamentos podem estar relacionados a essa pronunciada fracdo de proteinas envolvidas na
sintese dos envoltérios celulares. Proteinas da categoria ‘M’ também podem estar relacionadas a
formacao das iniUmeras vesiculas que podem ser encontradas no ambiente marinho. As vesiculas sdo
compostas por lipideos, aminodacidos, carboidratos e fragmentos de DNA e podem ter funcao
relacionada aos processos de viruléncia, quorum sensing, formacdo de biofilme, reacdes de
oxirreducao, defesa celular e transferéncia horizontal de genes [205—-207]. A avaliacdao de vesiculas
isoladas em ambiente marinho identificou a presenca de sequéncias de DNA de Proteobacteria,
Bacteroidetes e Cyanobacteria [205]. Vesiculas da cianobactéria Prochlorococcus adicionadas em meio
de cultura foram suficientes para promover o crescimento de Alteromonas e Halomonas, duas
Gammaproteobacteria integrantes da sua cianosfera [205]. A proporc¢ao de proteinas da categoria COG
‘M’ relativamente alta nos genomas das cianobactérias de Abrolhos e suas cianosferas pode ser um
indicativo de que esse mecanismo de liberacdo de vesiculas tenha papel relevante naquele

ecossistema, justificando assim a necessidade de aprofundamento das pesquisas sobre o tema.

As categorias COG ‘C’' e ‘G’, relacionadas ao metabolismo de carboidratos e fluxo energético,
abrangem as enzimas responsaveis pelo processo de fixacdo de carbono, sintese e hidrdlise de
carboidratos e fluxo de energia pelos diferentes niveis troficos. Além das proteinas dos fotossistemas
| e Il da fotossintese oxigénica realizada pelas cianobactérias, o co-cultivo conta também com os genes
relacionados a fotossintese anoxigénica (pufQ, pufL, pufM e pufC / bchX,P,Y,Z,C,M,F) presentes no

genoma de Mameliella-J2, uma Alphaproteobacteria do clado artificial Roseobacter.

As enzimas relacionadas ao metabolismo de carboidratos identificados pelo aplicativo dbCAN
na base de dados CAZY estdo apresentadas na figura 2.5, identificadas por categoria e por genoma
[208].
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Figura 2.5. Quantidade de genes codificadores de enzimas relacionadas as diferentes categorias de metabolismo
de carboidratos identificadas em cada genoma. Identifica¢do realizada pelo aplicativo dbCAN em busca no banco
de dados CAZY.

Destaca-se o numero de enzimas preditas relacionadas ao metabolismo de carboidratos
encontradas nas duas linhagens do filo Bacteroidetes (Cytophagia6 e Muricauda-K001). O papel
relevante do filo na hidrdlise de carboidratos ja foi identificado em experimentos de laboratdrio e em
floracoes de cianobactérias [204,209]. Um amplo repertdrio de enzimas capaz de catalisar compostos
de carbono pode beneficiar tanto bactérias heterotréficas quanto cianobactérias. Assim como
Trichodesmium, A. turfae é uma cianobactéria fixadora de nitrogénio que nao possui diferenciacao
celular, ndo possui heterocito [63]. Logo, depende do consumo do oxigénio local para evitar a
interrupcdo da reacdo de fixacdo. A producdo de moléculas complexas e/ou recalcitrantes de carbono
e aparato enzimatico para a digestao dessas substancias pode ser atributo selecionado ao longo do
tempo evolutivo que determina a associacdao de determinados grupos de cianobactérias e bactérias
heterotroficas. Cytophagia6 foi a Unica dentre as bactérias sequenciadas que apresentou enzimas do
tipo polissacarideo liases (PL). Dos 10 genes PL encontrados, 3 ndo tiveram funcdo identificada, 3
codificam precursores da Alginato Liase (EC 4.2.2.3) e 4 codificam Alginato Liases (EC 4.2.2.3). O
alginato é um polissacarideo estrutural componente de parede celular das algas marrons

(Phaeophyceae), mas também pode ser produzido por algumas Gammaproteobacteria [210].
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InvestigacGes mais detalhadas sdo necessdrias para a identificacdo dessa enzima predita, que pode
contribuir com a entrada de carbono no co-cultivo, através da quebra de moléculas recalcitrantes
produzidas por algas, ou seja, componentes externos ao conjunto cianobactéria-cianosfera. Ou é
possivel ainda que a enzima esteja sendo produzida para a quebra de moléculas similares produzidas
pelos préprios micro-organismos dos co-cultivos. Umas das linhagens de bactérias isoladas em cultura
pura, a linhagem E1, produz uma grande quantidade de substancia mucdide/gelatinosa quando
cultivada em meio DIFCO-2216 sélido (dado ndo apresentado). A identificacdo pelo rRNA 16S indicou
qgue a linhagem é uma Gammaproteobacteria, é possivel que essa substancia mucdide seja alguma
molécula do tipo alginato. Considerando-se verdadeira essa possibilidade, as enzimas alginato liases
de Cytophagia6 poderiam realizar a quebra dessa substancia e seriam uma evidéncia de interagdes
entre as bactérias heterotroficas. As relacdes poderiam ser estabelecidas de forma lateral na

cianosfera, ndo apenas entre cianobactérias e heterotréficas.

A categoria COG ‘P’ é uma das fracGes que também se destacam nos genomas avaliados. A
categoria abrange proteinas relacionadas aos ciclos de elementos como fésforo (P), nitrogénio (N) e
enxofre (S), dentre outros. A atuacdo desses micro-organismos nos ciclos de N/P/S tem influéncia na
dindmica entre cianobactérias e cianosfera, mas seus efeitos sdo sistémicos devido a interse¢do com o

ciclo do carbono e a formacgao de gases que contribuem para o aquecimento global [211].

A Figura 2.6 apresenta o numero de genes identificados em cada genoma para os processos
celulares que compdem as reagdes envolvendo o nitrogénio inorganico. Dentre os micro-organismos
sequenciados, apenas as cianobactérias sdo capazes de fixar o nitrogénio atmosférico em amoénia. Nao

foi identificada a presenca de genes da oxidacdo da amonia (amoA).
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Figura 2.6. Distribuicao dos genes referentes a reagdes do ciclo do nitrogénio nos genomas de Methylophaga2,
Cytophagia6, Marinobacter7, A. turfae80, A. turfae86, Mameliella-J2 e Muricauda-K001.

As bactérias Mameliella-J2 e Marinobacter7 destacam-se pela sua contribuicdo para o ciclo do
nitrogénio nos co-cultivos. Ambas possuem genes de enzimas que participam dos processos de
nitrificagdo (nitrito = nitrato), denitrificacdo (nitrato = nitrito = 6xido nitrico = 6xido nitroso =
nitrogénio) e reducgdo dissimilatdria do nitrato (nitrato = nitrito = amonia), como estd detalhado na
Figura 2.7. Juntamente com as cianobactérias ambas atuam também na catalise da ureia a amonia,
reacao que pode ter influéncia também no pH do microambiente e contribuir para a precipitacdo de
carbonatos [212].
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Figura 2.7. Mapa metabdlico com as reagbes e enzimas envolvendo o nitrogénio nas células microbianas.
Destacado na cor verde estdo os genes de enzimas identificados na cianobactéria A. turfae80, a cor laranja
representa genes de Mameliella-J2 e a cor azul Marinobacter7. As diferentes formas de nitrogénio inorganico
estdo representadas por diferentes simbolos na cor vermelha. Figura modificada a partir de imagem
disponibilizada na plataforma kegg.jp [194]

Uma das pressdes poluidoras nos recifes de Abrolhos sdo os impactos antrdpicos, com o
aumento de descarga organica proveniente de industrias e centros urbanos [13]. O aumento da
disponibilidade de matéria organica provoca aumento também na disponibilidade de nutrientes
limitantes, como nitrogénio e fésforo, num processo denominado de eutrofizagdo [211,213]. Em aguas
eutrofizadas ocorre a proliferacdo excessiva de alguns grupos, como as floracGes de cianobactérias,
gue resultam em deplecdo nos niveis de oxigénio dissolvido e a morte de diversos outros organismos
[211]. Os genes identificados nos genomas das cianobactérias de abrolhos e sua cianosfera indicam a
capacidade desses micro-organismos de participarem de varias etapas do ciclo do nitrogénio, que é um
recurso limitante. Porém, em uma situacdo de desequilibrio, esse conjunto enzimatico pode propiciar

vantagem sobre outros organismos e influenciar a dindmica das comunidades benténicas dos recifes,
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como ja descrito em outros ambientes [214,215]. A proliferacdo excessiva pode estar relacionada a
reducdo e doencas dos corais dos recifes e pode colaborar para o efeito estufa, uma vez que gases
oxido nitrico e oxido nitroso fazem parte do conjunto de gases responsaveis pelo aumento das

temperaturas do planeta (greenhouse gases) [211,213].

Com relacdo ao metabolismo do fésforo e sua mineralizacdo para biodisponibilidade, todas os
genomas, exceto Cytophagia6, apresentaram ao menos uma coépia do gene que codifica a fosfatase
alcalina (phoD), as cianobactérias e Mameliella-J2 possuem ao menos uma C-P liase (E.C 4.7.1.1) [216].
Todas as bactérias apresentam o sistema de transportadores de membrana pstSCAB, que é responsivo
a baixa concentracdo do ion fosfato, e Mameliella-J2 apresenta também o gene pitA relacionado ao
transporte de Pi [217]. O gene ppk uma quinase, relacionada ao acumulo de polifosfato como reserva
Pi, esta presente em todos os genomas [218]. O gene regulatdrio phoU esta presente em todas as

linhagens, exceto Muricauda-K001, e phoR ndo estd presente em em Methylophaga2 [219].

Em relacdo ao ciclo do enxofre, todos os genomas apresentaram os genes associados a reducao
assimilatdria do sulfato (SO4%). A assimilacdo de compostos sulfonados a partir do meio externo é
realizada pelas cianobactérias, Mameliella-J2 e Methylophaga2. As rea¢des de oxirreducao
dissimilatérias de sulfato sdao realizadas por Mameliella-J2 e cianobactérias. Mameliella-J2 e
Methylophaga2 apresentam conjuntos de genes do sistema sox, possibilitando a oxidagao de
tiossulfato a sulfato.

Nenhum dos genomas de bactérias heterotroficas analisados apresentou gene codificador da
catalase katA (EC 1.11.1.6), uma enzima que oxida o H;0>, evitando sua reducdo e libera¢do do radical
de oxigénio reativo HOe. Uma das relacdes mais bem descritas entre cianobactérias e bactérias
heterotroficas é o papel de Alteromonas na producdo da catalase e protegendo Prochlorococcus dos
efeitos nocivos do radical HOe, uma vez que a cianobactéria ndo possui o gene katA em seu diminuto
genoma [67,68,220]. Enquanto as bactérias heterotroficas apresentaram apenas o gene katG,
codificador da catalase-peroxidase (EC 1.11.1.21); as cianobactérias A. turfae80 e A turfae86 possuem
os dois genes, katA e katG. Ao contrario do reportado para Alteromonas e Prochlorococcus, é possivel
gue nos co-cultivos das cianobactérias dos turfs de Abrolhos a cianobactéria seja a responsavel pelo

aumento na protecdo contra os danos causados pelo radical HOe [221].

As concentracdes de H,0; nas dguas marinhas sdo maiores préximas a superficie, devido a foto-
oxidacdo do carbono organico dissolvido [222]. Esse H,0, em presenca de metais como ferro ou cobre
pode ser reduzido, levando a liberacdo de HOe (reacdo de Fenton) [223]. O HOe pode prejudicar a
saude de corais zooxantelados, que vivem em associacdo mutualistica com o dinoflagelado
Symbiodinium. O aumento de temperatura na agua estaria relacionado ao aumento na producdo de
H20, em algumas linhagens de Symbiodinium, que acabam abandonando o hospedeiro, resultando no
branqueamento de corais [224]. As cianobactérias A. turfae80 e A. turfae86 foram coletadas em

profundidades de 10m, na zona fdtica dos recifes de corais de Abrolhos, com alta incidéncia de luz e
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altas temperaturas. Esses fatos poderiam somar-se como uma das influéncias relacionadas ao
favorecimento dos turfs em detrimento dos corais nos recifes de Abrolhos, uma vez que as
cianobactérias apresentam caracteristicas gendmicas que podem promover maior a prote¢do a sua
cianosfera. Enquanto isso, o holobionte coral-Symbiodinium estaria sendo afetado pelo
branqueamento devido ao aumento na produgdo de H,0,/ HOe. Porém, o branqueamento de corais
nao parece ser um dos problemas mais impactantes nos recifes de Abrolhos [225]. Uma forte
correlagdo positiva foi identificada entre turfs e corais da ordem Scleratinia em algumas dareas dos
recifes avaliadas [5]. Diante disso, fica aberta a hipdtese de que a enzima catalase produzida pelas
cianobactérias pode contribuir na prote¢do ndo apenas dos micro-organismos da sua cianosfera, mas
também dos Symbiodinium dos corais, uma vez que os turfs crescem sobre os corais, com contato

direto.

O metabolismo secunddrio é uma das caracteristicas marcantes nos genomas de
cianobactérias. Muitos dos seus metabdlitos secunddrios sdo toxicos e bastante conhecidos por
causarem prejuizos em balnearios e reservatérios de abastecimento. O nimero de clusters génicos e
os tipos de metabdlitos identificados nos genomas das cianobactérias A. turfae e bactérias
heterotroficas esta apresentado na Tabela 2.3. O total de 105 clusters foram detectados no conjunto
de cianobactérias-cianosfera. As cianobactérias apresentaram valores muito parecidos (19 e 20) e
Cytophagia6 destacou-se pela quantidade de grupos (44). Muitos genes identificados em Cytophagia6
apresentam similaridade com genes de metabdlitos secundarios de cianobactérias, como
anabaenopeptina e nodularina, de Nostoc sp. Ao considerar-se que esse foi o genoma de maior nivel
de contaminagdo (3,65%) dentre os avaliados, é preciso cautela ao observar esses dois pontos e
considerar a possibilidade de sequéncias contaminantes na montagem do genoma. Os genes
encontrados em todas as linhagens apresentam baixa similaridade com outros ja descritos, com
excecao de alguns clusters nas linhagens A. turfae80 e A. turfae86. Esse dado reflete que muito ainda
precisa ser explorado sobre os metabdlitos secundarios desses micro-organismos para o entendimento

do seu papel na fisiologia de cada um e na dindmica da comunidade.
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Tabela 2.3. Quantidade e tipos de clusters génicos referentes ao metabolismo secundario
identificados no genoma de cada linhagem. PKS — policetideo sintases, RiPP — peptideo
ribossomal modificado pds-traducdao, NRP — peptideo ndo ribossomal, outro — tipo nao

adequado em nenhuma categoria.

Metabadlitos Secundarios

Genoma N° Clusters Tipos
A. turfae80 19 PKS, RiPP, NRP, Terpeno
(Carotenoide), outro.
PKS, RiPP, NRP, Terpeno
A. 2 .
turfae86 0 (carotenoide), Alcaldide, outro.
Muricauda-K001 3 RiPP, Terpeno (carotenoide).
Mameliella-J2 7 PKS, NRP, Terpeno (carotenoide),
outro.
Methylophaga2 7 RiPP, Terpeno, Outro.
PKS, RiPP, NRP, T Alcaléi
Cytophagiaé 44 S, RiPP, , Terpeno, Alcaléide,
outro.
Marinobacter7 5 Sacarideo, outro.

Bactérias do género Mameliella ja foram correlacionadas positivamente com Symbiodinium,
Alexandrium tamiyavanichii e corais. A composi¢cdo gendmica identificada em Mameliella-J2 vai ao
encontro desses resultados. Uma vez que a linhagem possui bacterioclorofila (puf genes), em situacao
anoxica pode contribuir com a fixagdo de carbono no co-cultivo. Em uma situacdo transiente onde a
propria proliferacdo excessiva das cianobactérias e cianosfera provogquem a reducdo de oxigénio
dissolvido no ambiente, é provavel que a linhagem Mameliella-J2 passe a ser um dos micro-organismos
prevalentes na fixacdo de carbono. Ao mesmo tempo, a capacidade de participar de reagbes de
oxidacdo do enxofre permite que a bactéria obtenha energia sem o consumo de carbono, favorecendo
sua manutencdo em situacGes de escassez de carboidratos. A linhagem apresenta uma proporgdo de
clusters génicos referentes ao metabolismo secundario préxima aquela encontrada em A. turfae80 e
A. turfae86, é provavel que os metabdlitos dessas vias estejam envolvidos na comunicacdao que

permitiria essa resposta adaptativa rdpida as alteracdes das condi¢cdes ambientais.

2.4.3 Potencial biotecnoldgico de cianobactérias e cianosfera

Os co-cultivos de A. turfae dos recifes de Abrolhos apresentaram-se como microecossistemas

ricos e com amplo repertério gendmico. Os micro-organismos ja estdo estabelecidos em sistemas de
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cultura artificiais, facilitando a avaliagdo de caracteristicas in silico e a execugao de ensaios
experimentais. Diante disso, os co-cultivos reservam um grande potencial biotecnoldgico a ser

investigado.

As bactérias Muricauda-K001 e Cytophagia6 apresentam um elevado numero de enzimas
relativas ao metabolismo de carboidratos, especialmente as glicosil hidrolases. A indUstria apresenta
demanda crescente por novas enzimas, e aquelas relacionadas a matrizes energéticas menos
poluentes, permitindo o aproveitamento de diferentes biomassas, ganham destaque porque vado ao
encontro dos objetivos da agenda 2030 — ONU [226]. A bactéria Muricauda-K001 pode ser um dos
pontos de partida para a investigacdo desse grupo de enzimas, pois ja estd estabelecida em cultura

pura e com condi¢des de cultivo bem determinadas.

Marinobacter é um género de bactérias utilizadas como indicador de contaminacdo por
derivados de petrdleo e seu uso é avaliado em processos de biorremedia¢do [227]. Marinobacter7
apresenta, por exemplo, o gene alkB que codifica uma alcano hidroxilase, que degrada
hidrocarbonetos [228]. Algumas culturas puras isoladas em cultivo pertencem ao género e podem ter
seu potencial de degradacdo de hidrocarbonetos e derivados de petréleo investigados. Além da

avaliagcdo de modelos para seu uso como bioindicador de polui¢ao.

O metabolismo do nitrogénio é proposto como um dos fatores associados a degradacao de
polietileno, um dos plasticos mais recalcitrantes disponiveis atualmente e presente virtualmente em
todos os produtos industriais [229]. Peixoto, J. (2018) propde que as espécies reativas produzidas pelas
enzimas oxidorredutases no processo de reduc¢ao do dissimilatdria do nitrogénio sdo responsaveis pela
modificacdo oxidativa extracelular do polietileno, dando inicio assim ao processo de biodegradacao
desse plastico [229] (artigo em preparacao). Mameliella-J2 e Marinobacter7 sdo bactérias que
participam dessa etapa do ciclo do nitrogénio nos microecossitemas, logo também apresentam

potencial para uso na biorremediac¢do da polui¢do por plasticos.

Esses sdo alguns destaques das possiveis aplicagdes dos micro-organismos apresentados nesse
trabalho. A disponibilidade dos genomas e das culturas permite uma avaliacdo detalhada dessas
linhagens. Experimentos voltados para a compreensao da fisiologia dessas bactérias podem convergir

respostas sobre seus papéis ecolégicos e potenciais biotecnoldgicos.
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2.5 ConclusGes

O microbioma bacteriano associado as cianobactérias dos turfs dos recifes de Abrolhos
apresenta diversidade ainda desconhecida de micro-organismos, apesar de ter composicdo em niveis

hierdrquicos altos semelhante a outras culturas de cianobactérias.

Dados brutos de sequenciamento de DNA de culturas de cianobactérias podem ser
aproveitados para a avaliagdo de caracteristicas gendmicas de bactérias abundantes nos co-cultivos.
Diante das caracteristicas gendmicas encontradas, as culturas apresentam alto potencial para uso
biotecnoldgico.

A diversidade genOGmica apresentada pelos micro-organismos nos ecossistemas parece ser
complementar. Assim, como ja relatado em outras cianobactérias e cianosferas, bactérias
heterotréficas apresentam amplo repertério para metabolizar o carbono fixado pelas cianobactérias
A. turfae. Nessa interacdo metabdlica o processo de fixacdo de nitrogénio pela cianobactéria ndo é
interrompido e a heterotréfica se beneficia de fonte de carbono e nitrogénio. Os genomas avaliados
indicaram a participacdo de micro-organismos nos processos de fixa¢do, nitrificacdo, denitrificacdo
assimilatdria e dissimilatéria do nitrogénio. As cianobactérias A. turfae apresentam mais de uma via de
oxidacdo do perdxido de hidrogénio, podendo contribuir com a reducdo dos efeitos nocivos desse
composto no co-cultivo. A presenca de uma bactéria fotossintetizante ndo-oxigénica confere aos
micro-organismos uma via alternativa para a fixacdo de energia, diante de altera¢des nas condicbes
fisico-quimicas do ambiente. O potencial para a producdo de metabdlitos secundarios pelos micro-
organismos é alto, indicando refinamento e complexidade no metabolismo de cianobactérias e

bactérias heterotroficas.
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Capitulo 3 — Muricauda brasiliensis KOO1 sp. nov., uma nova espécie
isolada a partir da cianosfera de cianobactérias dos recifes de
Abrolhos.

3.1 Introducgdo

O filo Bacteroidetes é um dos grupos taxondmicos abundantes nas ficosferas em geral e na
cianosfera das cianobactérias dos turfs de Abrolhos [230-232]. Flavobacteriaceae é a maior familia
dentro do filo e uma das mais abundantes nos ambientes marinhos [233]. Dentro da familia, o género
Muricauda apresenta 34 espécies descritas; isoladas a partir de variados nichos marinhos, como

sedimentos, dguas superficiais, oceano profundo, areia, mares poluidos, entre outros.

O género Muricauda é formado por bactérias Gram-negativas de formato bacilar. A
caracteristica que dd nome ao tdxon é a presenca de um apéndice presente em algumas células que
tem funcdo relacionada a fixacdo em substrato[148]. Vdrias espécies do grupo foram isoladas a partir
de ambientes contaminados com derivados de petrdleo, despertando interesse para seu potencial uso
biotecnoldgico [147-154,234-243].

A investigacdo sobre bactérias heterotréficas presentes em co-cultivos de cianobactérias
provenientes dos turfs dos recifes de Abrolhos resultou no isolamento de 17 linhagens de micro-
organismos. Um dos morfotipos de col6nia despertou a atencdo pois estava presente em todos os co-
cultivos CCMR008087. A linhagem foi denominada como Muricauda-K001 e sua identidade foi
atribuida ao género Muricauda pela identificacdo por similaridade da sequéncia do marcador
molecular rRNA 16S. A coldnia amarela destaca-se pela producdo de pigmentos e possivelmente outros
metabdlitos secundarios pela estirpe. Apds avaliacdo de caracteristicas gendmicas, no ambito da
avaliagdo da comunidade presente na cianosfera dos co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087, apontou-se
para a possibilidade da linhagem Muricauda-K001 pertencer a uma nova espécie dentro do género
Muricauda. Assim, optou-se pela caracterizacdo aprofundada da linhagem, possibilitando
contribuicbes para a compreensdao do papel ecoldgico, prospeccdao de componentes de interesse

bioldgico e a sistematica do grupo.

As caracteristicas gendmicas e fisioldgicas investigadas indicam que a linhagem Muricauda-
K001 pertence a uma nova espécie dentro do género Muricauda. Esse capitulo apresenta a
caracterizacdo e descricdo taxondmica de Muricauda brasiliensis sp. nov., a primeira espécie do género

isolada a partir de uma cianosfera.

Capitulo publicado com modificacdes em Brazilian Journal of Microbiology DOI: 10.1007/s42770-020-00400-3
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral

Realizar a descrigao fisioldgica e taxondmica da bactéria Muricauda-K001, a linhagem tipo da

nova espécie Muricauda brasiliensis sp. nov.

3.2.2 Objetivos especificos
Definir o posicionamento filogenético da linhagem Muricauda-K001 com base na sequéncia
completa do rRNA 16s.

Realizar a classificagao filogendmica da linhagem com base na sequéncia genémica.

Caracterizar fisiolégica e comparativamente a linhagem Muricauda-K001, tendo como

referéncia a linhagem tipo do género DSM 13258.
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3.3 Materiais e métodos

A linhagem Muricauda-K001 foi isolada a partir do co-cultivo CCMRO0080, segundo
metodologia descrita no item 1.4.3 deste trabalho. Aliquotas da cultura foram armazenadas em freezer
-80°C com glicerol 15% v/v como agente crioprotetor. A cultura foi depositada em duas cole¢des
filiadas a World Federation for Culture Collections (WFCC): Colecdo de Bactérias do Ambiente e Saude
da Fiocruz (CBAS — Fiocruz) e a Colecdo Brasileira de Micro-organismos da Unicamp (CBMAI — Unicamp).

3.3.1 Fluxograma metodoldgico
O fluxograma da figura 3.1 representa a abordagem polifdsica para a sistematica bacteriana.
As metodologias foram realizadas com a linhagem Muricauda-K001 para determinar sua posicdao

taxon6mica.
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Figura 3.1. Fluxograma indicando as metodologias utilizadas para alcancar os resultados apresentados no
capitulo 3.

3.3.2 Microscopia Optica e Microscopia Eletrénica de Varredura

As células da linhagem Muricauda-K00O1 foram observadas em microscopia Optica para a
determinacdo das caracteristicas de membrana, utilizando a coloracdo diferencial de Gram. Em sintese
a coloracdo é realizada com o espalhamento da cultura na lamina e fixacdo em chama. Segue-se com
a primeira coloracgdo por cristal violeta (1 minuto) e lavagem com agua. A fixacdo do corante é realizada
com solucdo mordente de Lugol (iodo + iodeto de potassio). A descoloracgdo é realizada com dlcool de
titulacdo maior que 92% por 10 segundos (ou menos). Finaliza-se com a segunda coloracdo (diferencial)
com safranina por 30 segundos (ou menos) [244]. A observacgao foi realizada em microscépio Leica
DM750.
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Para a visualizagdo em microscopia eletrénica de varredura, as células foram obtidas por
centrifugacdo do cultivo em meio liquido e lavadas por 3 vezes em tampado salino de fosfato (PBS). A
fixacdo ocorreu em tampao Karnovsky (2% (v/v) paraformaldeido, 2% (v/v) glutaraldeido, 3% (p/v)
sacarose e 0,05 M de tampao cacodilato). A segunda fixacdo foi realizada em solucdo de tetréxido de
6smio (1% p/v) seguida por adesdo em laminula com poli-L-lisina. As células foram desidratadas em
solucdo de acetona com concentragdo crescente (50/70/90/100%, v/v). A secagem em ponto critico
foi realizada com CO; e as células foram cobertas com uma fina camada de ouro [74]. As imagens foram

geradas em microscépio eletronico de varredura JEOL JSM-7001F (JEOL Ltd., Tékio, Japdo).

3.3.3 Taxonomia baseada no gene marcador molecular rRNA 16S
A extracdo de DNA para a andlise do marcador rRNA 16S e sequenciamento genémico foi
realizada com o kit comercial GenElute bacterial genomic DNA kit (Sigma-Aldrich). A amplificacdo por

PCR, limpeza, clonagem e sequenciamento Sanger foram realizados de acordo com o item 1.4.5.1.

3.3.3.1 Andlise do rRNA 16S
A sequéncia do rRNA 16s foi analisada dentro do servidor on-line ExTaxon-e

(www.ezbiocloud.net) para a determinagao das linhagens do género com maior similaridade. As

linhagens mais préoximas foram alinhadas com o programa CLUSTAL_W, implementado no software
MEGA (v 7.0) [245]. A arvore filogenética maximum-liekelihood (ML) foi reconstruida com base no

modelo Kimura-2 e bootstrap de 1000 amostragens [82].

3.3.4 Analises taxondmica baseada em critérios gendmicos

As andlises para classificacdo taxonOmica baseadas em caracteristicas genOmicas foram
realizadas utilizando a primeira versao do genoma da linhagem Muricauda-K001 disponivel no
GenBank sob o nimero de acesso QBTW00000000.1, obtida por sequenciamento NGS /llumina [167].
Em sintese, a biblioteca de DNA foi preparada utilizando kit Nextera XT kit (/llumina), o sequenciamento
foi realizado em plataforma NextSeq500, gerando reads paired-end de 150 pares de base. A limpeza
dos dados e montagem do genoma foi realizada com o pacote CLC Genomics Workbench (Qiagen). A

anotacao foi realizada com o pacote Prokka (v. 1.12), usando a base de dados UniProt [184].

Parametros gendmicos para o delineamento de novas espécies, o Overall Genome Related
Index (OGRI), foram estabelecidos para contribuir com a resolucdo da classificacdo de bactérias, ja que
apenas as sequéncias do rRNA16S e caracteristicas fenotipicas ndo eram suficientes para a separacao
de grupos muito semelhantes [165,246].0 OGRI abrange a avaliacdo da identidade de nucleotideos,
hibridizacdo do DNA, contaminacdo, cobertura e completude dos genomas e a construcdo de arvore
filogenética baseada em multiplos marcadores moleculares proteicos [165]. A avaliacdo desses

parametros entre a linhagem Muricauda-K001 e todas as linhagens com genomas completos
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disponiveis nos bancos de dados em 2020 foi realizada. A Average Aucleotide Identity (ANI) foi
calculada com a ferramenta disponivel na plataforma EZBioCloud
(https://www.ezbiocloud.net/tools/ani) [247]. A hibridizacdo digital do DNA (DDH) foi calculada pelo
Genome-to-Genome Distance Calculator from Leibniz Institute—DSMZ (http://ggdc.dsmz.de/ggdc.php)

[180,248-252]. A completude e contaminacdo do genoma foram avaliadas com as ferramentas BUSCO
e CheckM [176,253]. A cobertura foi determinada com o pacote Burrows-Wheeler Aligner (BWA) [254].
A selecdo de 31 marcadores moleculares para construgao de arvore filogenética foi realizada com o
software AMPHORA?2 [255]. As sequéncias foram primeiramente concatenadas e apds alinhadas com
o MAFFT [256]. A arvore foi construida com o Fasttree e editada no MEGA (v. 7) [83,245].

Duas plataformas disponiveis on-line foram utilizadas para a confirmagao dos resultados da
identidade da linhagem Muricauda-K001: TYGS (Type StrainGenome Server, DSMZ) e TrueBac ID
(EZBioCloud) [180,252].

3.3.5 Caracterizagao fenotipica de Muricauda-K001

A linhagem DSM 13258" Muricauda ruestringensis foi adquirida junto a DSMZ Leibiniz Institute
collection of microorganisms and Cell Cultures GmbH (Braunschweig, Alemanha) para a realizacdo das
andlises fenotipicas de forma comparativa com a linhagem Muricauda-K001. Para a realizacdao das
analises, ambas foram cultivadas em meio DIFCO 2216 marine broth em meio liquido ou sélido por 48h
a 30°C, exceto para realizacdo de testes especificos e detalhados ao longo do texto.

A temperatura 6tima de crescimento foi avaliada por uma semana em placas de agar nas
temperaturas de 4, 10, 15, 20, 28, 30, 33, 37 e 42°C. O pH étimo de crescimento (pH 4, 5, 6, 7, 8 € 9)
foi determinado em meio liquido ajustado com HCl ou NaOH. A tolerancia a diferentes salinidades foi
avaliada a 30°C (temperatura 6tima de crescimento) em meio liquido composto por: 0,25% (p/v)
peptona bacterioldgica, 0,15% (p/v) extrato de levedura em agua marinha artificial (0,64g KCl, 4,53g
MgCl,.6H20, 5,94g Mg,S04.7H,0 e 1,3g CaCl, em 1L de dgua destilada) e salinidades ajustadas com
NaCl de concentracdo entre 0 e 5% (p/v), com intervalos de 0,5%. A capacidade de crescimento em
meio com NaCl como fonte Unica de sal foi testada em meio de cultura com 2,25% (p/v) NaCL, 0,25%
(p/v) peptona bacterioldgica e 0,15% (p/v) extrato de levedura dissolvidos em dgua destilada [148]. A
hidrdlise de Tween 20, 60 e 80 foi avaliada em meio sélido com acréscimo de 1% (v/v) do respectivo
Tween [244]. O teste de hidrdlise de amido foi realizado em meio sélido com o acréscimo de 0,5% (p/v)
de amido e revelacdo com vapor de iodo apés 48h de crescimento [257]. A atividade da catalase foi
observada pela formagdo de bolhas apds aplicagdo de solugdo 3% (v/v) perdxido de hidrogénio[257].
A presenca de pigmentos Flexirubin-type foi determinada por alteracdo de cor em biomassa de células
apos a adicdo de solugdo 20% (p/v) KOH [258].

A presenca de carotenoides foi avaliada apds extracdo com 100% acetonitrila (v/v) em sistema

de cromatografia liquida de alta pressdao de fase reversa (RP-HPLC). A separacdo dos analitos foi
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realizada em coluna de fase reversa C18 (RPi1s) e a deteccdo em sistema de fotodiodo. A identificacdo
foi realizada com base no tempo de retencdo e perfil do espectro de absorcao entre os comprimentos
de onda entre 300 e 600nm [259].

A habilidade de crescimento em anaerobiose foi determinada em meio de cultura sdlido
suplementado com cloridrato de cisteina (0,05% p/v), sulfito de sédio (0,05% p/v) e nitrato de potdssio
(0,1% p/v) [149]. Os frascos de vidro com atmosfera de nitrogénio foram selados com tampas de

borracha e selador de aluminio [149].

A suscetibilidade a antibiéticos foi avaliada em meio sélido pela formagdo de halo apds
aplicacdo de disco com antibidtico sobre cultura espalhada com alga de Drigalski. Nao foram
especificados tamanhos de halos, a presenca foi determinada como suscetibilidade. Os antibidticos
testados foram: (ug disco) ciprofloxacina (5 pg), vancomicina (30 ug), clindamicina (2 ug), oxacilina (1
ug), sulfonamida (300 pg), cloranfenicol (30 pg), amicacina (30 pg), norfloxacina (10 pg), polimixina B
(300 U), ofloxacina (5 pug), eritromicina (15 pg), ceftazimima (30 pg), penicilina G (10 U), ceftriaxona (30
pg), tetraciclina (30 ug),cefalexina (30 ug), cefazolina (30 pg), doxiciclina (30 ug), gentamicina (10 pg),
ampicilina (10 ug) e piperacilina + tazobactam (110 ug).

A atividade da oxidase, perfil enzimatico e formas de carbono assimilados foram avaliados
com os kits APl ZYM e APl 20 NE Biomeurieux, de acordo com a indicagdo do fabricante, exceto pelo
uso de dgua marinha artificial para o preparo do inéculo de células. As quinonas e lipidios polares foram
extraidos por protocolo em duas etapas. A primeira etapa foi a extragcdo em uma mistura de hexano-
metanol (1:2, v/v) para a obtengdo das quinonas na fase do hexano. Apds, na segunda etapa, os lipidios
polares foram recuperados com soluc¢do 0,3% (v/v) metanol-solucdo aquosa de NaCl. As quinonas
foram analisadas em RP-HPLC com coluna RP1s e monitoramento em sistema de absorgao de luz de
comprimento de onda ultravioleta (UV). Os lipidios polares foram avaliados em cromatografia de
camada delgada de silica revelada com spray para a deteccdo de grupos funcionais [260-262]. As
analises do perfil enzimatico, assimilacdo de carbono, quinonas e lipidios polares foram realizadas pelo
servico de identificacdo da DSMZ (Identification Services of DSMZ Leibiniz Institute). Essas 3 analises
foram as Unicas realizadas apenas com a linhagem Muricauda-K001. Todas as demais analises foram
realizadas juntamente com a linhagem de referéncia DSM 13258, com o intuito comparativo e

confirmatario.

Os acidos graxos foram avaliados de acordo com o padrdo Sherlock Microbial Identification
System (Sherlock, v. 6.2). As células foram coletadas apds 48h de crescimento e transferidas para tubos
de vidro com tampa de teflon. A saponificacdo dos acidos graxos foi realizada com 1 mL de solucdo
metanol/hidréxido de sédio (150 mL agua deionizada, 150 mL metanol, 45 g NaOH) a 100°C por 30
minutos. Dois mililitros de metano 6M em HCL foram adicionados aos tubos, que ficaram incubados
por 10 minutos a 80°C. A separacao dos ésteres metilicos dos acidos organicos foi realizada pela adicdo

de 1,25 mL de hexano/éter terc-butilico (1: v/v), apds agitacdo por 10 minutos. A fase mais pesada foi
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descartada e a fase superior contendo os acidos graxos metil-ésteres foi recuperada e lavada com 0,25
mol/L NaOH e estocada até a analise. As andlises foram realizadas em cromatdgrafo gasoso (Agilent
78902) usando o a biblioteca do método RTSBA6 [263,264].

3.3.6 Analise comparativa do perfil proteico de Muricauda-K001

A analise comparativa do perfil proteico em espectrometria de massa de sistema MALDI-TOF
foi realizada para a confirmacdo de fenétipos distintos entre Muricauda-K001 e M. ruestringensis DSM
13258 [265,266]. As extragdes proteicas foram realizadas e os extratos aplicados em sextuplicatas
técnicas em placa de ago com 96 pocgos delimitados. Apds, os pogos foram cobertos com 1 uL de 10
mg/mL da matriz a-cyano-4-hydroxycinnamic acid (HCCA) (50% (v/v) acetonitrila, 0,30% (v/v) acido
trifluoroacético). Os espectros foram obtidos em espectrometro Autoflex Speed!l MALDI-TOF/TOF
(Bruker Daltonics) no modo linear positivo, com range entre 2000 — 20,000 m/z e aquisi¢do por 2000
tiros por poco, utilizando o software FlexControl 3.0 [265,267]. Os espectros foram analisados no
software MALDI Biotyper 3.0 [265-268]. Os Main spectra profile (MSP) foram criados utilizando as
sextuplicatas técnicas, comparadas com a base de dados do software MALDI Biotyper 3.0 e entre as
linhagens Muricauda-K001 e DSM 13258. Os experimentos foram realizados em quadruplicatas
biolégicas. O dendrograma foi construido utilizando as informacdes do MSP de cada réplica no
software MALDI Biotyper 3.0, que também gera scores ao comparar os MSP. Os scores menores que 2

indicam que as bactérias comparadas pertencem a espécies diferentes.
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3.4 Resultados e Discussao

As células da linhagem Muricauda-K001 sdo bacilos Gram-negativos (Figura 3.2) e algumas
apresentam apéndice, assim como algumas espécies do género Muricauda e a linhagem referéncia
DSM 13258. Ao contrario da DSM 13258, nem todas as células de Muricauda-K001 apresentaram
vesiculas no topo do apéndice (Figura 3.2). Em DSM 13258 o papel funcional dos apéndices foi
relacionado a fungdo de conexao da célula com o substrato. A funcionalidade do apéndice é aplicavel
ao nicho ecoldgico de Muricauda-K001, que foi isolada da cianosfera do co-cultivo CCMR0080. Imagens
realizadas da cianobactéria mostram bactérias aderidas e entrelacadas por prolongamentos. Ndo é
possivel afirmar a identidade das células devido a limitagao dessa técnica, porém é possivel que sejam
células de Muricauda-K001. Apds 24h de crescimento em meio liquido observa-se a formagao de flocos
nas culturas de Muricauda-K001, situacdo observada para culturas DSM 13258 somente apds 48h de

crescimento.

1pm
SEM

\ 7

lum lpm ILMM UnB
15.0kV SEI SEM : 15.0kV SEI SEM WD 20 . 7mm

Figura 3.2. Fotomicrografias da linhagem Muricauda-K001 ao microscépio de luz apds coloragdo de Gram em A
e ao microscopio eletronico de varredura em B (ampliagdo 6000x), C (ampliagdo 15000x) e D (ampliagdo 25000x).
Algumas células apresentam um apéndice (B, C e D) que ndo possui um padrdo apical ou axial definido, podendo
ser prolongado a partir de varios eixos.
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3.4.1 Taxonomia baseada no gene marcador molecular rRNA 16S

A clonagem e sequenciamento Sanger permitiram a confirmacgdo da sequéncia parcialmente
completa do rRNA 16S da linhagem Muricauda-K001. A sequéncia de 1490 nucleotideos obtida foi
depositada no banco de dados GenBank/EMBL/DDBJ, sob o nimero MN996941. A classificacdo da
linhagem baseada nessa sequéncia confirmou a identidade com o género Muricauda. As maiores
similaridades foram apresentadas com as espécies M. aquimarina (98,2%), M. ruestringensis (98.20%)
e M. lutimaris (97.86%). O intervalo de similaridade com as demais espécies do grupo ficou entre 97,86
e 92,72%. A arvore filogenética mostra que Muricauda-K001 forma um subclado com M. aquimarina,
M. ruestringensis e M. lutimaris, no bragco com M. aquimarina (Figura 3.3).
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Figura 3.3. Arvore filogenética (Maximum-likelihood) baseada na sequéncia do rRNA 16S indicando o
posicionamento taxonémico de Muricauda-K001. Os valores de Bootstrap (1000x) maiores que 50% estdo
apresentados nos ramos. A barra indica 0,05 substituicdes por nucleotideo. Bacteroides fragilis ATCC25285 foi
utilizado como outgroup.
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3.4.2 Taxonomia baseada nos parametros OGRI

A versdo do genoma avaliada para a filogenia foi um draft de boa qualidade que, apesar da
distribuicdo em 55 contigs, apresentou contamina¢do de apenas 0,65%, cobertura de
aproximadamente 300x, n50 e L50 de 232.816 pares de base e 5 contigs, respectivamente [167]. A
completude do genoma foi de 98,6% (437 single copy genes do conjunto de 443 ortdlogos do grupo
Bacteroidetes) [167]. Essas caracteristicas de montagem atendem aos critérios propostos para a
avaliagdo dos parametros genOmicos (OGRI/) de delimitacdo de espécies [165]. Baseada nessa
montagem e em dados disponiveis em bancos de dados no ano de 2020, os maiores valores de ANI/
foram calculados entre Muricauda-K001 e M. ruestringensis (80,82), seguido por M. lutimaris (79,23)
e M. aquimarina (79,23). M. ruestringensis também apresentou o maior valor de dDDH (23,40%),
seguido por M. lutimaris (22,70%) e M. aquimarina (21,60%). Ambos os valores indicam que
Muricauda-K001 é uma espécie distinta, com ANI < 95% e dDDH < 70% [165].

A arvore filogenética baseada em 31 marcadores moleculares proteicos apresentou topologia
similar a arvore baseada no rRNA 16S, com Muricauda-K001 aparecendo no mesmo subclado citado.
Porém, essa arvore filogendmica aparece com confianga maior em nds que sustentam o clado,

aumentando assim a robustez do posicionamento (Figura 3.4).
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0.020

Figura 3.4. Arvore filogenética (Maximum-likelihood) baseada em 31 marcadores moleculares proteicos
indicando o posicionamento taxonémico de Muricauda-K001. Alinhamento dos aminoacidos realizado com
MAFFT, edicdo com MEGA 7 e arvore gerada com o Fasttree. Flavobacterium aquatile foi utilizado como
outgroup.

A avaliacdo realizada na plataforma TYGS — DSMZ, que inclui a avaliacdo do rRNA 16S, ANI e
dDDH, confirmaram que a linhagem Muricauda-K001 pertence a uma nova espécie dentro do género
Muricauda. A figura com a arvore filogendmica calculada pelo TYGS esta apresentada na figura 3.5. A
andlise realizada na plataforma TrueBac ID (EZBioCloud) também confirmou que Muricauda-K001 é
uma espécie distinta dentro do género Muricauda. Ambas as plataformas confirmaram a avaliacdo dos

parametros avaliados individualmente, corroborando para a indicacdo de uma nova espécie.
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Figura 3.5. Arvore filogendmica gerada pela plataforma on-line TYGZ — DSMZ mostrando o posicionamento
taxondémico de Muricauda-K001. A avaliacdo pelo protocolo automatizado da plataforma indica que Muricauda-
K001 é uma nova espécie dentro do género Muricauda.

3.4.3 Caracterizagao fenotipica de Muricauda-K001

As caracteristicas fisioldgicas da linhagem Muricauda-K001 e uma compara¢do com outras
espécies do género estdo sumarizadas na Tabela 3.1. A similaridade entre as espécies é grande, e esse
é um dos motivos que atualmente apenas sdo aceitas descricdes de novas espécies com sequéncia
genomica disponivel [269]. Como distincdo de M. ruestringensis DSM 13258 e M. aquimarina SW-63,

Muricauda-K001 mostrou a auséncia da lipase (C14) no teste AP/ ZYM e inabilidade de crescimento em
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acido caprico no teste APl 20 NE. Nao foi observado crescimento em anaerobiose, motilidade e
pigmentos do tipo flexirrubina.

Tabela 3.1. Caracteristicas fenotipicas da linhagem Muricauda-K001 e linhagens de referéncias.
Linhagens: 1, Muricauda-K001T; 2, M. ruestringensis DSM 13258" (dados de Bruns et al. 2001 e
deste trabalho); 3, M. aquimarina SW-63" (dados de Yoon et al. 2005 [235]); 4, M. lutimaris SMK-
108" (dados de Yoon et al. 2008 [240]). Dados dos Kits API ZYM e APl 20 NE em Yang et al. 2013
[151]; +, Positivo; -, negativo; W, fracamente positivo; ND, sem dado.

Caracteristica 1 2 3 4

Cor da col6nia Amarela Amarela Amarela Amarela
Tamanho da célula (um)

Comprimento 1.1-24 1.1-2.7 2.5-6.0 0.8-5.0

Largura 0.3-05 0.3-0.6 0.2-0.5 0.2-04
Condigdes de crescimento

Temperatura 6tima (°C) 28 -33 20-30 30-37 30

NaCl (%, p/v) 05-9 0,5-9 2% 1-10

Espectro de pH 6-8 6-8 7* 6-8
Crescimento anaerdbio facultativo - + - +
Catalase + + + +
Hidrdlise

Amido - - - -

Tween 20

Tween 60

+ + 4+

+ + 4+

+ + 4+
1

Tween 80
API ZYmt
Esterase lipase (C8)
Lipase (C14)
Valina arilamidase

+

Cistina arilamidase
Tripsina

a-quimiotripsina

Fosfatase acida
Naftol-AS-Bl-fosfohidrolase
o-Galactosidase

+ + + + + + + + +

B-Galactosidase

+ + + + + + + + +
+ + + + + + + + + + +
+ £ £ + + + + + + + =

o-Manosidase
API 20NEt
Urease - - - -
Hidrodlise de gelatina - - -
Assimilacdo de acido céprico - + +

Assimilagdo de acido fenilacético - - -

S + + +

Catalase + + +
Conteudo DNA G+C (mol%) 41,62 41 44,10 — 44,20 41,10
* condicdo 6tima.

t Informacgdo sobre a linhagem disponivel em Yang et al. 2013 [151].
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Absorption (450nm) - mAbs

A coloracdo amarela da col6nia indicava a producdo de carotenoides pela linhagem
Muricauda-K001, que foi confirmada pela andlise em RP-HPLC (Figura 3.6). Assim como em outras
espécies do género, a andlise por comparagao do tempo de reten¢do na coluna e perfil de absor¢do de

luz UV indica que o carotenoide presente é a zeaxantina [270,271].

400 440 480 520 560 600

5 10 15

Time {minutes) Absorption (nm)

Figura 3.6. Perfil cromatografico da linhagem Muricauda-K001(A) mostrando os picos referente a pigmentos
carotenoides. CondigOes da corrida em HPLC: coluna RP-C18 Vydac (218TP54), fase mével 100% (v/v) MeOH,
fluxo 1,0 ml/min. B e C mostram o perfil de absor¢do no espectro entre 400 e 600 nm dos dois picos
apresentados em A.

O perfil de acidos graxos de Muricauda-K001 (Tabela 3.2) é similar aos das linhagens de
referéncia, exceto pela abundancia dos acidos graxos iso-Cis:0 (35.21%), iso-C15.1G(14.48%), iso-C17.03-
OH (22.55%) e summed feature 3 (8.93%). Dentre os acidos graxos menos abundantes, alguns padrdes
foram identificados apenas em Muricauda-K001: presenca de Ciso (0.85%), Cis:o (2.73%), iso-Ci7.0

(0.67%), C18:1w9c (0.98%) e a auséncia de iso-Ci4.0, anteiso-Cis:1 A, C15.03-OH e summed feature 8.
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Tabela 3.2. Composi¢do de acidos graxos (%) da linhagem Muricauda-K001 e espécies correlatas.
Linhagens: 1, Muricauda-K001T; 2, M. ruestringensis DSM 13258"; 3, M. aquimarina SW-63"; 4, M.
lutimaris SMK-108". Dados de Muricauda-K001™ e DSM 13258" foram gerados nesse trabalho; dados
das demais linhagens foram gerados por Yang et al. 2013 [151]. A tabela apresenta os acidos graxos
com abundancia >5% em relagdo ao total de acidos graxos.

1 2 3 4
Straight-chain
Cua:0 0.85 - - -
Ci6:0 4.20 1.73 14 1.8
Cis:0 2.73 - 14 14
Cis:0 10-methyl - - - -
Branched
is0-Ci3:0 - - - 0.6
is0-Cia:0 - - 0.5 -
iso-Cis:0 35.21 46.10 24.6 27.2
iso-C15:1G 14.48 17.48 28.30 36.40
is0-Ci6:0 0.77 - 0.7 -
iso-C17:0 0.67 0.61 - -
iso-Cig:1 H - - - 0.70
anteiso-Cis:o 0.79 1.42 3.10 2.40
anteiso-Cis:1 A - - 0.70 0.80
Unsaturated
Ci2:1at 11-12 - - - 2.20
Ci3:1at 12-13 - - - 0.50
Cis:1w6C - - 0.80 1
Ci7:1w6C - - 0.60 0.70
C17:1w8¢ - - - -
Cis:1w5¢ - - 0.60 -
Cis:1w9c 0.98 - 0.80 1.20
Hydroxy
Cis:02-OH - - - -
Ci5:03-OH - - 1.40 1.30
iso-Cis:0 3-OH 4.24 3.65 5.20 3.30
Ci6:03-OH 0.82 0.51 - -
iso-Ci6:0 3-OH 1.16 0.74 3.60 4.60
Ci17:02-0OH - - 0.80 -
C17:03-OH - - - -
iso-C17:0 3-OH 22.55 18.68 15.20 5.20
Summed features*
3 8.93 3.19 2.60 1.20
4 - 0.60 - -
8 - - 1.90 2.90
9 1.61 1.93 2.20 1.60

*Summed Feature ocorre quando ha uma separac¢do imperfeita do pico. Summed feature 3 representa Cis:1
wéc e/ou Cis1 w7c; summed feature 4 representa iso-Ciz1 | e/ou anteiso-Ciza B; summed feature 8
representa Cis:1 w7c e/ou Cis:1 wbc; summed feature 9 representa iso-Ci7:1w9ce/ou Cis:010-methyl.



A andlise de lipidios polares demonstrou a presenca de fosfatidiletanolamina, trés
aminolipidios nao identificados e trés lipidios polares ndo identificados; condizente com o padrao
apresentado por membros do género Muricauda, porém diferindo de M. ruestringensis DSM 13258

pela presenc¢a dos aminolipidios (Figura 3.7).

AL

Figura 3.7. Cromatografia de camada delgada bi-dimensional apresentando o perfil de lipidios polares total da
linhagem Muricauda-K001. PE fosfatidiletanolamina; AL, aminolipidios; L, lipidios polares ndo identificados.

Os perfis proteicos obtidos em MALDI-TOF, pelo plagueamento direto de colbnias e pelas
proteinas extraidas de Muricauda-K001 e M ruestringensis DSM 13258, foram utilizados para criar o
MSP. O plagueamento direto das colbnias teve baixa reprodutibilidade e ndao foram utilizados nas
analises. Os MSP dos extratos proteicos analisados pelo MALDI Biotyper 3.0 software (Bruker Daltonics)
mostraram identificacdo com score menor que dois para as duas espécies, indicando que as espécies
ndo estdo disponiveis no banco de dados proprio utilizado pelo software. No entanto, quando
comparadas uma com a outra, foram encontrados scores menores que 2 para todas as réplicas,
indicando que as duas linhagens pertencem a espécies diferentes. A Figura 3.8 apresenta o
dendrograma gerado pelos MSP, indicando que Muricauda-K001 e M. ruestringensis DSM 13258

agrupam em diferentes clados, mesmo quando um grupo externo é adicionado.
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Figura 3.8. Dendrograma gerado com os Main spectra profiles (MSP) obtidos com Muricauda-K001 e DSM 13258
(Muricauda ruestringensis), com um grupo externo (Novosphingobium rosa DSM 7285). Cada MSP é composto
por 6 espectros de massa independentes entre 2.000-20.000 m/z. Para a comparac¢do dos MSP, quatro réplicas
bioldgicas foram realizadas. Os MSP de Novosphingobium rosa DSM 7285 foram gerados da mesma maneira
descrita para Muricauda-K001 e DSM 13258. As réplicas de Muricauda-K001 e DSM 13258 agrupam em clados
diferentes, indicando espécies diferentes. A informagdo também pode ser confirmada pelo score menor do que
2 quando os MSP sdo comparados no MALDI Biotyper 3.0 software.

A abordagem polifdsica que considerou os parametros gendmicos OGR! (ANI, dDDH, arvore
filogenética de multimarcadores, indice de contaminacdo e completude do genoma); a informacao
filogenética baseada no rRNA 16S e a caracterizagdo fenotipica, indica que a linhagem Muricauda-K001
€ uma nova espécie dentro do género Muricauda, cujo nome proposto é Muricauda brasiliensis sp.

nov.

3.4.4 Descri¢do de Muricauda brasiliensis sp. nov.
Muricauda brasiliensis (bra.si.li.en’sis N.L. masc./fem. adj. Brasiliensis referente ao pais onde

a linhagem tipo da espécie foi isolada, Brasil).

As células sao Gram-negativas, bacilares, nao-flageladas, ndo mdveis, com aproximadamente
0,3 - 0,5 um de comprimento e 1,1 — 2,4 um de largura e apresentam crescimento estritamente
aerdbio. Apéndices estdo presentes em muitas células apds 48h de incubacdo em DIFCO 2216,
caracteristica comum no género Muricauda. Sob agitacao, as células formam agregados em meio
liquido apds 24h. Em DIFCO 2216 sélido as colbnias sdo amarelas, pequenas, translicidas, circulares,

convexas, com bordas regulares e apresentam entre 1 e 2 mm de didmetro apds 48h. O crescimento

78



ocorre entre 15 e 37°C, mas ndo a 4 e 42°C, com temperatura 6tima a 30°C. As concentragdes de NaCl
suportadas variam entre 0,5 e 9% e é possivel crescimento em meio com NaCl como Unica fonte de sal
(2,25%), porém ndo em auséncia de sal. As células sdo catalase e oxidase positiva. A habilidade de
hidrdlise de tween 20, 60, 80 estdo presentes, porém nao foi observada hidrdlise do amido. Pigmentos
do tipo carotenoide estdo presentes, mas do tipo flexirrubina ndo. As células sdo positivas para a
hidrélise de esculina, atividade B-galactosidase, assimilagdo de glicose, arabinose, manose, n-
acetilglicosamina, maltose e malato. As células sdo negativas para a redugdo do nitrato, formacgdo do
indol, fermentacdo da glicose, arginina-hidrolase e atividade da urease, hidrélise de gelatina, e
assimilagcdo de manitol, gluconato, caprato, adipato, citrato e fenilacetato. As células sdo positivas para
fosfatase alcalina, esterase (C4), esterase lipase (C8), leucina-arilamidase, valina-arilamidase, cistina-
arilamidase, tripsina, quimiotripsina, fosfatase acida, naftol-AS-Bl-fosfatase, a-galactosidade, PB-
galactosidase, a-glucosidase, B-glucosidase, n-acetil-B-glucosidase e a-manosidase. As células sdo
negativas para lipase (C14), B-glucoronidase e a-fucosidase. Muricauda-K0O01 é suscetivel a
ciprofloxacina, clindamicina, cloramphenicol, norfloxacina, ofloxacina, eritromicina, ceftazidima,
ceftriaxona, tetraciclina, cefalexina, doxiciclina, ampicilina e piperacilina + tazobactam. Mas nao é
suscetivel a amikacina, cefazolina, gentamicina, penicilina G, polymixina B, sulfonamidas, oxacilina e
vancomicina. Os acidos graxos mais abundantes sdo iso-Cis.0 (35.21%), iso-C17:03-OH (22.55%) e iso-
C15:1 G (14.48%). MK-6 é a quinona respiratdria predominante. Os principais lipidios polares incluem
fosfatidiletanolamina, trés aminolipidios ndo identificados e trés lipidios polares nao identificados.

A linhagem tipo é Muricauda-K001 (=CBMAI 2315"=CBAS 7527), isolada a partir de co-cultivo
de cianobactérias dos turfs dos recifes de Abrolhos. O conteddo G+C (mol) é 41,62%. O nimero de
acesso GenBank/EMBL/DDBJ do rRNA 16S e do genoma de Muricauda-KO01 sdo MN996941 e
QBTWO00000000, respectivamente.

3.4.5 A experiéncia de descrever uma nova espécie de bactéria no Brasil

A identificacdo de que uma estirpe ndao conjuga semelhancas suficientes com linhagens de
taxons ja descritos na literatura implica aos microbiologistas a responsabilidade de caracterizagao
daquele micro-organismo. Para que o micro-organismo represente um novo taxon, considerando-se o
exemplo de uma nova espécie dentro de um género, é necessario a investigacdo e comprovacao de
gue a linhagem compartilha caracteristicas suficientes com os demais integrantes do taxon hierdrquico
superior, o género. E, ao mesmo tempo, acumule diferencas suficientes para ndo ser classificada em
nenhum téxon ja descrito, nenhuma das espécies. A fase posterior a esse posicionamento taxondmico
é determinar a nomenclatura do novo grupo, sendo o novo micro-organismo a linhagem tipo da nova

espécie.

A taxonomia dos procariotos é ordenada pelo Comité Internacional de Sistemdtica de

Procariotos (International Committee on Systematics of Prokaryotes - ICSP), que instituiu o
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International Code of Nomenclature of Prokaryotes (ICNP). O ICNP apresenta regras e recomendacdes
para que novos taxons identificados e descritos sejam nomeados adequadamente. Na pratica, o ICNP
€ um instrumento de comunicagao cientifica. Novos taxons possuem valor taxon6mico apds terem sua
nomenclatura incluida na List of Prokaryotic names with Standing in Nomenclature (LPSN). A sociedade
possui um jornal especifico para a publicacdo de novas descri¢des taxonOmicas, o International Journal
of Systematic And Evolutionary Microbiology (IJSEM). Porém, taxons descritos em outros jornais
também podem ser incluidos na LSPN apés validacdo pelo IJSEM, desde que tenham sido descritos
seguindo as regras do ICNP [272,273].

Dentre varios principios, consideracdes, regras e recomendacdes, o ICNP determina que a
descricdo de novas espécies tem como pré-requisito o depdsito publico e manutencdo da linhagem
tipo em colegGes de culturas de acesso publico filiadas a WFCC, em pelo menos dois paises diferentes.
E nesse ponto iniciam-se as complicacdes para os microbiologistas brasileiros. Segue a transcricdo de
trecho do ICNP:

“Rule 18a ...
(2) As from 1 January 2001, a description, preserved (non-viable) specimen, or illustration
may not serve as the type.”

“Rule 30 ...

(b) As of 1 January 2001, the description of a new species, or new combinations previously
represented by viable cultures must include the designation of a type strain (see Rule 18a),
and a viable culture of that strain must be deposited in at least two publicly accessible
culture collections in different countries from which subcultures must be available.

The designations allotted to the strain by the culture collections should be quoted in the
published description. Evidence must be presented that the cultures are present, viable, and
available at the time of publication.

Note. In exceptional cases, such as organisms requiring specialized facilities (e.g. Risk
Group/Biological Safety Level 3, high pressure requirements, etc.), exceptions may be made
to this Rule. Exceptions will be considered on an individual basis by a committee consisting
of the Chairman of the ICSP, the Chairman of the Judicial Commission and the Editor of the
1ISEM. Exceptions will be made known at the time of publication.

(4) Organisms deposited in such a fashion that access is restricted, such as safe deposits or
strains deposited solely for current patent purposes, may not serve as type strains.”
(https://doi.org/10.1099/ijsem.0.000778)

Se um cientista tivesse que relatar em uma palavra a experiéncia de descrever uma nova
espécie de bactéria do Brasil, talvez seria utilizado um adjetivo, desesperadora. Em 2015 foi sancionada
a lei n2 13.123 “que dispée sobre o acesso ao patriménio genético, sobre a protecdo e o acesso ao
conhecimento tradicional associado e sobre a reparticdo de beneficios para conservacGo e uso
sustentdvel da biodiversidade”. Os problemas comecam na organizacao interna de alguns centros de

pesquisa. Vdrias e varias rodadas de palestras e esclarecimento sobre a necessidade de regularizacao
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e preenchimento do SisGen (Sistema Nacional de Gestdo do Patrimoénio Genético e do Conhecimento
Tradicional Associado) foram realizadas em parcerias com instituicdes, comités e érgdos. Porém, em
algumas instituices ndo houve avango organizacional interno para definicdo de uma estrutura clara
aos pesquisadores, com orientacdes praticas e padronizadas de como proceder nos varios aspectos de
influéncia da lei. Como continuar trabalhando nas pesquisas sem adentrar a ilegalidade passou a ser
uma das principais duvidas de pesquisadores desses centros onde ndao houve clara estruturagao
interna. Quem é o representante legal? Quem pode assinar documentos? Qual departamento é o
responsavel? Onde encontrar as respostas? Como fazer solicitacdes? Nada disso ficou disponivel na

estrutura de algumas institui¢des de pesquisa.

Os efeitos e aplicagdes da Lei n2 13.123/2015 sdo amplos, mas a discussdo que segue é estrita
aos aspectos sobre a descricdo de novas espécies de bactérias. A Lei foi regulamentada pelo decreto
n2 8.772 que entrou em vigor em 11 de maio de 2016, data de sua publicagao. Desde ent3ao novas
espécies de bactérias do Brasil ndo podem ser descritas com o devido cumprimento de todas as normas

nacionais e internacionais. Segue transcri¢cao de trecho da Lei n2 13.123:

“Art. 11. Ficam sujeitas as exigéncias desta Lei as sequintes atividades:

| — acesso ao patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado;

Il — remessa para o exterior de amostras de patriménio genético; e

Ill - exploragdo econémica de produto acabado ou material reprodutivo oriundo de acesso
ao patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado realizado apds a vigéncia
desta Lei.

§ 12 F vedado o acesso ao patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado
por pessoa natural estrangeira.

§ 22 A remessa para o exterior de amostra de patriménio genético depende de assinatura
do termo de transferéncia de material, na forma prevista pelo CGen.

Art. 12. Deverdo ser cadastradas as seguintes atividades:

| - acesso ao patriménio genético ou ao conhecimento tradicional associado dentro do Pais
realizado por pessoa natural ou juridica nacional, publica ou privada;

Il - acesso ao patrimbnio genético ou conhecimento tradicional associado por pessoa
juridica sediada no exterior associada a instituicdo nacional de pesquisa cientifica e
tecnoldgica, publica ou privada;

Ill - acesso ao patrimdénio genético ou ao conhecimento tradicional associado realizado no
exterior por pessoa natural ou juridica nacional, publica ou privada;
IV - remessa de amostra de patriménio genético para o exterior com a finalidade de acesso,
nas hipdteses dos incisos Il e Ill deste caput ; e

V - envio de amostra que contenha patriménio genético por pessoa juridica nacional, publica
ou privada, para prestagGo de servicos no exterior como parte de pesquisa ou
desenvolvimento tecnoldgico.

§ 12 O cadastro de que trata este artigo terd seu funcionamento definido em regulamento.
§ 22 O cadastramento deverd ser realizado previamente a remessa, ou ao requerimento de
qualquer direito de propriedade intelectual, ou a comercializagdo do produto intermedidrio,
ou a divulgagdo dos resultados, finais ou parciais, em meios cientificos ou de comunicag¢do,
ou a notificagdo de produto acabado ou material reprodutivo desenvolvido em decorréncia
do acesso.
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§ 32 Sdo publicas as informagbes constantes do banco de dados de que trata o inciso IX do
§ 12 do art. 69, ressalvadas aquelas que possam prejudicar as atividades de pesquisa ou
desenvolvimento cientifico ou tecnoldgico ou as atividades comerciais de terceiros, podendo

ser estas informacbes disponibilizadas mediante autorizacGo do  usudrio.”
(http://www.planalto.gov.br/ccivil 03/ ato2015-2018/2015/lei/l13123.htm)

Seguindo os critérios propostos pela lei 13.123/2015, o depdsito de uma linhagem de micro-
organismo em colecdes de cultura internacionais se encaixa na modalidade “Remessa” de patrimonio
genético ao exterior. Para a remessa acontecer ela precisa ser cadastrada no SisGen e as duas partes
devem assinar um TTM (Termo de Transferéncia do Material). No TTM devem constar condi¢cOes que
garantam o cumprimento do artigo 12, incisos | e Il. Sendo uma colecdo de culturas quem recebe a
linhagem, ela deve se responsabilizar por informar ao usuario final a exigéncia de cumprimento das
normas brasileiras. Segundo o Art. 11. § 12 (Lei 13128/2015) “F vedado o acesso ao patriménio genético
ou ao conhecimento tradicional associado por pessoa natural estrangeira”. Logo, para realizar o acesso ao
patriménio genético brasileiro os pesquisadores estrangeiros devem associar-se a uma instituicao

brasileira, que, através de um pesquisador, serd a responsavel pelo cadastro do acesso no SisGen.

O resultado real dos efeitos da lei 13.123/2015 é que as cole¢Bes de cultura internacionais
nao aceitam depdsitos publicos de linhagens de bactérias brasileiras. A razdo da recusa se baseia na
compreensao de que essa exigéncia é compreendida pelas cole¢des de cultura, e pelo ICSP, como uma
restricdo ao uso desse material biolégico, dificultando o processo como um todo, inclusive o repasse
para terceiros [274]. Essa restricdo ndo justificaria o investimento feito pelas cole¢des para a
manutencado das linhagens, pois pesquisadores ndo teriam interesse em bactérias cujo uso poderia ser
invidvel [274]. Ndo ha consenso sobre essas exigéncias para acessar o material brasileiro, uma vez que,
no caso de novas espécies, o depdsito da linhagem deveria ser publico. Assim, ndo é possivel cumprir
aregra 30do ICNP, que exige o depdsito e acesso irrestrito as linhagens tipo para a publicacao de novas
espécies. Pelas vias legais atuais, nenhuma nova espécie de bactéria do Brasil pode ter seu nome

validado e incluido na LSPN.

Durante a submissdo do artigo com a descricdo de M. brasiliensis, a revista JSEM mostrou-se
ainda mais rigida ao receber a proposta de nova espécie. Ndo eram aceitos depdsitos da cultura em
paises que até aquele momento ndo haviam ratificado o protocolo de Nagoya, sob alegacdao de
inseguranca juridica que ndo garantia em definitivo o acesso publico a linhagem. Ou seja, caso alguma
colecdo aceitasse a linhagem brasileira para depdsito publico, essas cole¢cdes ndo poderiam ser da
india, Africa Do Sul, Brasil E Coréia Do Sul (Polar e Alpine Microbial Collection). A mesma interpretacio
foi utilizada para o depdsito em cole¢Ges de culturas com sede no Brasil, mesmo que filiadas a WFCC,
esses depdsitos ndo foram aceitos pela revista. O Brasil ratificou recentemente o protocolo de Nagoya,

os possiveis impactos desse fato ndo foram avaliados nesse trabalho.
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Em suma, o longo e laborioso processo metodolégico para caracterizacdo de novas espécies
acaba sendo publicado em outras revistas, devido ao seu valor como pesquisa cientifica, mas ndo
cumprem seu papel na taxonomia e outras areas porque as espécies ndao tém nome validado e incluso
na LSPN.

Enquanto a burocracia sobrecarrega os pesquisadores, o mundo gira e as publicacdes
continuam. A descrigdo da espécie Muricauda basiliensis, linhagem tipo K001 (Muricauda-K001), foi
publicada no Brazilian Journal of Microbiology (B/JM) em novembro de 2020. Desse periodo até agora
(novembro 2021), praticamente dobrou o nimero de espécies do género Muricauda descritas e com
taxonomia validada. Uma atualizacdo da arvore com 31 marcadores moleculares foi gerada (Figura
3.9). Duas novas espécies agrupam no sub-clado da linhagem Muricauda-K001, sendo que uma delas
faz parte do mesmo ramo (M. chongwuensis). A avalia¢dao da hibridizacdo do DNA (dDDH), apresentada
na tabela 3.3, mostra que entre M. brasiliensis e M. chongwuensis ha uma hibridizacdo tedrica de 66%,
muito proximo do limite que diferencia espécies (70%). M. chongwuensis ainda ndo é uma espécie com

nomenclatura valida na LSPN.

Ainseguranca é inerente a situacao dos microbiologistas brasileiros. O que resta é a esperanca
de que a situagdo alcance uma solugdo em breve. E que o ICSP ndo lance mao dos subterflgios da regra
18c do ICNP e passe a estabelecer “Neotypes strains” como linhagem tipo para as espécies descritas a
partir das bactérias de origem brasileira.

“Rule 18c Designation as neotype

If a strain on which the original description was based cannot be found, a neotype strain
may be proposed.

A neotype strain must be proposed (proposed neotype) in the I/SEM, together with citation
of the author(s) of the name, a description or reference to an effectively published
description, and a record of the permanently established culture collection(s) where the
strain is deposited (see also Note 1 to Rule 24a).

The author should show that a careful search for the strains used in the original description
has been made and that none of them can be found. The author should also demonstrate
that the proposed neotype agrees closely with the description given by the original author.
The neotype becomes established (established neotype) two years after the date of its
publication in the IISEM, provided that there are no objections, which must be referred
within the first year of the publication of the neotype to the Judicial Commission for
consideration.

Note. The term “strain” refers to the culture or subcultures of it, described in the original
description. This is not restricted to the strain bearing the culture collection number
mentioned in the valid publication, but refers to any culture knowingly derived from the
original strain.” (https://doi.org/10.1099/ijsem.0.000778)
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Figura 3.9. Arvore filogenética (Maximum-likelihood) baseada em 31 marcadores moleculares proteicos
indicando o posicionamento de Muricauda-KO01 entre as espécies descritas para o género Muricauda até
novembro de 2021. A linhagem Muricauda-K001 (M. brasiliensis) esta marcada pelo ponto rosa. Alinhamento
dos aminoacidos realizado com MAFFT, edicdo no MEGA (v. 7) e arvore gerada com o Fasttree. Flavobacterium
aquatile LMG 4008 foi utilizada como outgroup.
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Tabela 3.3. Hibridizagdo digital do DNA (dDDH) entre o genoma de Muricauda-K001 e as espécies descritas para
o género Muricauda até novembro de 2021.

Muricauda-K001

dDDH Férmula 2

Genoma Referéncia DDH Model C.1. Distance Prob. DDH >= 70% G+C difference
M. chongwuensis 66.90 [63.9-69.7%] 0.0405 72 0.24
M. oceani 28.00 [25.6 - 30.5%] 0.1538 0.04 1.10
M. oceanensis 24.20 [21.9 - 26.7%) 0.1800 0.01 0.74
M. ruestringensis 23.50 [21.2 - 26%)] 0.1861 0 0.32
M. lutimaris 22.80 [20.5 - 25.3%) 0.1918 0 1.57
M. aquimarina 21.60 [19.4 - 24.1%)] 0.2028 0 1.76
M. zhangzhouensis  20.70 [18.4 - 23.1%)] 0.2126 0 1.80
M. maritima 19.70 [17.5-22.1%)] 0.2232 0 1.70
M. aequoris 19.50 [17.3 - 21.9%) 0.2252 0 1.70
M. algicola 19.50 [17.3 - 21.9%)] 0.2252 0 1.70
M. sediminis 19.50 [17.3 - 21.9%) 0.2255 0 1.25
M. taenensis 19.50 [17.3 - 21.8%] 0.2260 0 3.93
M. hadalis 19.40 [17.2 - 21.7%) 0.2272 0 3.94
M. amoyensis 19.30 [17.1-21.7%)] 0.2280 0 4.00
M. antarctica 19.30 [17.1-21.7%) 0.2276 0 3.47
M. alvinocaridis 19.20 [17.1-21.6%)] 0.2285 0 0.66
M. beolgienensis 18.90 [16.7 - 21.3%) 0.2328 0 1.95
M. olearia 18.70 [16.5 - 21%)] 0.2355 0 2.19
M. amphidinii 18.00 [15.8 - 20.3%) 0.2448 0 2.75
M. nanhanhaiensis  17.90 [15.7 - 20.2%)] 0.2462 0 0.97
M. ochracea 17.80 [15.6 - 20.1%) 0.2473 0 0.57
M. ecklonie 17.70 [15.5 - 20%] 0.2486 0 3.83
M. flava 17.70 [15.6 - 20.1%) 0.2479 0 0.32
M. parva 17.60 [15.5 - 19.9%] 0.2496 0 331
M. koreensis 17.50 [15.4 - 19.8%) 0.2512 0 4.06
M. lutaonensis 17.50 [15.3 - 19.8%] 0.2514 0 3.29
M. aurantiaca 17.40 [15.3 - 19.8%) 0.2518 0 3.61
M. hymeniacionis 17.30 [15.2 - 19.6%] 0.2538 0 0.00
M. pacifica 17.20 [15.1-19.5%] 0.2553 0 2.02
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3.5 Conclusdes

A caracterizacdo polifasica da linhagem Muricauda-K001 permitiu a determinacdo de sua
posi¢cdo taxondmica como uma nova espécie do género Muricuda. A linhagem tipo Muricauda-K001 da
nova espécie Muricauda brasiliensis estd depositada em duas cole¢Ges de culturas filiadas a WFCC,

garantindo assim a seguranca, preservacao e acesso a cultura.

Dentro de um dos co-cultivos de uma cianobactéria e bactérias heterotréficas associadas foi
possivel identificar uma nova espécie. Esse é apenas um apontamento da biodiversidade que ainda
precisamos revelar nos recifes de Abrolhos e nas valiosas culturas laboratoriais ja obtidas a partir desse

ambiente.
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4 - Perspectivas

A determinacdo da composicao bacteriana dos co-cultivos, apresentada no primeiro capitulo,
permite a predicao de metabolismos e dinamicas para aquela comunidade e servird como base para a
definicao de estratégias a serem abordadas no futuro. As sucessées na composi¢cdao da comunidade em

relagao ao tempo de cultivo e outras varidveis poderdo ser avaliadas.

O avanco para determinacdo de caracteristicas genémicas dos co-cultivos depende do (i)
isolamentos de outras linhagens de bactérias heterotréficas em cultura pura e sequenciamentos
metagendmicos com maiores coberturas, utilizando abordagens long reads. Assim, sera possivel a

montagem de novos genomas e aprimoramento daqueles ja montados.

Dados genémicos mais precisos sdao necessarios para o delineamento de experimentos que
respondam sobre dindmica metabdlica e populacional nos co-cultivos em condicées que simulem
situagcdes ambientais variadas, como diferentes concentracbes de nutrientes (N, P, S, C) e

temperaturas, por exemplo.

A obtencdo de culturas puras de outras espécies de bactérias heterotroficas, especialmente dos
taxa menos abundantes, depende de estratégias diferentes de cultivo. O esforco é valido, uma vez que
é alta a chance de espécies ainda incultivaveis ou nao descritas formalmente estarem presentes nos

co-cultivos.

A obtencdo de culturas puras da cianobactéria Adonia turfae para a realizacdo de experimentos
nao é recomendada. Apds andlise de literatura e didlogo com pesquisadores de ampla expertise,
acredita-se que o esforco é grande e pode ser empreendido sem sucesso, devido a morfologia e nicho

dessa cianobactéria.

O uso de técnicas como RT-gPCR, espectrometria de massa (proteinas/enzimas especificas,
proteoma e metaproteoma), sequenciamento de RNA total (sequéncias especificas, transcritoma e
metatranscritoma), citometria de fluxo e ensaios enzimaticos sdo alguns exemplos de estratégias que

podem ser abordadas em desenhos experimentais futuros.

Os genomas ja obtidos apontam que as culturas e co-cultivos podem ser utilizados para a
prospecc¢do de novas enzimas e metabdlitos secundarios com atividades de interesse, por exemplo
atividade antimicrobiana. Para otimizar os esforgos experimentais, é necessario a avaliagcdo detalhada
dos dados de maneira comparativa com relacdo aos bancos de dados especificos para cada aplicacdo

de interesse.
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CAPACIDADE DE BIODEGRADACAO DO BENZENO POR MICROORGANISMOS AUTOCTONES NOS
SOLOS DO DISTRITO FEDERAL. In: 692 Reunido Anual da SBPC, 2017, Belo Horizonte/MG. Resumos de
Comunicacdes Livres - ISSN: 2176-1221, 2017.

5. CARVALHO JUNIOR, R. P.; VIZZOTTO, Carla Simone; BARBOSA, A. K. A.; GOMES, L. N. L. Avaliacdo da
Eficiéncia de Biodegradagéo de Benzeno em Quimiostato In: 23° Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unb e 14°
do DF, 2017, BRASILIA. Portal de Conferéncias da UnB, 23° Congresso de Iniciacdo Cientifica da Unb e
14° do DF, 2017.

6. VIZZOTTO, Carla Simone; LIMA, R. A. T.; WALTER, J. M.; THOMPSON, F.; KRUGER, R. H. ECONOMICAL
POTENTIAL ASSOCIATED WITH CYANOBACTERIA OF THE ABROLHOS BANK In: 29° Congresso Brasileiro
de Microbiologia 2017, 2017, Foz do Iguagu. Resumos - 29° Congresso Brasileiro de Microbiologia 2017,
2017.
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Demais producdes bibliograficas

1. VIZZOTTO, C. S. Marine Biotechnology in Brazil: Recent Developments and Its Potential for Innovation.
PERSPECTIVE ARTICLE - Colaboracao Rede BiotecMar - CNPq, 2018. (Outra producao bibliografica)

Prémios e titulos

2018 - Mencao Honrosa, 702 Reunido Anual da SBPC.

2017 - GRC Carl Storm Diversity Award, Gordon Research Conference.
2017 - Mencgéo Honrosa, 692 Reunido Anual da SBPC.

2017 - Menc¢éo Honrosa - Aluno Romério Pereira de Carvalho Janior, 23° Congresso de Iniciacdo Cientifica da
UnB e 14° Congresso de Iniciagcao Cientifica do DF.
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6.2 Material Suplementar

Figura S.1. Treemap indicando a quantidade e propor¢ao dos reads removidos das analises em cada etapa de
filtragem dos dados do sequenciamento NGS lllumina do rRNA 16S dos co-cultivos de cianobactérias. O Pear
removeu 1,96% do total de reads, que ndo parearam a sequéncia forward e reverse. O plugin q-filter do QIIME2
removeu 8,10% do total de reads, com baixa qualidade (Phred score), menor que o tamanho minimo ou
quimeras. O Deblur foi o plugin escolhido para a determinacdo das Amplicon Sequence Variants (ASV). A alta
cobertura no sequenciamento permitiu a escolha do anotador mais estrito, diminuindo a possibilidade de falsos
positivos na anotagao.

Deblur ASV
37705 reads 32688 reads
41,76%
48! 1 7% . Sequéncias removidas pelos
diferentes filtros ao longo
dos protocolos NGS.

Sequéncias mantidas para
. analises taxonomicas e
ecoldgicas (ASV).

q-filter PEAR
6342 reads 1533 reads
8,10% 1,96%
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Figura S.2. Indices de diversidades calculados para os co-cultivos CCMR0O080 a CCMR0087 (tons de roxo),

Cyn011K e MyclISO (tons de verde) com base nos reads gerados pelo sequenciamento NGS lllumina do rRNA 16S

dos co-cultivos.
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Tabela S1 Metadados com as informacgoes de coordenadas geograficas de onde foram coletados os turfs a
partir dos quais foram isolados os co-cultivos CCMR0080 a CCMR0087.

Amostras enviadas para UnB - junho 2016

Amostras: cianobactérias marinhas Enderego para envio:

Locais de coleta: Abrolhos Aos cuidados de Carla Simone Vizzotto

Ano de coleta: 2013 Laboratério de Saneamento Ambiental - Departamento de Engenharia Civil e Ambiental (ENC) - Ui
Meio de cultivo: F/2 (Guillard and Ryther 1962; Guillard 1975) Campus Universitario Darcy Ribeiro, Prédio SG-12, 12 Andar

Luminosidade: ~200 pmol. photons m-2s -1 Asa Norte, Brasilia - DF

Temperatura: 22 +/- 22C CEP: 70910-900

Responsavel: Juline Walter

juline.walter@gmail.com

IDBanco Local de Coleta Recife Latitude Longitude Datade coleta Fonte de isolamento Profundidade Bioma  Cultivo DNA extraido Genoma

Cl-1A1  ABROLHOS AR -17,959  -38,701 Out/2013 turf ~10m Marinho ok ok ok CCMR 0080
Cl-1A2  ABROLHOS AR -17,959  -38,701 Out/2013 turf ~10m Marinho ok ok ok CCMR 0081
Cl-1C3  ABROLHOS AR -17,959  -38,701 Out/2013 turf ~10m Marinho ok ok ok CCMR 0082
Cl-1B5  ABROLHOS PAB -17,998  -38,671 Out/2013 turf ~10m Marinho ok ok ok CCMR 0083
Cl-1C6 ABROLHOS PAB -17,998 -38,671 Out/2013 turf ~10m Marinho ok ok ok CCMR 0084
Cl-1D1 ~ ABROLHOS PAB -17,998 -38,671 Out/2013 turf ~10m Marinho ok ok ok CCMR 0085
Cl-1C2  ABROLHOS PL -17,783  -39,051 Out/2013 turf ~10m Marinho ok ok ok CCMR 0086
*Prioridade
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Tabela S2 Pacotes de dados instalados no programa R/RStudio para a realizagdo das analises apresentadas

neste trabalho.

Pacote

Referéncia

Disponibilidade

adespatial

Stéphane Dray, David
Bauman, Guillaume
Blanchet, Daniel Borcard,
Sylvie Clappe, Guillaume
Guenard, Thibaut Jombart,
Guillaume Larocque, Pierre
Legendre, Naima Madi and
Helene H Wagner (2021).
adespatial: Multivariate
Multiscale Spatial Analysis. R
package version 0.3-14.

https://CRAN.R-project.org/package=adespatial

ape

Paradis E. & Schliep K. 2019.
ape 5.0: an environment for
modern phylogenetics and
evolutionary analyses in R.
Bioinformatics 35: 526-528.

http://cran.r-project.org/package=ape

btools

Thomas Battaglia (2021).
btools: A suite of R function
for all types of microbial
diversity analyses. R package
version 0.0.1.

https://github.com/twbattaglia/btools

DECIPH

ER

Wright ES (2016). “Using
DECIPHER v2.0 to Analyze Big
Biological Sequence Data in
R.” _The R Journal_, *8%*(1),
352-359.

https://www.bioconductor.org/packages/release/bioc/html/DECIPHER.html

DESeq2

Love, M.I., Huber, W.,
Anders, S. Moderated
estimation of fold change
and dispersion for RNA-seq
data with DESeq2 Genome
Biology 15(12):550 (2014)

devtool

S

Hadley Wickham, Jim Hester
and Winston Chang (2021).
devtools: Tools to Make
Developing R Packages
Easier. R package version
2.4.0.

https://CRAN.R-project.org/package=devtools

dplyr

Hadley Wickham, Romain
Frangois, Lionel Henry and
Kirill Maller (2021). dplyr: A
Grammar of Data
Manipulation. R package
version 1.0.4.

https://CRAN.R-project.org/package=dplyr

extrafont

Winston Chang, (2014).
extrafont: Tools for using
fonts. Rpackage version 0.17.

https://CRAN.R-project.org/package=extrafont

ggplot2

H. Wickham. ggplot2: Elegant
Graphics for Data Analysis.
Springer-Verlag New York,
2016.

https://ggplot2.tidyverse.org/

ggrepel

Kamil Slowikowski (2021).
ggrepel: Automatically
Position Non-Overlapping
Text Labels with 'ggplot2'. R
package version 0.9.1.

https://CRAN.R-project.org/package=ggrepel

ggtree

Guangchuang Yu. Using
ggtree to visualize data on
tree-like structures. Current
Protocols in Bioinformatics,

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/ggtree.html
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2020, 69:€96. doi:
10.1002/cpbi.96

Guangchuang Yu, Tommy
Tsan-Yuk Lam, Huachen Zhu,
Yi Guan. Two methods for
mapping and visualizing
associated data on
phylogeny using ggtree.
Molecular Biology and
Evolution 2018, 35(2):3041-
3043. doi:
10.1093/molbev/msy194

Guangchuang Yu, David
Smith, Huachen Zhu, Yi
Guan, Tommy Tsan-Yuk Lam.
ggtree: an R package for
visualization and annotation
of phylogenetic trees with
their covariates and other
associated data. Methods in
Ecology and Evolution 2017,
8(1):28-36.
doi:10.1111/2041-
210X.12628

gplots

Gregory R. Warnes, Ben
Bolker, Lodewijk
Bonebakker, Robert
Gentleman, Wolfgang Huber,
Andy Liaw, Thomas Lumley,
Martin Maechler, Arni
Magnusson, Steffen Moeller,
Bill Venables (2020). gplots:
Various R Programming Tools
for Marc Schwartz and
Plotting Data. R package
version 3.1.1.

https://CRAN.R-project.org/package=gplots

Heatplus

Alexander Ploner (2020).
Heatplus: Heatmaps with
row and/or column
covariates and colored
clusters. R package version
2.36.0.

https://github.com/alexploner/Heatplus

microbiome

Leo Lahti et al. microbiome
R package.

http://microbiome.github.io

philr

Justin D Silverman, Alex D
Washburne, Sayan
Mukherjee,Lawrence A
David. A phylogenetic
transform enhances analysis
of compositional microbiota
data. elLife 2017;6:21887

https://github.com/jsilve24/philr

phyloseq

phyloseq: An R package for
reproducible interactive
analysisand graphics of
microbiome census data.
Paul J. McMurdie and Susan
Holmes (2013) PLoS ONE
8(4):e61217.

https://bioconductor.org/packages/release/bioc/html/phyloseq.html

plotly

C. Sievert. Interactive Web-
Based Data Visualization with
R, plotly, and shiny.
Chapman and Hall/CRC
Florida, 2020.

https://plotly-r.com/

giime2R

giime2R: Importing QlIIME2
artifacts and associated data
into R sessions. Jordan E
Bisanz (2018)

https://github.com/jbisanz/qiime2R.
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ranacapa

Gaurav Kandlikar (2021).
ranacapa: Utility Functions
and 'shiny' App for Simple
Environmental DNA
Visualizations and Analyses.
R package version 0.1.0.

https://github.com/gauravsk/ranacapa

RColorBrewer

Erich Neuwirth (2014).
RColorBrewer: ColorBrewer
Palettes. R package version
1.1-2.

https://CRAN.R-project.org/package=RColorBrewer

readxl

Hadley Wickham and
Jennifer Bryan (2019). readxl:
Read Excel Files. R package
version 1.3.1.

https://CRAN.R-project.org/package=readxl

Tax4Fun?2

Bernd and Franziska
Wembheuer (2020).
Tax4Fun2: Tax4Fun2:
predicting functional profiles
from metagenomic 16S rRNA
data.. R package version
1.1.6.

https://github.com/bwemheu/Tax4Fun2

tibble

Kirill Maller and Hadley
Wickham (2021). tibble:
Simple Data Frames. R
package version 3.1.0.

https://CRAN.R-project.org/package=tibble

tidyverse

Wickham et al., (2019).
Welcome to the tidyverse.
Journal of Open Source
Software, 4(43), 1686,

https://doi.org/10.21105/joss.01686

vegan

Jari Oksanen, F. Guillaume
Blanchet, Michael Friendly,
Roeland Kindt, Pierre
Legendre, Dan McGlinn,
Peter R. Minchin, R. B.
O'Hara, Gavin L. Simpson,
Peter Solymos, M. Henry H.
Stevens, Eduard Szoecs and
Helene Wagner (2020).
vegan: Community Ecology
Package. R package version
2.5-7.

https://CRAN.R-project.org/package=vegan

treemap

https://cran.r-project.org/web/packages/treemap/index.html

reshape

Wickham H (2007).
“Reshaping Data with the
reshape Package.” Journal of
Statistical Software, 21(12),
1-20.

http://www.jstatsoft.org/v21/i12/.
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Tabela S3 Nomenclatura das bactérias que tiveram suas sequéncias utilizadas para a montagem da arvore filogenética (figura 1.9), de acordo

com a LSPN — DSMZ.

Espécie Linhagem Nomenclatura oficial atualizada Gﬁf\e;::k Enderecgo LSPN
Vampirovibrio chlorellavorus ICPB3707 | Vampirovibrio chlorellavorus NR_104911.1 | https://lpsn.dsmz.de/species/vampirovibrio-chlorellavorus
Leptolyngbya sp. PCC7375 | Leptolyngbya sp. AF132786.1 | https://www.algaebase.org/search/genus/detail/?genus_id=436048&sk=0
Synechococcus elongatus PCC 6301 | Synechococcus elongatus NR_074309.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/synechococcus-elongatus /
Prochlorothrix hollandica PCC 9006 | Prochlorothrix hollandica NR_126312.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/prochlorothrix-hollandica /
Muricauda marina H19-56 Muricauda marina NR_157633.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/Muricauda-marina
Muricauda antarctica Ar-22 Muricauda teanensis NR_109455.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/Muricauda-antarctica
Muricauda aquimarina SW-63 Muricauda aquimarina NR_042909.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/Muricauda-aquimarina
Muricauda ruestringensis DSM 13258 | Muricauda ruestringensis NR_074562.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/Muricauda-ruestringensis
Muricauda beolgyonensis BB-My12 | Muricauda beolgyonensis NR_117844.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/Muricauda-beolgyonensis
Alteromonas marina SW-47 Alteromonas marina NR_025260.1 | https://lpsn.dsmz.de/species/alteromonas-marina

NBRC

Alteromonas macleodii 102226 Alteromonas macleodii NR_114053.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/alteromonas-macleodii
Marinobacter lutaoensis T5054 Marinobacter lutaoensis NR_025116.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/marinobacter-lutaoensis
Marinobacter hydrocarbonoclasticus | ATCC49840 | Marinobacter nauticus NR_074619.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/marinobacter-hydrocarbonoclasticus
Woeseia oceani XK5 Woeseia oceani NR_147719.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/woeseia-oceani
Thioalkalivibrio nitratireducens DSM14787 | Thioalkalivibrio nitratireducens NR_102486.1 | https://lpsn.dsmz.de/species/thioalkalivibrio-nitratireducens
Thioalkalivibrio denitrificans ALID Thioalkalivibrio denitrificans NR_028745.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/thioalkalivibrio-denitrificans
Spiribacter aquaticus SP30 Spiribacter roseus NR_157798.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/spiribacter-aquaticus
Pelagibaca abyssi JLT2014 nomenclatura ainda ndo validada* | NR_148263.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/pelagibaca-abyssi
Salipiger bermudensis HTCC2601 | Pelagibaca bermudensis NR_043611.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/salipiger-bermudensis
Mameliella alba F15 Mameliella alba NR_136781.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/mameliella-alba
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Ponticoccus litoralis CL-GR66 Ponticoccus litoralis NR_044174.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/ponticoccus-litoralis
Tropicibacter naphthalenivorans Cco2 Tropicibacter naphthalenivorans NR_041596.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/tropicibacter-naphthalenivorans
Aquisalinus flavus D11M-2 Aquisalinus flavus NR_041596.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/aquisalinus-flavus
Parvularcula flava NH6-79 Parvularcula flava NR_151999.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/parvularcula-flava
Hyphococcus flavus HSF6 Hyphococcus flavus NR_158135.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/hyphococcus-flavus
Rhodobium orientis MB312 Rhodobium orientis NR_029128.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/rhodobium-orientis
Microbaculum marinum HSF11 Microbaculum marinum NR_156846.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/microbaculum-marinum
Stappia indica B106 Stappia indica NR_116431.1 | https://lpsn.dsmz.de/species/stappia-indica

Pseudovibrio denitrificans DN34 Pseudovibrio denitrificans NR_029112.1 | https://lpsn.dsmz.de/species/pseudovibrio-denitrificans
Labrenzia aggregata NBRC16684 | Roseibium aggregatum NR_113861.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/labrenzia-aggregata
Labrenzia salina DSM29163 | Roseibium salinum NR_153733.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/labrenzia-salina

Labrenzia alba 50M6 Roseibium album NR_042378.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/labrenzia-alba

Ahrensia marina LZD062 Ahrensia marina NR_148642.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/ahrensia-marina

Hoeflea marina LMG128 Hoeflea marina NR_043007.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/hoeflea-marina

Hoeflea phototrophica NCIMB Hoeflea phototrophica NR_118230.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/hoeflea-phototrophica
Cohaesibacter gelatinilyticus CL-GR15 Cohaesibacter gelatinilyticus NR_043777.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/cohaesibacter-gelatinilyticus
Cohaesibacter haloalkalitolerans JC131 Cohaesibacter haloalkalitolerans NR_108886.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/cohaesibacter-haloalkalitolerans
Cohaesibacter marisflavi DQHS21 Cohaesibacter marisflavi NR_104499.1 | https://Ipsn.dsmz.de/species/cohaesibacter-marisflavi
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Tabela S4 — Best hits das OTU obtidas pela clonagem do rRNA 16S dos co-cultivos CCMR0081, CCMR0082 e CCMR0086.

Classifier: RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015

Taxonomical Hierarchy: RDP 16S rRNA training set 16

Query File:

trimm_ccmr0081_CBM.fas

Submit Date: Wed Oct 02 20:06:44 EDT 2019

Confidence threshold (for classification to Root ONLY): 80%

Symbol +/- indicates

predicted sequence orientation

CCMR0081_102 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_103 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_104 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_105 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_106 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_107 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_108 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Rhodobacterales | 100% | Rhodobacteraceae 100% | Pelagibaca 99%
CCMRO0081_109 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_110 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_111 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_112 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_114 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_115 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_116 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Alteromonadales | 100% | Alteromonadaceae 100% | Alteromonas 100%
CCMRO0081_117 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_119 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_120 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_121 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_122 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_123 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Alteromonadales | 100% | Alteromonadaceae 100% | Marinobacter 100%
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CCMR0081_124 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_125 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_126 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_128 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_129 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_131 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_132 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_134 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_135 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_136 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_137 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_138 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_139 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_140 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_141 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Rhodobacterales | 100% | Rhodobacteraceae 100% | Pelagibaca 98%
CCMRO0081_142 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_143 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_144 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_145 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_146 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_147 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_148 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_150 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_151 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_152 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Chromatiales 99% | Ectothiorhodospiraceae | 45% | Thiogranum 31%
CCMR0081_154 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_155 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_156 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_157 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
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CCMR0081_158 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_159 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_160 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_161 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_162 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_165 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_167 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_168 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Alteromonadales | 100% | Alteromonadaceae 100% | Alteromonas 100%
CCMRO0081_171 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_173 |+ | Bacteria | 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%
CCMR0081_175 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_176 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_177 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_178 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_179 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0081_180 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_181 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GpIV 99%
CCMRO0081_182 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_184 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0081_185 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
Classifier: RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015

Taxonomical Hierarchy: RDP 16S rRNA training set 16

Query File: trimm_ccmr0082-1.fas

Submit Date: Wed Oct 02 20:09:39 EDT 2019

Confidence threshold (for classification to Root ONLY): 80%

Symbol +/- indicates predicted sequence orientation

CCMR0082_201 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_202 |+ | Bacteria | 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%

121




CCMRO0082_203 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMR0082_204 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_205 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_206 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_207 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_208 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_209 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_210 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_212 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_213 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_214 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_226 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_227 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_228 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_229 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_231 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Alteromonadales | 100% | Alteromonadaceae 100% | Alteromonas 100%
CCMR0082_232 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_233 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMRO0082_234 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_235 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_237 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_240 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMRO0082_241 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_244 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_245 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Chromatiales 99% | Thioalkalispiraceae 61% | Thioprofundum 59%
CCMR0082_246 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_247 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_248 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_251 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
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CCMRO0082_252 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_253 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_254 |+ | Bacteria | 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%
CCMRO0082_255 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0082_217 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Rhodobacterales | 100% | Rhodobacteraceae 100% | Ponticoccus 96%
CCMR0082_218 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0082_219 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Alteromonadales | 100% | Alteromonadaceae 100% | Marinobacter 100%
Classifier: RDP Naive Bayesian rRNA Classifier Version 2.11, September 2015

Taxonomical Hierarchy: RDP 16S rRNA training set 16

Query File:

trimm_ccmr0086_CBM.fas

Submit Date: Wed Oct 02 20:07:54 EDT 2019

Confidence threshold (for classification to Root ONLY): 80%

Symbol +/- indicates predicted sequence orientation

CCMR0086_301 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_303 |+ | Bacteria | 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%
CCMRO0086_304 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_305 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_306 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_307 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMRO0086_308 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_309 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_311 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Gammaproteobacteria | 100% | Chromatiales 97% | Ectothiorhodospiraceae | 55% | Thiogranum 43%
CCMR0086_312 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Parvularculales 93% | Parvularculaceae 93% | Parvularcula 91%
CCMR0086_313 |+ | Bacteria | 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%
CCMR0086_314 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_318 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMR0086_319 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Parvularculales 93% | Parvularculaceae 93% | Parvularcula 86%
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CCMR0086_320 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMR0086_321 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_326 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_327 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_329 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_330 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 90% | Gammaproteobacteria | 90% | Chromatiales 75% | Ectothiorhodospiraceae | 72% | Spiribacter 48%
CCMR0086_331 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_332 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_334 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_335 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_336 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_337 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Rhizobiales 92% | Phyllobacteriaceae 65% | Lentilitoribacter 59%
CCMR0086_338 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_339 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_340 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_341 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Parvularculales 98% | Parvularculaceae 98% | Parvularcula 98%
CCMR0086_342 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_343 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086344_ |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_345 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_346 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_347 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_349 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_351 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_352 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_353 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_354 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_355 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_356 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
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CCMR086_357 + | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_358 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_361 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMRO0086_363 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_364 |+ | Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria 100% | Parvularculales 96% | Parvularculaceae 96% | Parvularcula 92%
CCMRO0086_365 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_366 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_367 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_368 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_369 |+ | Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMR0086_370 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_371 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_372 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0O086_373 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_381 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_382 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_383 |+ |Bacteria | 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%
CCMR0086_384 |+ |Bacteria | 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%
CCMR0086_385 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_386 |+ |Bacteria 100% | Bacteroidetes 100% | Flavobacteriia 100% | Flavobacteriales | 100% | Flavobacteriaceae 100% | Muricauda 100%
CCMRO0O086_389 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_390 |+ |Bacteria 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria | 100% | Parvularculales | 100% | Parvularculaceae 100% | Parvularcula 100%
CCMR0086_391 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 99% | Family IV 99% | GplV 99%
CCMRO0086_392 |+ |Bacteria 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria | 100% | Parvularculales 92% | Parvularculaceae 92% | Parvularcula 82%
CCMR0086_393 |+ |Bacteria 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria | 100% | Parvularculales 92% | Parvularculaceae 92% | Parvularcula 89%
CCMR0086_394 |+ |Bacteria | 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMRO0086_395 |+ |Bacteria 100% | Cyanobacteria/Chloroplast | 100% | Cyanobacteria 100% | Family IV 100% | Family IV 100% | GplV 100%
CCMR0086_398 |+ |Bacteria | 100% | Proteobacteria 100% | Alphaproteobacteria | 100% | Rhodobacterales | 100% | Rhodobacteraceae 100% | Labrenzia 100%
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