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RESUMO

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) representam uma
classe de moléculas consideradas poluentes para o meio ambiente, dessa forma é
de grande interesse a busca e o aperfeicoamento de técnicas que visem a sua
degradacdo, com destaque para a técnica de biorremediacdo. Neste trabalho
realizamos um processo de identificacdo de novas proteinas degradadoras de
HPAs (dHPASs) a partir de 1.298 proteinas distribuidas em 12 familias de proteinas
previamente descritas. O processo envolveu a busca de sequéncias homologas e
construcdo de modelos estatisticos para a classificagcdo em subfamilias de dHPAs,
o qual resultou em 10.489 dHPAs. A partir dai realizamos uma prospeccédo em
dados metagendmicos obtidos de sequenciamento de DNA extraido a partir de
amostras enriquecidas provenientes de sedimentos em Rock Bay (Victoria Harbour,
British Columbia, Canada), onde h& contaminacédo por derivados de petréleo entre
eles HPAs, devido principalmente a atividades industriais na regido. Foram
utilizadas duas estratégias para a prospecc¢ao de dHPAs a partir da predicdo génica
nos metagenomas montados: uma considerando buscas por similaridade de
sequéncias no conjunto completo de sequéncias identificadas como dHPAs, a
outra, é a partir da correspondéncia com o0s modelos estatisticos para as
subfamilias. Ambas as estratégias permitiram a categorizacdo em
familia/subfamilia dessas proteinas preditas nos metagenomas, por fim, foram
identificados os micro-organismos mais abundantes no metagenoma contendo as
proteinas dHPAs. Os resultados obtidos na predi¢cdo génica nesse metagenoma
foram de 1.053.057 ORFs (Open Reading Frames), sendo que 2.954 correspondem
a dHPAs. A partir dai detectamos que a maioria das bactérias com essas ORFs séo
pertencentes ao género Pseudomonas. Esse resultado possui grande suporte de
outros trabalhos onde foram feitas identificagdes taxondmicas de micro-organismos
em ambientes contaminados por xenobidticos, dentre eles HPAs. Dessa forma,
indicamos que a ferramenta é Util para a prospecc¢édo de proteinas dHPAs. Além
disso, ndo ha limitacdo para ser empregada em buscas para outras familias
génicas.

Palavras-chave: Hidrocarbonetos policiclicos arométicos, biorremediagéo,

metagenbmica
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ABSTRACT

Polycyclic Aromatic Hydrocarbons (PAHSs) represent a class of molecules
considered pollutants for the environment, therefore the search and improvement of
technigues aimed at their degradation is of great interest, focusing on
bioremediation technology. In this work, we performed a process of identification of
new PAH degrading proteins (dHPASs) from 1,298 proteins distributed in 12 families
of previously described enzymes. The process involved searching for homologous
sequences and constructing statistical models to classify dHPAs into subfamilies,
which resulted in 10,489 dHPAs distributed in 606 subfamilies. From there, we
conducted prospecting of metagenomic data obtained from DNA sequencing of
enriched samples from sediments in Rock Bay (Victoria Harbour, British Columbia,
Canada), where there is contamination by petroleum derivatives, including PAHS,
mainly due to industrial activities in the region. Two strategies were used to search
for dHPAs based on gene predictions in assembled metagenomes: one considers
the search for sequence similarity in the full set of sequences identified as dHPAs,
and the other is based on the match with the statistical models for the previously
identified subfamilies. Both strategies allowed the categorization in family/subfamily
of these proteins predicted in the metagenomes, finally the most abundant micro-
organisms in the metagenome containing the proteins dHPAs were identified. The
gene prediction results in this metagenome were 1,053,057 ORFs (Open Reading
Frames), of which 2,954 correspond to dHPAs. From this, we could see that most
bacteria with these ORFs belong to the genus Pseudomonas. This result is highly
supported by other work in which taxonomic identifications of micro-organisms in
environments contaminated by xenobiotics, including HPAs, have been made.
Thus, we suggest that the tool is useful for the detection of dHPAs. Moreover, there

is no limitation to its use in searches for other gene families.

Key words: Polycyclic aromatic hydrocarbons, bioremediation, metagenome



1. INTRODUCAO

Os xenobidticos representam um abrangente grupo de compostos quimicos
gue sao estranhos para os ambientes naturais ou os organismos, nao fazendo parte
de sua rede metabdlica usual, podendo ser produzidos por eventos naturais ou por
acao antropogénica. Eles sdo enquadrados dentro de muitas categorias, entre elas:
pesticidas agricolas, inseticidas, plasticos, produtos de limpeza, farmacos e
poluentes ambientais, sendo que o efeito e biotransformacdo desses diferentes
xenobibdticos em um sistema biolégico dependem da constituicdo molecular do
composto e a composi¢cdo enzimatica presente no organismo que foi exposto a
essas moléculas, assim este organismo tera sua cadeia metabdlica agindo com
maior ou menor eficiéncia na degradacéo do xenobidtico dependendo das proteinas
e cofatores que vao interagir com ele no sistema biologico afetado (GODHEJA, J.
et al., 2016).

Entre as diferentes classes de xenobiodticos se tem um importante grupo que
€ considerado um grande poluente ambiental, trata-se dos Hidrocarbonetos
Policiclicos Arométicos (HPAS) que sdo uma classe de moléculas constituida por
um arranjo de atomos de carbono e hidrogénio estando fundidos em dois ou mais
anéis benzénicos. Esse grupo de moléculas é altamente mutagénico, carcinogénico
e instavel, sendo um conhecido contaminante de ecossistemas e de organismos
que quando entram em contato com esses compostos sofrem uma bioacumulagéo
dessas moléculas em seus 6rgédos e tecidos, assim ndo so6 o sistema fisioldgico fica
comprometido como também a integridade das reacdes metabdlicas normais que
esses organismos realizam. Normalmente a origem dos HPAs esta intimamente
relacionada com a queima incompleta de matéria organica que pode ocorrer de
maneira natural ou por conta de fatores antropogénicos como, por exemplo, queima
de carvao mineral, derramamento de petrdleo e derivados em areas ambientais,
entre outros (ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2016; DUAN et al.,, 2015; SUMAN;
SINHA; TARAFDAR, 2016).

Por conta desses fatores, existe um enorme interesse na busca e
aperfeicoamento de técnicas que visem a eliminacdo completa ou parcial de tais
substancias nocivas aos diferentes ecossistemas e aos organismos vivos, entre

essas técnicas estd a biorremediacdo que consiste na utilizacdo da maquinaria
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enzimatica de micro-organismos especificos, sejam eles bactérias, fungos ou
protozoarios, que sdo adaptados para a incorporacao e degradacdo de moléculas
toéxicas como no caso dos HPAs. Considerando-se que existe uma enorme gama
de diferentes proteinas que estdo agrupadas em familias (ALKB, BCOAR, BSSA,
CYP153, EXDO, FERRE, INDO, MACR, MCIS, RHDO, RHMO e TDLH), que
exercem um efeito eficiente na degradacao dessas moléculas dependendo da sua
composicdo (diferentes radicais e funcbdes incorporadas nesses diferentes
xenobidticos) e que boa parte dessas sequéncias proteicas ainda néo foi explorada,
se abre uma grande perspectiva para o0 tratamento e recuperacdo de locais
contaminados por esses compostos toxicos nos diferentes ambientes sejam eles:
solos, rios, planicies ou outros habitats (DZIONEK; WOJCIESZYNSKA; GUZIK,
2016; JACQUES et al., 2007; VILCHEZ-VARGAS et al., 2013).

Levando isso em conta, o processo de biorremediacéo é favorecido por meio
de técnicas que envolvem a microbiologia classica, ou seja, o cultivo de micro-
organismos in vitro que tenham uma acdo especifica na degradacdo de
xenobidticos especificos. No entanto, a microbiologia classica € capaz de
representar aproximadamente um pouco mais de 1% da verdadeira diversidade de
bactérias e fungos encontrados no ambiente que é capaz de promover uma acao
direcionada contra esses compostos nocivos (entre eles os HPAS), dessa forma a
pesquisa fica limitada e restrita aos micro-organismos que podem ser cultivados
(HANDELSMAN, 2004). Por conta disso, atualmente s&o realizados estudos
metagendmicos, que utilizam dados de sequenciamento de DNA em larga-escala
e constitui uma abordagem independente de cultivo para explorar a capacidade
génica dos micro-organismos que habitam determinado nicho ecoldgico. Dessa
forma, por meio de analises que in silico, ou seja, extraindo informagéo a partir do
processamento dos dados sequenciados, hd a possibilidade de explorar as
diferentes enzimas que podem interagir com xenobioticos toxicos em um ambiente
contaminado. Este processamento de dados é realizado utilizando diferentes
ferramentas de Bioinformatica para realizar possiveis previsbes de genes
envolvidos na degradacdo dessas moléculas e assim aumentar o arcabouco de
informagdes que podem contribuir para a biorremediagéo de areas contaminadas
por HPAs (BAMFORTH et al., 2005; BERINI et al., 2017; ROUMPEKA et al., 2017).


https://www.zotero.org/google-docs/?3JSvkq
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2. OBJETIVOS

A fim de contribuir com a anotacéo funcional dos genes responsaveis pela
codificacdo de proteinas relacionadas com a dHPAs propomos a construcdo de
uma base de dados baseada em Modelos Ocultos de Markov (Hidden Markov
Models, ou HMMs) a partir de alinhamentos multiplos de proteinas previamente
anotadas como membros da via de degradacédo desses compostos. Utilizando os
modelos desenvolvidos, pretendemos prospectar essas proteinas a partir de dados
metagendmicos de sedimento contaminado com HPAs em uma area industrial na
Baia de Rock Bay localizada no Canada (MEIER; PATERSON; LAMBERT, 2016),
explorando dessa forma o potencial genético para a degradacdo pelos micro-

organismos identificados nesse ambiente.

Para a construcdo dessa base de dados, buscamos identificar proteinas
homologas a aquelas ja reconhecidas como membros de familias de dHPAS, a
partir de uma base de dados abrangente de proteinas de procariotos, o UniRef
(SUZEK et al., 2007). A partir dessa predicdo de homdlogos serdo construidos os
HMMs para as subfamilias relacionadas a cada uma das familias de dHPAs. Apoés
a obtencdo dos modelos, para demonstrar a aplicabilidade, realizaremos analises
de metagenomas em ambientes que sofreram alteracBes antropicas e foram

contaminados com esse tipo de composto quimico.

Essas analises incluiram Montagem de contigs genémicos a partir das
sequéncias disponiveis no Sequence Read Archive (SRA); Anotacao taxondmica
dos contigs e predi¢céo génica; Realizacdo de buscas partindo tanto das sequéncias
identificadas e classificadas quanto dos HMMs para prospeccao de novas proteinas
a partir da predicdo génica no metagenoma. Além disso, pretendemos avaliar a
abundéancia dessas proteinas nos ambientes contaminados. Por fim, pretendemos
disponibilizar as sequéncias proteicas classificadas em familias e subfamilias e os

HMMs obtidos para serem compartilhados na comunidade cientifica.

A motivacao deste trabalho foi a identificagdo de novas proteinas e micro-
organismos, 0s quais poderdao ser avaliados em trabalhos futuros para

possivelmente serem utilizados em estratégias de biorremediacao.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 HIDROCARBONETOS POLICICLICOS AROMATICOS

Os Hidrocarbonetos Policiclicos Aromaticos (HPAs) sdo compostos
organicos, formados por dois ou mais anéis benzénicos fundidos em sua estrutura,
estando arranjados de diversas formas e podendo apresentar diferentes tipos de
radicais e fungbes organicas, bem como também, podem possuir heteroatomos
integrados em sua estrutura, tais como fluor (F), nitrogénio (N), enxofre (S) e
oxigénio (O) (ABDEL-SHAFY; MANSOUR, 2016; DUAN et al., 2015).

A origem dos HPAs esta relacionada com a combustdo incompleta da
matéria organica que pode ocorrer de maneira natural como, por exemplo,
vulcanismo e queimadas espontaneas em florestas. No entanto a maior parte
desses compostos € produzida principalmente por fontes antropogénicas, tais
como, combustao incompleta de biomassas, acidentes de contaminagao por meio
de combustiveis fosseis, incineracdo de residuos domésticos e industriais e
emissao de gases provenientes dos motores de veiculos (PATEL et al., 2020).

Sendo assim o resultado da contaminagcdo de ecossistemas por esses
compostos esta amplamente relacionado as agbées humanas, com destaque ao
derramamento de petrdleo, diesel e de processos industriais como liquefagcao e
gaseificagdo do carvao durante a producdo de coque. Esses fatores vém
contribuindo de maneira constante e significativa para o aumento da produgéo de
HPAs nos ecossistemas desde o inicio do século XX (GEIER et al., 2018).

Outro fator preocupante é que esses contaminantes possuem um grau
consideravel de estabilidade em sua conformacédo estrutural, que é diretamente
proporcional ao niumero de anéis aromaticos inseridos em sua molécula, sendo
assim quanto maior esse valor, maior sera a sua permanéncia no meio ambiente e
dificuldade para a sua eliminagao (XUE; WARSHAWSKY, 2005).

Os HPAs, assim como os pesticidas organoclorados também sao agrupados
na categoria de POPs (Poluentes Organicos Persistentes), representando as
principais classes de moléculas prejudiciais ao meio ambiente dentro desta
categoria, essas moléculas compartiiham grupos funcionais e semelhancas
estruturais entre si, entre elas os anéis aromaticos (YUAN et al., 2017).


https://www.zotero.org/google-docs/?qQNA0a
https://www.zotero.org/google-docs/?ST5QSm
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Entre os principais pesticidas organoclorados relacionados quimicamente
com os HPAs estao o dicloro-difenil-tricloroetano (DDT), pentaclorobenzeno (PeCB)
e hexaclorocicloexano (HCH). O DDT é um dos pesticidas mais estudados, tendo
sido utilizado a principio em larga escala, no entanto caiu em desuso devido as
suas propriedades carcinogénicas, tendo o seu uso limitado em varios paises,
ainda assim este composto € utilizado atualmente na industria de solventes (KIM;
KABIR; JAHAN, 2017; NICOLOPOULOU-STAMATI et al., 2016).

Além disso, algumas moléculas de HPAs sao consideradas como poluentes
prioritarios, de acordo com a Agéncia de Prote¢cdo Ambiental dos Estados Unidos
(United States Environmental Protection Agency — U.S. EPA). Dentre as mais de
100 diferentes moléculas HPAs foram classificadas 16 potencialmente
carcinogénicas e com carateristicas mutagénicas (SUN; LITTLEJOHN; DAVID
GIBSON, 1998).

No caso da contaminacdo ambiental os principais HPAs encontrados sio:
Naftaleno, Antraceno, Criseno, Coroneno, Fluoranteno, Acenaftileno, Fenantreno,
Fluoreno, Pireno e Benzo(alfa)pireno, dentre estes, o Benzo(alfa)pireno € o mais
conhecido e descrito na literatura, caracterizado por seu alto grau de persisténcia
e dificil remediagcao (KUPPUSAMY et al., 2017). As principais informagdes sobre a
categorizagao desses compostos e seu risco na saude, podem ser visualizadas na
Tabela 1 adaptada de (PAZ et al., 2017).

Tabela 1: Representacao estrutural dos principais compostos da classe de
HPAs que sdo contaminantes do solo tidos como prioritarios de acordo com a
Agéncia de Protecdo Ambiental Americana e sua classifica¢cdo segundo a Agéncia

Internacional para Pesquisa do Cancer.

Classificacao

(o] Al
IARC N° de Anéis

Composto Estrutura

Possivelmente
Naftaleno . . 2
carcinogénico
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Acenafteno

O N&o avaliado 3

Nao avaliado 3

Acenaftileno O

Antraceno N.a_o 3
classificado
‘e Possivelmente 4
Criseno Oe carcinogénico
Benzo (a) O Possivelmente 4
antraceno ‘ ‘ . carcinogénico
Benzo (a) “ Carcinogénico 5
preno. (LT
Indeno .
azivo Sy e 6
pireno Q g

Fonte: (PAZ et al., 2017)

Para além dos contaminantes classificados na Tabela 1, um dos grupos mais
téxicos e carcinogénicos derivados dessa classe de moléculas sdo os policiclicos
aromaticos nitrados (Nitro-HPAs ou NHPAS), que séo originados a partir de reagoes
quimicas entre os HPAs e 6xidos de nitrogénio (Nox) encontrados principalmente
em uma fracado dos gases presentes na atmosfera por conta da poluicao industrial
ou a partir de interagdes entre os HPAs previamente provenientes do ambiente por
conta de uma contaminacdo anterior e que podem ficar expostos a uma nova
contaminagao naquele local por produtos nitrogenados derivados de processos
industriais, como por exemplo alguns fertilizantes e pesticidas (BANDOWE;
MEUSEL, 2017).


https://www.zotero.org/google-docs/?2y3Jx3
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Consequentemente pode ocorrer a formagdo de uma enorme gama de
moléculas com um enorme potencial mutagénico e bioacumulador tanto para o
ecossistema, quanto em relagao aos seres vivos que entrem em contato com estes
agentes. Entre os NHPAs mais conhecidos e estudados esta o nitropireno que se
encontra em uma faixa de concentragcdo superior aos demais hidrocarbonetos
policiclicos aromaticos nitrados, sendo assim considerado um importante marcador
para a presenca dos demais no local da contaminagao (SABINO et al., 2015).

Dessa maneira ha um enorme interesse na busca e aperfeicoamento de
meétodos que visam a degradagdo completa ou parcial destes poluentes e dessa
forma recuperar ao longo do tempo os ecossistemas que sofreram grandes perdas
de sua biodiversidade original por conta da agao téxica dessas moléculas (SINGH,;
VARSHNEY; AGARWAL, 2016).

3.2 MICRO-ORGANISMOS DEGRADADORES DE HPAs

Os HPAs sofrem alteragbes em suas estruturas perante os agentes
causadores de oxidagdo ou fotodegradacao, este ultimo se baseia na agdo dos
raios ultravioleta (UV), que interferem nas ligacdes de fosfato entre as cadeias das
moléculas, assim alterando sua conformacédo (MARQUES et al., 2016).

Esses processos sao formas abioticas de degradacao (que nédo envolvem o
uso de micro-organismos vivos) apresentando pouca eficiéncia devido a formagao
de moléculas intermediarias indesejaveis ao ecossistema, dessa forma essas
técnicas abidticas eliminam esses compostos téxicos em quantidades néao
significativas para o meio ambiente (CARUSO; ALABURDA, 2008).

Entre os agentes abioticos relacionados a dHPAs estao: minerais rochosos,
como por exemplo, Hematita, Goethita e Magnetita que sdo capazes de fazer a
decomposicdo de compostos aromaticos com baixa massa molecular, entre ele o
Naftaleno, Antraceno e o Fenantreno, dessa maneira diminuindo a concentragao
desses contaminantes no ambiente através de reagdes simples de oxidacao
(KULIK et al., 2006).

No entanto, isoladamente esses processos nao sao suficientes para reduzir
de forma eficaz a concentracdo dos HPAs presentes no ambiente, visto que essa

classe de moléculas possui em alguns casos uma variada gama de funcodes e
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radicais associados que ndo podem ser oxidados ou degradados apenas por esses
minérios, sendo assim um processo que tem se mostrado mais eficaz nesse sentido
seria a biorremediagcao (ABATENH et al., 2017).

A biorremediagao consiste na utilizagdo dos metabdlitos primarios ou
secundarios produzidos por micro-organismos para a degradacgao de xenobioticos
nocivos presentes no ambiente através de uma sequéncia de processos cataliticos.
Os micro-organismos capazes de atuar nestas moléculas sao bactérias ou fungos,
além disso, outros fatores estdo relacionados com a decomposi¢cao desses
residuos, tais como: composicdo das moléculas de HPAs, diversidade da
comunidade microbiana disponivel no solo e sua interacéo, além da disponibilidade
de oxigénio do meio, concentragao de pH, temperatura do ambiente e substratos
associados, por exemplo ao solo (DZIONEK; WOJCIESZYNSKA; GUZIK, 2016).

Dentre os micro-organismos relacionados a dHPAs, estdo as bactérias, as
principais responsaveis por este processo. Nesse contexto, os géneros bacterianos
que mais se destacam sdo: Pseudomonas, Mycobacterium, Ochrobactrum,
Ralstonia, Comamonas, Rhodococus, Sphingomonas, Staphylococcus e
Acinetobacter (GHOSAL et al., 2016). Destas as bactérias do género Pseudomonas
sdao amplamente descritas na literatura por atuarem na degradacdo de
xenobidticos, tendo demonstrado a capacidade de degradar véarias classes de
compostos com grupos aromaticos, dentre esses, pesticidas e HPAs. (WASI;
TABREZ; AHMAD, 2013).

No caso do processo de biorremediagcédo realizada por fungos se tém a
producao de enzimas ligninoliticas que sao responsaveis pela degradacgao total ou
parcial de varios poluentes orgéanicos incluindo os HPAs, isso se da pela
similaridade existente entre ambas as classes de moléculas ja que sdo compostos
altamente apolares e formados por varios anéis aromaticos (DREVINSKAS et al.,
2016). Entre os principais fungos classificados como dHPAs estdo as espécies:
Phanerochaete laevis, Phanerochaete chrysosporium, Ramaria sp., Trametes
versicolor, Cunninghamella elegans, Bjerkandera sp., Pleurotus ostreatus,
Naematoloma frowardii, Aspergillus niger e Syncephalastrum racemosum (KADRI
et al., 2017).

Além disso, a biorremediacgéo se subdivide em trés categorias basicas in situ,

ad situ e ex situ sendo essas duas ultimas categorias mais utilizadas em casos de
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contaminacgao por HPAsS, pesticidas e poluentes organicos clorados que se aderem
em solos e sedimentos nos diferentes ecossistemas. Essas 2 Ultimas categorias
sao realizadas através do uso de biorreatores que consistem em aparelhos de
isolamento para a amostra ambiental contaminada junto com 0s micro-organismos
nativos daquele local, sendo que no biorreator acontece um grande numero de
reacbes quimicas catalisadas por enzimas principalmente (ROBLES-GONZALEZ;
FAVA; POGGI-VARALDO, 2008).

Esses biorreatores disponibilizam a criacdo de um ambiente com condicfes
favoraveis para uma otimizacdo da performance das enzimas responsaveis pela
degradacdo dos xenobioticos, assim o ambiente é provido de uma solucdo aquosa
com pH nas melhores faixas para as reacdes de catalisacao, temperatura ideal, e
enriguecimento com nutrientes inorganicos a base principalmente de sais de
nitrogénio e foésforo que seriam utilizados como cofatores enziméticos na
eliminagdo dos poluentes em questédo, além de condi¢gbes aerdbias favoraveis,
dessa forma promovendo uma grande reducdo na quantidade de HPAs e outros
poluentes em comparacdo com condicbes normais na natureza (ROBLES-
GONZALEZ; FAVA; POGGI-VARALDO, 2008).

Sendo que para a maioria dos micro-organismos adaptados para
metabolizar e degradar compostos aromaticos, a obtencdo de energia e matéria
prima para a manutencido de suas estruturas ocorre por meio da quebra e
incorporagao de carbono das moléculas de HPAs, assim 0s micro-organismos com
essa atividade especifica para a degradagédo de compostos aromaticos e derivados
do petroleo representam cerca de 1 a 10% da microbiota de ambientes
contaminados por esses residuos enquanto que em ambientes livres de
contaminagao esses micro-organismos representam cerca de 0,1% ou menos da
microbiota do ambiente (VARJANI, 2017).

3.3 FAMILIAS DE PROTEINAS RELACIONADAS A dHPAs

Em relacdo aos principais grupos de enzimas relacionadas com a dHPAs
estdo: as oxigenases, peroxidases, esterases e suas variagdes de acordo com o
radical associado a proteina. Estas participam de varias vias metabdlicas, atuando
diretamente nas etapas de degradacao, sendo essas vias incluidas dentro da
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categoria de degradacdo de varias moléculas HPAs entre outras classes de
poluentes organicos persistentes (PAGE; YERGEAU; GREER, 2015).

As principais proteinas relacionadas a dHPAs foram descritas no trabalho de
(VILCHEZ-VARGAS et al., 2013) e foram distribuidas nas seguintes familias: ALKB
(Alkane hydroxylases), BCOAR (Benzoyl coenzyme A reductases), BSSA
(Benzylsuccinate syntases), CYP153 (Citochrome P450 alkane hydroxylases),
EXDO (Extradiol dioxygenases), FERRE (Ferredoxins), INDO (Intradiol
dioxygenases), MACR (Maleylacetate reductases), MCIS (Muconate
cycloisomerases), RHDO (Ring hydroxylate dioxygenases) e RHMO (Ring
hydroxylate monoxygenases).

Dessas familias um dos grupos de enzimas mais conhecidas dessa via sao
as enzimas do complexo do citocromo P450 monooxigenases, que engloba a
familia de proteinas CYP153 (SAZYKIN et al., 2019), essa classe de enzimas é
responsavel pela clivagem e degradacdo de alguns alcanos e outros compostos
ciclicos aromaticos como: limoneno, ciclohexano e estireno. Esse grupo de enzimas
além de ser encontrado em bactérias, também é presente em grande parte dos
vertebrados inclusive mamiferos, tendo sua participacdo na clivagem de
xenobidticos assimilados pelo organismo, sendo o figado o principal 6rgdo onde
esses compostos toxicos sdo metabolizados (FIORENTINI et al., 2018).

Outra familia é a ALKB, representada pelas enzimas alkane hydroxylases,
que sao as principais enzimas relacionadas com a degradacgéo de alcanos. A via
de degradacao desses compostos € complexa, envolvendo varias etapas e com
moléculas intermediarias originando alguns subprodutos, as proteinas AlkB
possuem outras enzimas e moléculas que agem como cofatores associados na rota
de degradacao, entre elas as principais moléculas sao: AlkG, AIKT e NADPH
(PICCOLO et al., 2011).

Assim para o funcionamento das enzimas alkane hydroxylases (AlkB), elas
requerem duas proteinas, a rubredoxina (AlkG) e redredoxina redutase (AIkT) para
que ocorram as reacoes relacionadas a dHPAs e a interagao entre essas proteinas
se da pela transferéncia de elétrons entre AIkG e AIKT através da molécula NADPH
que realiza o carregamento dos elétrons (LIU et al., 2017). Além disso, a familia

ALKB é codificada pelo gene almA, este gene esta presente principalmente nas
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bactérias dos géneros: Alcanivorax, Marinobacter, Acinetobacter e Parvibaculum
(SHAO; WANG, 2013).

Em relagédo a familia INDO (/Intradiol dioxygenases), elas possuem enzimas
dos grupos: catechol dioxygenases, hidroxiquinol dioxygenases e protocatechuate
dioxygenases, sendo responsaveis pela clivagem de HPAs que possuem as
fungcbes de catecol, pirogalol, hidroxiquinol e acido protocatecuico (GUZIK;
HUPERT-KOCUREK; WOJCIESZYNSKA, 2013). Nesta familia se tem destaque a
enzima catecol 1,2-dioxigenase (C120) que é a responsavel pela clivagem da
molécula de catecol na posigédo -1,2 (orto) do anel aromatico, sendo que essa
familia de enzimas foi identificada principalmente em bactérias dos géneros:
Acinetobacter, Arthrobacter, Corynebacterium, Pseudomonas, Rhodocococcus,
Stenotrophomonas e Streptomyces (XU et al., 2017).

Tratando-se da familia EXDO (Extradiol dioxygenases), essa compartilha
grupos de enzimas com a familia INDO com a diferenga que durante os eventos de
degradacao em cascata dos HPAs, a clivagem do anel aromatico ocorre na posigao
-1,3 (meta) entre os carbonos e utiliza como cofatores para esta degradacao os
ions de ferro (Fe?*) e magnésio (Mg?*) (KUATSJAH et al., 2017). Essa familia de
enzimas € encontrada principalmente em bactérias das espécies: Pseudomonas
putida, Pseudomonas pseudoalcaligenes, Cupriavidus necator, Rhodococcus
rhodochrous, Sphingomonas paucimobilis e Burkholderia xenovorans (TERRON-
GONZALEZ et al., 2016).

No caso da familia FERRE (Ferredoxins) elas sdao um grupo proteinas
responsaveis pela transferéncia de elétrons em um grande numero de reagdes de
oxido-reducao nas diferentes etapas de dHPAs, sendo neste caso aqueles HPAs
que possuem um baixo peso molecular, ou seja, moléculas de cadeia pequena em
comparagao a média de tamanho e peso dos demais compostos aromaticos como
por exemplo grupos de n-alcanos e atuando em interagdes de metabolizagdo com
outras familias de proteinas dHPAs como por exemplo a familia BCOAR em etapas
de degradacéo do benzeno e benzoato (MECKENSTOCK et al., 2016; MIGNEE et
al., 2017). Além disso, esse grupo de proteinas também atua em conjunto com a
familia CYP153, se envolvendo nas reagdes de degradagao de grupos de alcanos,
toluenos e catecois, sendo que as Ferredoxinas estao presentes principalmente em

bactérias do género Pseudomonas (YANG et al., 2018).
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Outra familia é representada pelas BCOAR (Benzoyl coenzyme A
reductases) que possuem como principal caracteristica a atividade catalitica da
molécula de Benzoil-CoA que € um dos subprodutos intermediarios da degradagao
do Benzoato, que é caracterizado como uma molécula representada por um grupo
benzeno com uma ligagéo dupla e simples para 1 atomo de oxigénio e outro atomo
de enxofre respectivamente, essa molécula esta presente em alguns HPAs, e a
reacdo de degradagao € realizada principalmente por bactérias do género
Rhodopseudomonas, Azoarcus e Thauera (SCHMID; RENE; BOLL, 2015).

Ja a familia das enzimas BSSA (Benzylsuccinate syntases) sao
responsaveis pela degradacdo do tolueno e derivados, que s&o formados
basicamente por anéis benzénicos com grupamentos metil em sua estrutura, neste
caso, a fungcao da enzima é facilitar uma reagao de adi¢cao entre o tolueno e uma
molécula de fumarato, criando assim o benzilsuccinato, uma molécula mais
hidrossoluvel, portanto mais facilmente assimilavel para o meio ambiente e que
pode ser eliminada mais facilmente por outros organismos. Essas enzimas sao
encontradas principalmente em bactérias do género: Thauera, Aromatoleum
Azoarcus, Magnetospirillum e Georgfuchsia (HEIDER et al., 2016; SEYHAN et al.,
2016).

Em relacdo as enzimas pertencentes a familia MCIS (Muconate
cycloisomerases), elas estando associadas com outras enzimas das familias BSSA
e BCOAR, e sao responsaveis pela clivagem da cascata catalitica na via de dHPAs,
principalmente do Benzoato e HPAs com fungdo Fenol atuando também na
degradagao de compostos derivados do muconato que sdo moléculas com fungéo
de aldeidos intermediarios da via de metabolizacdo do Tolueno. As MCIS também
interagem com enzimas das familias EXDO e INDO na decomposicao de catecol e
protocatecol (CABRAL et al., 2018).

No caso da familia MACR (Maleylacetate reductases), ela ttm como fungao
em fungos e leveduras atuar na degradacao de certos compostos aromaticos como:
Fenol, Tirosina e derivados do Benzoato, além disso, em bactérias essa familia
participa principalmente na rota de dHPAs, com destaque para a decomposi¢ao do
beta-resorcilato (2,4-dihydroxybenzoate) e gama-resorcilato (2,6-
dihydroxybenzoate), esta classe de enzimas € auxiliada pela molécula de NADH,

que participa como cofator na reagao de redugao (FUJII et al., 2016).
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Em relagao as familias RHMO (Ring hydroxylate monoxygenases) e RHDO
(Ring hydroxylate dioxygenases) ambas pertencem a classe de proteinas
oxigenases de hidroxilagdo do anel aromatico de grande parte dos HPAs que
possuem baixo peso molecular como Fenantreno, Pireno, Fluoranteno e Naftaleno,
dessa maneira produzindo moléculas de cis-diidrodidis como produto final da
reacdo, que € um composto menos nocivo. Essas enzimas sao encontradas
principalmente em algumas bactérias das espécies: Rhodococcus sp. e
Mycobaterium sp. (KIM et al., 2018; MUSUMECI et al., 2019; PENG et al., 2018).

Por ultimo a familia TDLH (trans-Dienelactone hydrolases) sao enzimas
dependentes de ions de zinco, responsaveis pela dHPAs com derivados de
clorosalicilatos, atuando especificamente sobre a molécula de 4-cloro
muconolactona convertendo ela em maleilacetato, que é uma forma mais
hidrossoluvel da molécula, essas enzimas sido presentes principalmente nas
bactérias da espécie Pseudomonas reineke (CAMARA et al., 2008).

Considerando-se 0 enorme potencial dos micro-organismos para a
degradagao dos xenobidticos, estudos tém sido realizados para o aperfeicoamento
das técnicas de biorremediagdo que por meio de analises dos metagenomas de
ambientes contaminados por HPAs, tornou-se possivel a identificacdo de novos
genes responsaveis por codificar enzimas diretamente ligadas com a dHPAs de
grande permanéncia no meio ambiente e nos seres vivos. Por conta disso,
pesquisas nesse campo vém apresentando grandes resultados e uma enorme
quantidade de novas informag¢des (TECHTMANN; HAZEN, 2016; THOMAS et al.,
2016).

3.4 METAGENOMICA

3.4.1 ESTUDOS METAGENOMICOS

Anteriormente, o acesso a diversidade microbiana apresentava grandes
desafios, pelo fato de a maioria dos micro-organismos existentes no meio ambiente
nao poderem ser cultivados in vitro utilizando abordagens convencionais, sendo
assim o estudo ficava restrito as populagbes de bactérias e fungos que

representavam uma parcela bem menor da verdadeira comunidade microbiana que
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compde os diferentes ecossistemas. Foi s6 com o advento da metagenémica que
houve um aumento na prospeccdo de novos biocatalisadores ou biomoléculas
produzidas por micro-organismos nao cultivaveis in vitro, dessa maneira
contribuindo para maiores informagdes que ndo poderiam ser acessadas pelos
métodos de microbiologia classica tradicional (BERINI et al., 2017).

O termo metagendémica foi introduzido por HANDELSMAN et al. (1998),
propondo um acesso a composi¢gao molecular de micro-organismos desconhecidos
presentes no solo, como uma fronteira para obtencdo de produtos de origem
bioldgica. A técnica se baseia na prospecgao de atividades bioldgicas, a partir da
obtencdo do DNA da amostra ambiental (environmental DNA, ou eDNA), ou seja,
DNA de uma mistura de diferentes populacbes de micro-organismos em um
determinado ambiente, assim sendo possivel por meio da analise do eDNA obter
informacgdes da diversidade e riqueza de espécies da comunidade microbiana que
esta sendo avaliada no estudo em questdo (HANDELSMAN, 2004).

Os estudos metagendmicos basicamente estdo subdivididos em duas
categorias: metagendmica estrutural e metagendmica funcional. Na primeira
abordagem o objetivo é estudar a estrutura da populagado microbiana nao cultivada,
a fim de reconstruir a complexa rede metabdlica estabelecida entre os membros
(populagdes de bactérias e fungos) da comunidade, isso ocorre a partir do
sequenciamento, montagem, anotacdo e demais analises complementares
realizadas a partir do metagenoma em que a comunidade esta inserida. Enquanto
que a metagendmica funcional tem por objetivo a partir de bibliotecas construidas,
a busca por clones que expressem uma caracteristica de interesse e isso pode ser
realizado pela subclonagem e sequenciamento do fragmento metagenémico em
um vetor de expressdo e posterior anotacdo génica com base nas ORFs (Open
Read Frames) que potencialmente expressam a proteina ou a biomolécula de
interesse e assim essa molécula ou proteina pode ser posteriormente isolada e
utilizada de acordo com suas aplicagdes (ALVES et al., 2018).

Tais analises comegaram a ser realizadas mais rapidamente e de maneira
mais eficiente com o surgimento do Sequenciamento de Nova Geracao (Next
Generation Sequencing, ou NGS), onde a partir de 2005 a quantidade de genomas
sequenciados aumentou de maneira significativa e as facilidades atualmente

encontradas para se fazer o sequenciamento auxiliaram na melhora na aquisicao
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de dados e no aumento da performance obtida por esses métodos (SCHOLZ; LO;
CHAIN, 2012).

Além disso, diversas ferramentas de Bioinformatica foram desenvolvidas e
estdo sendo constantemente aperfeicoadas para auxiliarem na reconstrugao dos
genomas, os Metagenome-Assembled Genomes (MAGs), na predigado de genes,
nos estudos de composi¢cdo taxonémica e funcional com o auxilio de analises
estatisticas, nos estudos de relagdes filogenéticas, entre outros relacionados ao
metagenoma. Tais estudos tém por objetivo auxiliar na elucidagcdo de certos
aspectos da comunidade microbiana que atualmente ndo pode ser facilmente
cultivada, permitindo obter conhecimentos a fim de compreender mais a complexa
rede metabdlica de interagao entre as diferentes populagbes de micro-organismos
do ambiente a ser analisado (ROUMPEKA et al., 2017), e com isso poder
desenvolver novos produtos de interesses biotecnoldgicos, como por exemplo
relacionados a biorremediagao.

Em relacdo as etapas de analise do estudo de metagendmica, elas se tém
inicio com a aquisigao de material coletado no ambiente de interesse. Assim as
amostras devem representar uma parcela das comunidades de micro-organismos
do local em que elas foram retiradas, sendo uma das maiores dificuldades ser
estimar a quantidade de amostras ideais para se obter um alto grau de
confiabilidade. Por conta disso sdo usadas, as curvas de rarefacdo que sao
responsaveis por relacionar o a proporgao de espécies no ambiente como uma
fungdo do numero de individuos existentes na amostra (WOOLEY; GODZIK;
FRIEDBERG, 2010).

Outro fator importante a ser levando em consideracéo é a distribuicdo da
comunidade microbiana que deve ser analisada antes da realizagdo do
sequenciamento. Sendo que a comunidade microbiana é estimada em fungao de
sua diversidade. A diversidade € avaliada de acordo com o numero de espécies em
uma determinada comunidade, ou seja, a riqueza que ela representa, como
também da abundancia relativa dos seus componentes, também conhecida como
equitabilidade (KUNIN et al., 2008).

Esses fatores entram na categoria de analise preliminar de metadados, onde
aléem do conhecimento sobre a composicdo biolégica da comunidade, sao

necessarias outras informagdes como, por exemplo: condi¢gdes geograficas da
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amostra do metagenoma coletado, temperatura, pH do ambiente coletado,
interferéncia antrépica no local, métodos de extracdo de DNA utilizado para o
sequenciamento, preparo das bibliotecas de sequenciamento, e 0 sequenciamento
em si, entre outras informacdes. Assim considerando esses fatores, melhores serao
as inferéncias sobre as caracteristicas ambientais, além de servir como um
arcaboucgo de informagdo para a interpretacdo dos dados que serdo gerados
durante as préximas analises (FELCZYKOWSKA et al., 2015).

Quanto ao sequenciamento do metagenoma, esse procedimento ocorre
principalmente por meio de duas abordagens, uma envolvendo o sequenciamento
de forma dirigida e a outra por meio da abordagem do sequenciamento shotgun de
DNA. A metodologia mais comum consiste na utilizacdo do sequenciamento de
forma dirigida, que consiste na amplificacdo por PCR de um ou mais genes
marcadores, que demonstrem elevada variabilidade de sequéncia nos grupos de
organismos em estudo, sendo que o tamanho dos fragmentos da PCR deve ser
adequado ao comprimento das leituras (reads) da plataforma de sequenciamento,
para que dessa forma possam ser sequenciados na totalidade evitando perda de
informagéo bioldgica. Além disso, as leituras dos fragmentos sequenciados séo
posteriormente analisadas utilizando algoritmos estatisticos e bases de dados
especificas de sequéncias, como por exemplo do gene 16S rRNA (no caso de
procariotos) (HODKINSON; GRICE, 2014).

3.4.2 ANALISE DE DADOS DE SEQUENCIAMENTO SHOTGUN DE
METAGENOMAS

No caso da metodologia de sequenciamento do tipo shotgun, ela se baseia
em fragmentar as moléculas de DNA em cadeias de pequeno comprimento e
sequencia-las sem qualquer tipo de selecdo previa. No entanto, devido a esse
método de fragmentacdo, a analise bioinformatica dos dados gerados pelo
sequenciamento € muito mais complexa do que a utilizada pelo sequenciamento
de forma dirigida. Entre outros fatores por conta de que o genoma de cada micro-
organismo é sequenciado a partir de multiplos fragmentos distintos e dessa forma
se faz necessario a aplicagcao de algoritmos informatizados especificos de forma a
obterem-se sequéncias parcialmente sobrepostas e contiguas, que permitam
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reconstruir a sequéncia genémica de cada espécie presente na amostra que esta
fragmentada (HODKINSON; GRICE, 2014).

A partir do sequenciamento se tém as etapas de avaliagao da qualidade das
sequéncias geradas e um pré-processamento delas seguidas por uma nova
avaliacao de qualidade. Muitas vezes isso € chamado de analise primaria e deve
ser utilizada antes que as reads passem para uma nova fase de analise
metagendmica., A fase de pré-processamento deve iniciar com uma avaliagao
global dos dados obtidos, incluindo a qualidade das bases sequenciadas, a
proporgao de cada base ao longo do comprimento das reads, a percentagem do
conteudo guanina-citosina (GC) e a presenga de sequéncias de adaptadores que
representam impurezas que atrapalhardo na proxima etapa de montagem do
metagenoma (SCHMIEDER; EDWARDS, 2011).

Entre as principais abordagens no processo de analise de dados de
sequenciamento shotgun de amostras metagendmicas se encontra o processo de
montagem do metagenoma que ocorre posteriormente ao sequenciamento, o qual
€ realizado normalmente por um sequenciador de alto rendimento, ou também
chamado nova geracao (Next Generation Sequencing, ou NGS). A técnica de
montagem se baseia na sobreposi¢céo das leituras curtas de fragmentos de DNA e
um mesmo Jocus gendmico. Esse processo € realizado para a obtengdo de
sequéncias mais longas, denominadas contigs, com o proposito de reconstruir o
genoma individual de cada organismo presente em um metagenoma ou representar
o repertdrio génico de uma dada comunidade (RODRIGUE et al., 2010).

De maneira geral o processo de montagem pode ser feito de duas formas:
por meio de alinhamentos utilizando referéncias (reference-based assembly) ou
sem referéncias (de novo assembly). A montagem com referéncias pode ser
realizada através do alinhamento dos fragmentos sequenciados contra a sequéncia
de DNA de micro-organismos, frequentemente dos que podem ser cultivados em
laboratério. Dessa maneira, a montagem por referéncia é bastante limitada, pois os
genomas de referéncia somente representam uma pequena porgao da diversidade
biolégica de micro-organismos encontrados nos ambientes naturais.

Assim, € comum fazer a montagem de um metagenoma sem a utilizagéo de
referéncias, possibilitando o conhecimento das sequéncias de uma parcela maior

de micro-organismos presentes na amostra coletada (NIELSEN et al., 2014). Essa
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estratégia também é conhecida como montagem de novo. Nessa estratégia, as
leituras curtas obtidas das plataformas NGS sao divididas em subsequéncias
menores de tamanho k (k-mers), as quais serdo combinadas de acordo com a
identidade prefixo-sufixo e organizadas em uma estrutura de grafos, os quais serao
analisados em busca de um caminho que levara a reconstrugdo dos genomas. Por
exemplo, supondo que uma leitura seja composta pela sequéncia GTATTAG, na
utilizacdo de 3-mers serdo obtidos os k-mers GTA, TAT, ATT, TTA e TAG. Em
seguida, é criado um grafo (De Bruijn graph) com as sobreposi¢des entre todos os
k-mers distintos obtidos das reads e os contigs sao gerados através dos caminhos
percorridos a partir desse grafo de sobreposigbes e assim as sequéncias que
compdéem o metagenoma vao sendo formadas por meio dessa logica
(BREITWIESER; LU; SALZBERG, 2019).

A etapa seguinte a esse processo € a anotagdo gendmica, a qual envolve a
predicdo e anotagéo de genes, e a designagao taxonémica.

A predicdo génica € um processo que envolve o reconhecimento dos /oci
génicos dentro dos contigs. Existem muitos programas de predicdo génica que
permitem o reconhecimento de padrdées correspondentes as fases de leitura
abertas nas sequéncias gendmicas, também conhecidas como ORFs (Open Read
Frame), que sao regides na sequéncia demarcadas por um cédon iniciador que se
prolonga até o surgimento de um coédon de parada (stop codon). Dessa forma, as
ORFs correspondem a sequéncias de trincas de nucleotideos codificadoras de
aminoacidos. Nesse sentido, a busca e a quantificacdo dessas regides contribui
com o arcabougo de informacdes para supor a predigdo de possiveis genes
funcionais e diferentes proteinas que podem ser expressas por eles (HOFF;
STANKE, 2015).

No processo de anotagao génica, a atribuicdo de fungdes se da por meio da
identificacdo de padrdes nas sequéncias correspondentes a outras sequéncias
génicas com funcgdes ja determinadas. Dessa forma, nessa etapa de anotacao dos
genes sao realizadas buscas por similaridade das proteinas preditas em bancos de
sequéncias responsaveis por sintetizar proteinas funcionais previamente
conhecidas (WANG; CHEN; LI, 2004). Essas proteinas nos bancos de dados séo

consideradas referéncias no processo de anotagao funcional.
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A designacdo taxonémica pode ser descrita como o processo de atribuicao
de uma unidade taxonémica definida a uma sequéncia, seja ela um contig ou uma
read, ou entdo pode ser realizada em um agrupamento dessas sequéncias. Esse
agrupamento acontece, de forma ideal, a partir das sequéncias correspondentes
aos fragmentos de DNA pertencentes a determinado taxon de um mesmo grupo
taxondémico (bin). Esse processo de agrupamento, chamado de binning, é realizado
considerando as caracteristicas das sequéncias além das correspondentes
abundancias nas amostras (SEDLAR; KUPKOVA; PROVAZNIK, 2017). A selegao
do método utilizado para efetuar a designacéo taxondmica é um aspecto muito
importante, sendo que atualmente existe um numero muito elevado de métodos e
programas disponiveis para este fim. No entanto, no meio da aparente diversidade,
€ possivel categorizar os métodos de classificagdo taxondmica em 4 principais
tipos, que incluem os métodos de semelhanga, composigéo, hibridos e de genes
marcadores (MANDE; MOHAMMED; GHOSH, 2012).

3.4.3 ANALISE DE DIVERSIDADE EM METAGENOMAS

A partir dos dados de designagao taxonémica € possivel construir uma
relagdo de abundéncia e riqueza de micro-organismos que constituem a
comunidade do metagenoma que esta sendo analisada, porém, sido varias
limitagdes para se obter uma designacao taxonémica bastante fidedigna com a
realidade. Uma delas é que as bases de dados dos genomas de referéncia sao

atualmente incompletas e altamente tendenciosas (HUGENHOLTZ, 2002).

3.4.4 RESUMO

Levando-se em conta a estrutura geral do estudo e analises de
metagenomas é possivel visualizar o fluxo de etapas desses processos descritos

na Figura 1.

Figura 1: Representagdo resumida de um fluxo de trabalho com as
abordagens usuais em estudos metagenémicos (QUINCE et al., 2017). Etapas: (1)

Desenho do estudo e protocolo experimental; (2): pré-processamento dos dados,
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incluindo o controle de qualidade, remocao de adaptadores e regides de baixa
qualidade, além da remocéo de sequéncias provenientes de DNA que nédo seja
microbiano (ex. hospedeiro quando for o caso); (3): Analise de sequéncias, com
uma combinacdo de estratégias baseadas em leituras (reads) ou montagem; (4):
Pés-processamento, onde sdo empregadas técnicas de andlise multivariada (ex.:
Andlise de Coordenadas Principais — PCoA) para auxiliar na exploracdo e
interpretacdo dos dados; (5): Validacdo, das conclusdes obtidas a partir da analise
exploratoria, 0 que podera direcionar estudos dirigidos, onde analises

subsequentes serdo essenciais.
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A seguir, em mais detalhes na Figura 2, o fluxo de trabalho da etapa de
analises das sequéncias metagendmicas, apresentando trés estratégias analiticas
para a obtencé@o de perfis gendmicos, taxondmicos ou de linhagens filogenéticas
em uma comunidade microbiana (SHARPTON, 2014). A analise de genes
marcadores, que consiste em comparar cada read com um banco de dados
referéncia de informacfes taxondmicas ou filogenéticas, usando algoritmo de
classificacdo a fim de reconhecer a read como pertencente a um gene marcador
homologo, possibilitando a anotacdo baseada na similaridade. A estratégia
utilizando a segregacdo de sequéncias baseada em caracteristicas semelhantes
(binning), pode considerar 3 metodologias: (1) composicional, o qual utiliza a
composicdo de nucleotideos semelhante para determinar os grupos taxondmicos;
(2) por similaridade , o qual classifica as sequéncias em grupos baseando-se em
similaridade a genes ou proteinas previamente reconhecidas para determinado
grupo taxonémico; (3) por recrutamento de fragmentos, em que as sequéncias sao
alinhadas a sequéncias genbmicas a fim de que a estimativa de cobertura
semelhante, permita definir os agrupamentos. Finalmente, as sequéncias podem
ser submetidas a um processo de montagem a fim de criar sequéncias contiguas,
(contigs) que podem ser reorganizados em scaffolds ou supercontigs ou até mesmo

genomas completos.
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Figura 2: Representacao resumida de um fluxo de trabalho para a analise

de dados metagendmicos utilizando sequenciamento shotgun.
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3.5 BUSCAS POR BIOMOLECULAS DE INTERESSE
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Além desses processos, outras analises podem ser avaliadas e
posteriormente integradas no fluxo de estudo metagenémico, dentre elas a busca
e investigacdo de biomoléculas que podem estar presentes na maquinaria
enzimatica dos micro-organismos presentes na comunidade estudada na amostra
de metagenoma coletada.

No caso de familias de proteinas, existem muitos programas que por meio
do alinhamento contra banco de dados, podem fazer uma busca por membros da
mesma familia com base na similaridade dos dominios proteicos entre as
sequéncias comparadas, um desses programas € o FlowerPower
(KRISHNAMURTHY; BROWN; SJOLANDER, 2007), que possui um nivel de
acuracia maior em comparacao com as ferramentas BLAST e PSI-BLAST para a
recuperacdo de sequéncias homologas para um mesmo dominio proteico.

O FlowerPower possui um algoritmo iterativo de agrupamento, que faz uso
do método de buscas por similaridade utilizado pelo PSI-BLAST, ou seja, ele parte
de um alinhamento de sequéncias similares e construcdo de um perfil PSSM
(Position-Specific Scoring Matrix) e o utiliza para recuperar outras proteinas
similares que sao consideradas na atualizacdo e aperfeicoamento do perfil PSSM
para entdo realizar um novo ciclo de buscas até atingir convergéncia. Dessa forma,
0 processo visa encontrar proteinas de uma mesma familia, as quais
potencialmente sdo ortdlogas. Depois o FlowerPower utiliza o método de SCI-PHY
(Subfamily Classification In Phylogenomics), para predizer subfamilias com base
no alinhamento de multiplas sequéncias recuperadas em cada estadgio a e
dispostas em uma arvore hierarquica baseada em um algoritmo aglomerativo
conforme a similaridades. Para particionar as sequéncias em subfamilias, o SCI-
PHY corta a arvore em um ponto determinado utilizando uma combinacdo de
métodos de teoria da informacdo e modelos de mistura de Dirichlet (SJOLANDER
et al., 1996). Essa classificacdo em subfamilias deve corresponder intimamente a
clados filogenéticos e subtipos identificados por espécie (SJOLANDER, 1998). Ao
final do processo, a partir dos alinhamentos dentro de uma mesma subfamilia sdo
gerados os HMMs que podem ser utilizados para buscar em bancos de sequéncias,
aguelas que sao similares.

Dessa forma, € possivel a partir desses modelos encontrar proteinas

homologas, mesmo as mais distantes e detectar novos membros de cada familia e
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apesar de ndo ser possivel afirmar categoricamente que genes ortélogos assumem
funcbes equivalentes, temos que assumir essa conjectura dos ortdlogos,
considerando as evidéncias de que eles tendem a reter a funcéo do gene ancestral
(ALTENHOFF et al., 2012).

Por fim com base nos resultados obtidos em cada uma das etapas €
possivel fazer buscas e comparacfes em diferentes metagenomas, para dessa
forma se obter informacdes sobre a capacidade génica das populacdes de micro-
organismos levando-se em conta as diferentes condicbes ambientais. Assim a
comparacao de amostras em diferentes ambientes podem indicar como fatores do
ecossistema em que as comunidades estdo inclusas podem moldar a distribuicéo
desses micro-organismos de acordo com as caracteristicas ambientais, por
exemplo, favorecendo assim um grupo de micro-organismos em detrimento de
outro por conta da presenca de um xenobiético toxico que prejudicam as bactérias
sensiveis a eles e em contraste favorecem aquelas bactérias que possuem enzimas
dirigidas a sua degradacdo (POURSAT et al., 2019; ZHANG et al., 2019).

3.6 ABORDAGEM METAGENOMICA APLICADA A ANALISE DE
XENOBIOTICOS

Entre os estudos realizados sobre o tema de xenobidticos, particularmente
sobre contaminagbes de HPAs se tem como exemplo o trabalho de reviséo
bibliografica realizado por Ufarté et al.. (2015), que reportou diferentes resultados
relacionados com a prospecgao de enzimas degradadoras de poluentes orgéanicos
(HPAs, plasticos, piretroides, entre outros) obtidos por metagenémica funcional.

Também ha o exemplo do trabalho realizado por Duarte et al. (2017), onde
foi analisado um solo altamente contaminado por HPAs e metais pesados, que
passaram por um processo de remediacédo através da escavagao do solo (para
promover oxigenacao) e biodegradagdo, em um periodo de 12 horas, com o
propoésito de fazer uma triagem para avaliar o catabolismo aerdbio dos micro-
organismos do solo. Nesse trabalho foi obtido um total de 422.750 clones de
fosmideos que foram rastreados em busca de atividades de clivagem de anéis
aromaticos usando 2,3-di-hidroxibifenil como substrato. Assim apdés o
sequenciamento mais de 200 genes foram identificados como codificadores de

extradiol dioxigenase de trés superfamilias diferentes. Além disso, genes chaves
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adicionais de vias metabdlicas, relacionadas a compostos aromaticos foram
identificados, incluindo varios que codificam as enzimas oxigenases. Os resultados
obtidos nesse estudo, indicaram uma complexa rede de interagdo na microbiota
local do estudo, que compreende organismos semelhantes ao Immundisolibacter
cernigliae TR3.2 e Rugosibacter aromaticivorans Ca6.

Outro trabalho com metagenoma de solo foi realizado por Bao et al. (2017),
que focou em uma abordagem na metagenémica estrutural. Nesse trabalho, os
autores tiveram o objetivo de analisar o metagenoma do solo de uma das areas de
perfuragdo no campo petrolifero de Tianjin Dagang, no leste da China. A analise
desses metagenomas identificou predominancia para classes y-Proteobacteria e a-
Proteobacteria, que sdo grupos chave na dHPAs. Na analise funcional foram
encontrados grupos de enzimas super-representadas e vias envolvidas na
degradagdo de um amplo conjunto de xenobidticos, e HPAs, incluindo tolueno,
xileno, clorobenzoato, aminobenzoato, DDT, metilnaftaleno e bisfenol.

Outro trabalho relevante é o de Zhao et al. (2020), onde foi realizado um
estudo metagendémico comparativo da resposta microbiana diante de vazamentos
naturais de hidrocarbonetos no Golfo do México. Os sedimentos subterraneos (10—
15 cm abaixo do fundo do mar) foram coletados de quatro locais de vazamento por
gas natural e fluidos de hidrocarbonetos (D27, D33, D72 e D75), também de dois
locais de referéncia (D21 e D30) onde ndo houve contaminacdo e 1 local de
transicdo entre a area contaminada (D24). Os conjuntos de dados de
sequenciamento de metagenoma resultantes foram analisados com abordagens
baseadas em genes e baseadas em genomas. As andlises baseadas no gene 16S
rRNA sugerem que as amostras de vazamento sao distintas das referéncias tanto
pelo conteudo fracionario do rRNA 16S quanto pela filogenia, sendo que bactérias
redutoras de sulfato estdo presentes em ambos os tipos de amostras, com maiores
abundancias relativas das amostras de vazamento do que nas referéncias. Genes
para fixagdo de nitrogénio foram encontrados predominantemente nos locais de
vazamento, enquanto os locais de referéncia mostraram um sinal dominante para
a oxidacao anaerobia de amonio. Este estudo sugere que locais de contaminacao
de hidrocarbonetos podem mudar muito a estrutura da comunidade microbiana,

estimulando a fixacdo de nitrogénio, alterando inerentemente o metabolismo do
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nitrogénio em comparacdo com os dos sedimentos de referéncia (ZHAO et al.,
2020).

Da mesma maneira, outro importante estudo relacionado a contaminacao de
uma area sedimentar por HPAs e outros derivados do petréleo € o de Meier;
Paterson; Lambert (2016), onde foram analisadas amostras de sedimentos na Baia
de Rock Bay (Victoria Harbour, British Columbia, Canada) que é uma &rea
industrial, onde ocasionalmente ha acidentes e derramamento de combustiveis
fésseis, ocasionando a contaminacdo no local. Dentre os principais residuos
poluentes organicos persistentes encontrados nesse local, estdo os HPAs. Este
estudo combinou uma triagem fenotipica conhecida como expressdo do gene
induzida por substrato (SIGEX) com o sequenciamento shotgun das amostras de
metagenoma. Nesse trabalho foram construidas 3 bibliotecas para o
sequenciamento de alto rendimento. Como resultado, os clones recuperados
continham sequéncias com varios graus de semelhanca com genes (ou genes
parciais) envolvidos no metabolismo de compostos aromatico. Os resultados
obtidos demostraram haver ampla aplicabilidade na identificacdo de subconjuntos
biologicamente relevantes de metagenomas (incluindo sequéncias novas e
conhecidas de genes responsaveis pela dHPAs) (MEIER; PATERSON; LAMBERT,
2016).

Portanto, a abordagem utilizando o estudo da metagenémica com o suporte
das ferramentas e programas de bioinformatica na analise dos dados, abre grandes
perspectivas para o futuro das técnicas de biorremediacdo de HPAs, as quais
tiveram um grande aumento na eficiéncia de seus resultados nos ultimos anos,
dessa maneira sendo uma area ainda emergente e promissora para o auxilio na
recuperacao dos ecossistemas contaminados por HPAs (SHAHSAVARI et al.,
2019).

4. MATERIAL E METODOS

4.1 IDENTIFICAGAO E CLASSIFICAGAO DAS PROTEINAS dHPAs

Foi realizada a busca por sequéncias de proteinas relacionadas a dHPAsS,

tendo sido encontradas 1.302 sequéncias proteicas distribuidas entre 12 familias
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(VILCHEZ-VARGAS et al., 2013) descritas e disponibilizadas em um trabalho de
andlise de genes microbianos relacionados a degradacdo de compostos
aromaticos.

As proteinas foram comparadas ao banco de dados UniRefl100 (SUZEK et
al., 2007) somente para procariotos (excluindo eucariotos) utilizando o programa
DIAMOND (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015) no modo blastp para encontrar as
melhores correspondéncias a fim de recuperar as proteinas nao-redundantes
compativeis que estdo dentre as que possuem o0s melhores escores de
alinhamento, ou seja, até 1% menores do que 0 escore maximo e uma cobertura
minima da sequéncia consultada (query coverage) e da sequéncia do banco de
dados (subject coverage) de 99%, além de e-value minimo de l1le-05 e com
incremento na sensibilidade de busca (--more-sensitive). Das 1.302 proteinas,
foram detectadas correspondéncias (hit matches) para 1.298. Ou seja, das 1.302,
trés proteinas (AAT02410.1, ACG41239.1 e XP_958382.1) eram de eucariotos
(Brassica napus, Zea mays e Neurospora crassa OR74A), a outra (AAL76201.1),
de Comamonas sp. JS765, foi deixada de lado por ter um tamanho discrepante
(132 aa) dos tamanhos das outras (104 aa) que compdem o agrupamento
UniRef100 correspondente (UniRefl00_A1WAEDS).

As sequéncias recuperadas para cada familia foram alinhadas de um modo
global utilizando a ferramenta T-Coffee (DI TOMMASO et al., 2011), responsavel
por realizar alinhamentos multiplos de sequéncias e foi configurada para a
execucado no modo m-coffee, que combina a saida de multiplos alinhadores.

Posteriormente, os resultados dos alinhamentos multiplos das sequéncias
de cada familia proteica foram submetidas ao programa FlowerPower
(KRISHNAMURTHY; BROWN; SJIOLANDER, 2007), que realizara uma busca por
sequéncias homdlogas no banco de dados UniRef100 com base na similaridade
entre os perfis PSSM (Position-Specific Scoring Matrix) identificados de modo
iterativo usando PSI-BLAST, para agrupar e classificar as sequéncias proteicas
identificadas em subfamilias, de acordo com a similaridade, por fim, o programa
gera HMMs para cada subfamilia.

Além disso, realizamos uma etapa de calibracdo dos HMMs para a obtengao
de E-values mais apropriados (WISTRAND; SONNHAMMER, 2005). A calibragao

envolve um ajuste dos parametros da distribuicdo de valores de escores extremos
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(extreme value distribution - EVD) a partir da pontuagéo de sequéncias geradas de
forma aleatéria, esses parametros sao utilizados para o ajuste dos E-values (Expect
value), ou seja, do valor que descreve o numero de correspondéncias esperadas
ocorrerem ao acaso quando realizadas buscas em bancos de dados de tamanhos
particulares (100000) considerando um determinado tipo de alinhamento (global).

Com essa finalidade, utilizamos o programa hmmscore, da ferramenta SAM-
T2K (KARPLUS et al., 1997), para a calibragcdo dos modelos com os parametros: -
calibrate 100000 -sw 0). Apés a etapa do FlowerPower as sequéncias referentes a
cada familia e subfamilia foram utilizadas para a criacdo de arvores Neighbor
joining (NJ) com base na similaridade das sequéncias em contraste com cada uma
das subfamilias de proteinas. Depois a representacdo esquematica e ajuste na
descricdo das arvores foram geradas através do programa FigTree! v1.4.2.

A fonte da anotagdo taxondmica das familias de proteinas dHPAs
identificadas pelo sfFinder foi o banco de dados UniProt (UniRef100) (SUZEK et al.,
2007), considerando o resultado do script addTreelnfo.pl, desenvolvido neste

trabalho, e descrito na segao 4.2.5.

4.2 ANALISES DE METAGENOMA ASSOCIADO A dHPAs

4.2.1 OBTENCOES DOS DADOS METAGENOMICOS

Os dados das trés bibliotecas metagendmicas que sao do tipo paired-end
(2x100 pb) foram obtidos do repositério publico Sequence Read Archive (SRA)
(LEINONEN; SUGAWARA; SHUMWAY, 2011). Sendo que os conjuntos de dados
sao provenientes do sequenciamento de amostras de sedimento coletadas da
regidao de Rock Bay (Victoria Harbour, British Columbia, Canada).

Essas amostras correspondem ao estudo de metagenoma de uma area
industrial proxima a uma zona costeira, que sofreu contaminagdo de seu meio
ambiente por produtos derivados de petroleo, que geram varias moléculas nocivas
ao ecossistema, entre elas os HPAs, além disso, essas amostras passaram por
uma etapa de enriquecimento em um biorreator, antes de serem sequenciadas
(MEIER; PATERSON; LAMBERT, 2016).

1 http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/
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Os grupos de sequéncias utilizadas neste trabalho, séo do tipo paired-end
(2x100 pb) e foram geradas por um sequenciador de nova geragdo, no caso foi
utilizada a plataforma lllumina-HiSeq 2000 e as 3 corridas resultantes desse
sequenciamento foram disponibilizadas no repositério SRA, pelos seguintes
numeros de acesso identificadores: SRR2901746, SRR2902415 e SRR2903329.

4.2.2 PRE-PROCESSAMENTO DOS DADOS

Os arquivos referentes as bibliotecas recuperadas do SRA foram convertidos
para o formato fastq utilizando a ferramenta fastq-dump (SRA-Toolkit) (verséo 2.8.1)
(HOWISON, 2013). Posteriormente a qualidade das reads foram avaliadas com o
programa FastQC (versdo 0.11.5) (BROWN; PIRRUNG; MCCUE, 2017) e em
seguida foram processadas com o programa Atropos (versado 1.1.19) (DIDION;
MARTIN; COLLINS, 2017), que realizou a remogado de adaptadores que
representam artefatos e devem ser removidos para nao interferirem nas préximas
etapas de analise. Nesse caso, as reads foram processadas em duas etapas pelo
Atropos, a primeira comegando por uma abordagem baseada no algoritmo de
correspondéncia entre as reads do inserto, posteriormente foi usada uma
abordagem para deteccdo de correspondéncia com adaptadores para as
sequéncias que nao foram devidamente removidas na primeira etapa. Em seguida,
as reads que foram filtradas passaram pelo programa PRINSEQ-lite v0.20.4
(SCHMIEDER; EDWARDS, 2011), responsavel por fazer um controle de qualidade
por meio da detecgdo e filtragem de regides de baixa qualidade e complexidade
nas reads, sendo que depois a qualidade foi novamente avaliada pelo programa

FastQC apds o processo de filtragem.

4.2.3 MONTAGEM DE NOVO DO METAGENOMA E PREDIGAO GENICA

Em seguida os conjuntos de reads do metagenoma de Rock Bay passaram
pela etapa de montagem, utilizando para isso as ferramentas MEGAHIT (LI et al.,
2015), IDBA _ud (PENG et al., 2012) e MetaSPAdes (NURK et al., 2017). Os contigs
gerados foram avaliados segundo um indice de alinhamento de reads através do
programa Bowtie2 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012). A partir desse alinhamento
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0s contigs que obtiveram um melhor suporte de reads foram combinados em uma
montagem Unica usando o programa MeGAMerge (v.1.1). Esse programa faz uma
fusdo dos resultados de diferentes montadores com o objetivo de gerar contigs de
melhor qualidade, no caso ele fez a combinacao para os resultados do MEGAHIT
e do MetaSPAdes (SCHOLZ; LO; CHAIN, 2014), ou seja, os que tiveram melhores

indicadores de qualidade de montagem.

Os indices de qualidade para os resultados de todas as montagens foram
avaliados a partir da analise como programa MetaQuast (v4.4) (MIKHEENKO;
SAVELIEV; GUREVICH, 2016), o qual revela os numeros, tamanhos e
correspondéncias dos contigs gerados por cada montador e exibe um perfil de

qualidade da montagem.

A partir da montagem consenso (referéncia) foram preditos os genes
codificadores de proteinas incluidos nos contigs usando um pipeline de anotagao
para genomas procarioticos, o programa Prokka (v1.11) (SEEMANN, 2014). A
execugao com o Prokka foi realizada com o parametro '--meta' para predigdo em
metagenomas. Esse programa identificou as Open Reading Frames (ORFs)
correspondentes aos genes preditos. As predigdes foram selecionadas
considerando um tamanho minimo de 86 aminoacidos, a fim de evitar um nimero

excessivo de possiveis falsas predi¢des.

Assim como para o caso das proteinas dHPAs foi feita uma analise
taxondmica, porém, neste caso baseada nas sequéncias dos contigs utilizando o
programa Kraken (v.2.0.7-beta) (ONDOV; BERGMAN; PHILLIPPY, 2011). Este
programa é responsavel por fazer a identificagdo taxonébmica baseada em k-mers
extraidos de um banco de dados de genomas. Nés personalizamos esse banco,
compreendendo as sequéncias do NCBI-nt, além das sequéncias de genomas

completos e incompletos de bactérias, arqueias e virus.

4.2.4 PROSPECCAO DAS PROTEINAS dHPAS

Foram consideradas duas estratégias para a prospecgao de novas proteinas

no metagenoma. Uma baseada no alinhamento das proteinas preditas no
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metagenoma pelo programa Prokka, contra todas as sequéncias de subfamilias
identificadas na etapa anterior pelo sfFinder, utilizando para isso o programa de
alinhamento DIAMOND (BUCHFINK; XIE; HUSON, 2015) no modo blastp com os
demais parametros: (E-Value) --evalue 10-5 (porcentagem de identidade minima
para reportar um alinhamento) --id 30 (porcentagem de cobertura minima da
sequéncia interrogada) —query-cover 90 e (modo de busca mais sensivel) --more-
sensitive. A outra estratégia é utilizando uma correspondéncia com os HMMs
obtidos com o FlowerPower e previamente calibrados. Essa estratégia utiliza o
programa hmmscore da ferramenta SAM-T2K (KARPLUS et al., 1997).

O fluxograma das etapas de processamento dos dados pode ser visualizado

pela Figura 3.

Figura 3: Fluxograma ilustrando as principais etapas utilizadas na

metodologia de processamentos de dados.
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4.2.5 AUTOMATIZACAO DOS PROCESSOS DE ANALISE

A fim de automatizar o processo de busca por proteinas compativeis com
uma determinada familia até o reconhecimento das subfamilias e a construcao dos
modelos estatisticos, foram desenvolvidos scripts e disponibilizados no repositério
GitHub com o nome de sfFinder?. A ferramenta é dividida em maddulos
implementados nos seguintes Perl ou Shell scripts:

getTreelnfo.pl: Perl script auxiliar que acrescenta informacéo taxonémica ao

resultado do FlowerPower a partir do identificador NCBI Taxon ID (tax_id) contido
na descricdo de cada sequéncia do UniRefl00. Como parametros da linha de
comando recebe-os na seguinte ordem: (1) o arquivo resultante da execucao do
FlowerPower para cada familia (last.tree) no formato Newick; (2) o arquivo texto
com os identificadores do banco de dados UniRef100 e as respectivas descricoes;
(3) o arquivo resultante da anotacdo que ira conter o ID UniRef100 da proteina, a
descricéo, a subfamilia identificada pelo FlowerPower, a descricdo taxondmica e o
NCBI Taxon ID; (4) outro arquivo resultante da analise com FlowerPower
(last.subfam) contendo o relacionamento de cada sequéncia com a subfamila; (5)
o arquivo fasta com as sequéncias correspondentes a familia considerada no
alinhamento mdaltiplo que foi submetido como entrada ao FlowerPower (servira para
indicar na descricdo com um asterisco (“*”) quais proteinas fizeram parte do
alinhamento mudltiplo na entrada do FlowerPower); (6) o arquivo fasta com a
sequéncia reconhecida como semente (seed) no FlowerPower (servira para indicar
na descrigdo com um asterisco extra (“**”) qual sequéncia foi selecionada como
seed). Este script faz parte de outro repositério GitHub, o bioinfoutilities?.

addTreelnfo.pl: Perl script auxiliar que acrescenta informacéo taxonémica as

sequéncias proteicas consultadas (queries) pelo sfMapper.sh. Essa informacéo
taxondmica dependera da identificagdo de uma familia/subfamilia, no caso de haver
mais de um taxon nesta subfamilia, a informacao taxondmica sera obtida a partir
do programa GetLCA.pl, da ferramenta Krona (v 2.7.1) (ONDOV; BERGMAN;

2 https://github.com/bioinfo-fcav/sfFinder
3 https://github.com/dgpinheiro/bioinfoutilities
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PHILLIPPY, 2011), que irda obter o menor ancestral comum (Lowest Common
Ancestor, ou LCA) entre esses taxa.

getProteinByID.pl: Perl script auxiliar que recebe como entrada um arquivo

contendo uma lista de registros, contendo nome da familia e o ID das proteinas e
um destino para 0s arquivos que serdo gerados com as sequéncias no formato
fasta correspondentes a cada familia. Este script foi utilizado para recuperar as
sequéncias no formato fasta das 1.302 proteinas (VILCHEZ-VARGAS et al., 2013);

sfFinder.sh: Shell script para automatizar o processo de encontrar as
sequéncias similares, possivelmente homologas, além da classificagdo delas em
subfamilias, e, finalmente, obtencdo dos respectivos modelos estatisticos
calibrados para o banco de dados UniRefl00. Dessa forma, o sfFinder.sh
automatiza a recuperacao inicial das proteinas de uma familia no banco de dados
UniRef100 utilizando DIAMOND blastp, obtém um alinhamento multiplo das
sequéncias dessa familia com o T-Coffee, e executa a analise com o FlowerPower
para a obtencao das sequéncias classificadas em subfamilias e os HMMs, além da
calibracdo dos modelos. Este script recebe como entrada o nome de uma familia
de proteinas, o arquivo com as sequéncias no formato fasta correspondente a essa
familia, e, finalmente, um diretério onde serdo gerados os resultados;

mkFProfiles.sh:  Shell script que executa automaticamente o

getProteinByID.pl para obtencdo das sequéncias das familias e, em seguida, ja
executa o script sfFinder.sh para cada familia, gerando os perfis de cada
subfamilia no diretério especificado como o segundo parametro da linha de
comando. Ao final do processo, invoca a execugao do script getTreelnfo.pl a fim
de acrescentar as informacgdes taxondmicas;

sfMapper.sh: Shell script que realiza a classificagdo de sequéncias proteicas
(e.g. sequéncias proteicas obtidas a partir de predi¢cdes génicas em metagenomas)
em familia e subfamilia considerando as sequéncias e os modelos gerados com o
sfFinder.sh. Com essa ferramenta é possivel realizar a classificacdo utilizando
alinhamento de sequéncias (diamond) ou correspondéncias com 0s modelos
estatisticos, os HMMs (hmmscore). O script recebe como entrada o modo de
busca (diamond/hmmscore), o arquivo contendo as sequéncias proteicas

desconhecidas, o diretdrio contendo os resultados do mkFProfiles.sh (ou seja, das
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execucdes do sfFinder.sh para cada familia), um diretério para armazenamento
dos resultados da prospeccao nesse conjunto de proteinas interrogadas.
sfCombine.sh: Shell script que permite combinar os resultados das duas

abordagens propostas, ou seja, utilizando alinhamento de sequéncias (diamond)
ou correspondéncia com os HMMs (hmmscore).

Os modulos do sfFinder podem ser utilizados também para anélises
considerando outras familias de proteinas que ndo sejam necessariamente

relacionadas as dHPAs.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PROTEINAS dHPAS

5.1.1 IDENTIFICACAO E CLASSIFICACAO DAS PROTEINAS dHPAS

As sequéncias de proteinas previamente descritas como dPHAs
caracterizadas por Vilchez et. al, (2013) contabilizam um total de 1302 sequéncias,
distribuidas em 12 familias. No entanto, apdés o processo inicial de busca de
sequéncias similares no banco de dados Uniref100, sequéncias que ndo eram
provenientes de bactérias e arqueias foram desconsideradas da contagem, assim
como uma sequéncia pertencente a familia FERRE, proveniente de bactéria, foi
descartada pelo fato de que seu tamanho ser superior as das sequéncias de
referéncias. A distribuicdo de sequéncias por familias esta descrita na Tabela 2.

A busca exaustiva realizada pelas diversas iteracdes do programa sfFinder
para recuperacao de sequéncias homadlogas, permitiu identificar um total de 10.489
sequéncias relacionadas as 12 categorias de familias de dHPAs.

Este total de sequéncias recuperadas, apresentaram um valor que € 8,08
vezes superior em relagéo ao que foi descrito anteriormente, o que reflete o poder
de analise dessa aplicacdo utilizando o sfFinder para expandir as buscas por
sequéncias de proteinas similares potencialmente ortdlogas e que possuem 0s
mesmos dominios. Um total de 606 subdivisdes (subfamilias) foram identificadas a

partir das 12 familias, descritas na Tabela 2.
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Tabela 2: Descricdo do numero de sequéncias de proteinas identificadas
para cada uma das familias e distribuicdo das subfamilias realizadas pelo programa

sfFinder.

N° de
o N° de proteinas .
. N°inicial de ) subfamilias Porcentagem
Familias ) apos abusca .
proteinas identificadas de ganho

pelo sfFinder _
pelo sfFinder

ALKB 246 1.204 79 389%
BCOAR 84 218 9 159%
BSSA 17 263 13 1447%
CYP153 66 513 29 677%
EXDO 224 1.009 70 350%
FERRE 39 746 36 1812%
INDO 235 1.635 119 595%
MACR 50 605 66 1110%
MCIS 55 878 21 1496%
RHDO 238 1.881 85 690%

RHMO 43 700 16 1527%
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TDLH 1 837 63 83600%

TOTAL 1.298 10.489 606 708%

Fonte: Proprio Autor

O teste realizado considerando o alinhamento das sequéncias de dHPAs
obtidas no trabalho de Vilchez com as sequéncias de subfamilias recuperadas, com
base no método usando o alinhador DIAMOND, foi possivel recuperar todas as
sequéncias (1.298) do Vilchez e no caso do método usando os modelos HMMs foi
possivel recuperar 1.295 sequéncias devido a um corte que foi limitante para
recuperar as sequéncias de HMMs, dessa maneira 3 sequéncias foram filtradas

representando 0,0023% do total.
5.1.2 ARVORES DE SIMILARIDADE

As arvores de distancia Neighbor joining (NJ) com base na similaridade das
sequéncias em contraste com cada uma das subfamilias geradas pelo
FlowerPower foram disponibilizadas a um repositério de dados publico o Zenodo
(PETERS et al.,, 2017), onde a visualizagdo das relacdes de similaridade das
diferentes classes de subfamilias de proteinas relacionadas a dHPAs para cada
uma das 12 familias esté no link:https://doi.org/10.5281/zenod0.4299043.

5.1.3 ANALISE TAXONOMICA DAS PROTEINAS DO UNIREF

Em relacdo a andlise taxondmica realizada pelo Kraken das sequéncias de
proteinas que foram identificadas pelo FlowerPower, 99,6% das sequéncias estao
classificadas dentro do dominio Bacteria, 0,02% correspondem ao dominio
Archaea e 0,3% das sequéncias ndo tiveram uma classificacdo taxondmica
encontrada. Considerando as sequéncias relacionadas ao dominio Bacteria, 75%
das sequéncias pertencem ao filo Proteobacteria, 19% das sequéncias pertencem
ao filo Terrabacteria e o restante ndo apresentaram assinatura taxonémica em nivel
de filo. (Figura 4)


https://www.zotero.org/google-docs/?tu2pgb
https://doi.org/10.5281/zenodo.4299043
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Dentro do filo Proteobacteria foram identificadas 64% de abundéancia para a
classe  Gammaproteobacteria, 26% de abundancia para a classe
Betaproteobacteria, 9% de abundancia para a classe Alphaproteobacteria e 1%
para a classe Deltaproteobacteria. Assim, com base no panorama das sequéncias
homoélogas as familias de proteinas dHPAs, o filo Proteobacteria, € um dos
principais filos envolvido na degradacéo desse grupo de xenobioticos.

Figura 4: ldentificacdo taxondmica das proteinas dHPAs a partir das

subfamilias de proteinas identificadas pelo sfFinder
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Dentro da principal classe em termos de maior abundancia de taxons a
classe Gammaproteobacteria possui destaque para as ordens: Pseudomonadales
com abundéncia de 66% dentro da classe, a ordem Enterobacterales com 22%, a
ordem Alteromonadales com 3% e a ordem Oceanospirillales com 3%.

Considerando-se as principais espécies encontradas dentro da classe
Gammaproteobacteria, se tém destaque os taxons: Pseudomonas aeruginosa com
20% de abundancia, Pseudomonas putida com 3%, Pseudomonas fluorescens com
2%, Pseudomonas stutzeri com 2% e Acinetobacter baumannii com 2%. Essa
distribuicdo pode ser visualizada na Figura 5.

A espécie Pseudomonas aeruginosa (Figura 5) € descrita no trabalho de
Mahto; Das (2020) como sendo uma bactéria Gram Negativa em forma de
bastonete responséavel pela degradacdo de uma grande gama de xenobidticos
entre eles varias moléculas de HPAs. No trabalho foi feito o isolamento da bactéria
em uma area contaminada por HPAs na Costa de Odisha, na india. Nesse trabalho
mencionado, apds o isolamento da bactéria foi feito o sequenciamento do micro-
organismo, seguido pela montagem Denovo e anotacao funcional. Pelas analises
de anotacao foi observada a presenca de 145 genes envolvidos na biodegradacéao
e metabolismo dos xenobidticos em varias vias de meta-clivagem, entre os
principais HPAs toxicos envolvidos na degradagcdo das enzimas dessa bactéria
estdo: Fenantreno, Naftaleno, Benzoato, Aminobenzoato, Fluorbenzoato, Tolueno,
Xileno e Estireno (MAHTO; DAS, 2020).

Em relacdo a espécie Acinetobacter baumannii (Figura 5), esta ndo possui
um historico abrangente de estudos na comprovacéao da grande eficacia na dHPAs,
diferentemente para espécies pertencentes aos seguintes géneros: Pseudomonas,
Rhodococcus, Mycobacterium, Cycloclasticus, Bacillus e Sphingomonas que tém
um longo histérico de artigos demonstrando resultados satisfatérios em relacdo a
esses micro-organismos na biorremediacao de areas contaminadas por HPAs. No
entanto, em um recente estudo realizado por Gupta et al. (2020), constatou que a
especie Acinetobacter baumannii, tém a capacidade de degradacdo para
concentracdes intermediarias de Pireno entre outros HPAs variando em sua maioria
de concentracdes baixas a intermediarias e em alguns casos altas quando o

composto aromatico era a Unica fonte de carbono no ambiente, dessa forma
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abrindo perspectivas para novos estudos dessa espécie para a biorremediacéo de
ambientes contaminados (GUPTA et al., 2020).

Figura 5: Identificacdo taxondmica das proteinas dHPAs a partir das
subfamilias de proteinas identificadas pelo sfFinder a nivel da classe

Gammaproteobacteria

Fonte: Préprio Autor
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Em seguida os resultados provenientes das classificacbes taxonOmicas
foram posteriormente disponibilizados no repositério de banco de dados do Zenodo
pelo link: https://doi.org/10.5281/zenod0.4484298.

5.2 METAGENOMA DE ROCK BAY

5.2.1 PRE-PROCESSAMENTO

A partir de um total inicial de 625.509.142 pares de reads (paired-end reads),
(em média 208 milhdes de pares de reads por biblioteca distribuidos entre as trés
bibliotecas: SRR2901746, SRR2902415 e SRR2903329 do tipo paired-end (2x100
pb) restaram 611.521.525 pares de sequéncias apds o procedimento de remocao
de sequéncias referentes a adaptadores ou de baixa qualidade. Essa etapa é
importante, pois posteriormente na montagem do genoma, a inclusédo de reads de
baixa qualidade levara a geracao de falsos k-mers o que, por sua vez, aumenta a
complexidade do processo de montagem subsequente. Dessa forma, podemos
aumentar a qualidade e a confiabilidade nos resultados, com ganhos simultaneos
em termos de tempo de execucdo e recursos computacionais necessarios
(FABBRO et al., 2013). Os resultados obtidos nas trés bibliotecas para cada etapa

do pré-processamento estdo descritos na Tabela 3.

Tabela 3: Resultados das etapas de pré-processamento das reads de cada
biblioteca. Os nimeros nesta tabela correspondem aos pares de reads de cada

clone de fragmentos oriundos do sequenciamento.

Pré-processamento SRR2901746 SRR2902415 SRR2903329
brutas 203.397.410 204.247.656 217.864.076

» retidas 2.694.063 2.874.288 8.279.200

8

o

< selecionadas 200.703.347 201.373.368 209.584.876


https://doi.org/10.5281/zenodo.4484298
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retidas 34.182 33.036 71.555

PrinSeq

selecionadas 200.668.820 201.340.001 209.512.704

Fonte: Proprio Autor

5.2.2 INDICES DE MONTAGEM E PREDICAO GENICA

Avaliacdo de montagens consiste em uma etapa crucial e € um desafio sem
o uso de referéncias (VAN DER WALT et al., 2017). O indice de mapeamento de
reads na montagem é comumente usado para se avaliar a qualidade da montagem.

Considerando o critério de mapeamento de reads, o programa MEGAHIT
teve o melhor desempenho (Tabela 4). Com base nos indices de alinhamento das
sequéncias, a montagem realizada pelo programa MEGAHIT foi aquela que obteve
o maior numero de fragmentos alinhados, seguidos pelo, IDBA_ud e MetaSPAdes.

Em relagéo ao critério de porcentagem de fragmentos alinhados entre os
montadores, o0 MetaSPAdes foi aquele que obteve os maiores valores seguidos do
MEGAHIT e do IDBA_ud, além disso em relacdo ao numero de fragmentos
alinhados de forma Unica, o MetaSPAdes foi 0 montador com maior destague
seguidos pelo MEGAHIT e IDBA_ud.

Deste modo, todos os contigs que tiveram alinhamento com o MEGAHIT e
as reads que nao tiveram alinhamento foram usados para recuperar contigs da
montagem com o MetaSPAdes. Ambos os conjuntos de contigs com suporte de
alinhamento, foram usados para gerar uma montagem referéncia com a ferramenta
MeGAMerge que combinou os resultados do MEGAHIT e MetaSPAdes em uma

anica montagem.

Tabela 4: indices das sequéncias mapeadas pelos diferentes montadores
referentes ao metagenoma do solo contaminado por HPAs.
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indices de alinhamento MEGAHIT MetaSPAdes IDBA ud MeGAMerge

Total de fragmentos
alinhados 606.174.466 604.740.175 605.198.160 605.339.143

Total de fragmentos

pareados 606.047.539 604.615.834 605.072.298 605.213.259
Alinhamentos Unicos 563.583.800 574.624.153 536.979.688 577.125.387
Fragmentos single-end 126.927 124.917 125.862 125.884

Porcentagem de
fragmentos alinhados 92,97% 95,02% 88,73% 95,34%

Fonte: Proprio Autor

A utilizacdo da ferramenta MetaQUAST, possibilitou a comparacao entre
cada um dos montadores, avaliando-se o desempenho geral de cada um,
considerando diversas métricas além dos valores de alinhamento, como por
exemplo: valores de N50, N75, L50, L75, namero total de contigs, maior contig,
namero de contigs de acordo com a escala de tamanho, nimero de mismatches,
todos descritos na Tabela 5.

Os parametros N50 e N75 sé&o relacionados ao tamanho do contig ha porgéao
de 50% e 75% da montagem respectivamente, eles sdo utilizados para avaliar se
0 montador gerou muitos contigs de tamanhos grandes. Valores elevados mostram
que o montador utilizado obteve um desempenho superior na constru¢cdo dos
contigs com o objetivo de obter sequéncias completas das moléculas originais.
Nesse sentido, os montadores que obtiveram melhor desempenho em ordem
decrescente foram: MetaSPAdes, MeGAMerge, MEGAHIT e IDBA_ud.

Ja os parametros L50 e L75 estdo relacionados ao numero de contigs

gerados pelos montadores ao longo de 50% e 75% da montagem, assim quanto
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menor esse valor, menor o numero de contigs pequenos gerados pelo montador,
demonstrando assim um bom resultado. Os valores N e L, portanto, permitem uma
avaliacdo quanto ao nivel de fragmentacdo da montagem, nesse sentido os
montadores que obtiveram melhor desempenho em ordem decrescente foram:
MetaSPAdes, MEGAHIT e IDBA ud.

Em relacédo aos valores de maiores contigs o MetaSPAdes foi 0 montador
individual que teve o maior tamanho para o contig, seguido pela MEGAHIT e
IDBA_ud e no quesito de comprimento total dos contigs o IDBA_ud foi 0 montador
gue obteve a melhor performance seguido do MetaSPAdes e IDBA_ud.

De acordo, os resultados de a avaliacdo e comparacéo entre as montagens
realizada pelo programa MetaQUAST, ficou claro que a fusdo das montagens do
MEGAHIT e MetaSPAdes por meio do MeGAMerge, apresentou ganhos em
relacdo ao tamanho do maior contig e no comprimento total do contig (Tabela 5),

fator importante para afericdo da qualidade da montagem do metagenoma.

Tabela 5: Resultados obtidos entre os programas de montadores genémicos

gue foram comparados no MetaQUAST

Referéncias

estatisticas Megamerge Idba_ud Megahit Metaspades
contigs 424.253 462.019 393.120 323.254
contigs (>=0bp)  1.039.549  1.347.371  1.965.126 661.186
Contigsbgz 1000 199575 203.672 177.955 157.705
Comigsb(;): 5000 32.749 26.858 26.056 30.799
contigs é:): 10000 13 345 10.602 9.894 13.549
contigs (>= 25000 3.400 2742 2.259 3.754

bp)
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contigs (>= 50000

971 794 572 1.060
bp)
Maior contig 608.596 515.762 515.769 536.579
Total length 937.501.575 881.168.184 776.015.982 821.313.067

Total length (>=0

bp) 1.130.562.421 1.134.546.364 1.135.929.994 936.345.085
Total length (>=

1000 bp) 782.648.711 703.159.941 627.909.400 706.507.641

Towllength (>= 447 320042  362.726.614 328.301.210 450.679.875
5000 bp)
Tollength (>= 313515212 250.958.370 217.217.573 330.750.894
10000 bp)
Towllength (>= 154 795,834 133.909.935 103.707.334 183.054.645
25000 bp)

Towllength (>= g 602592 67.225.905  47.055.963  91.169.902

50000 bp)
N50 4.493 3.264 3.554 6.315
N75 1.467 1.190 1.260 1.775
L50 37.278 46.364 40.301 23.666
L75 133.485 164.858 136.949 88.721
N's Mismatches 404.170 70.904 0 392.818
N's per 100 kbp 43.11 8.05 0 47.83

Fonte: Proprio Autor
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A de predicdo génica realizada pelo Prokka a partir da montagem referéncia
obtida pelo MeGAMerge, apresentou um total de 1.053.057 ORFs, sendo que
destas 554.271 ORFs foram classificadas como hipotéticas ou desconhecidas.
ApOs a etapa de filtragem com base no tamanho de 86 aminoacidos, foram retidas
816.315 ORFs dentre as quais 498.786 apresentaram uma funcdo conhecida com

base nos bancos de dados pré-configurados do programa Prokka.

5.2.3 ANALISE TAXONOMICA DO METAGENOMA

A identificacdo taxondmica dos contigs no metagenoma de Rock Bay,
realizada pelo programa Kraken, obteve a classificacdo de um total de 89% dos
contigs para o dominio Bacteria, em relacdo aos dominios Eukaryota e Archaea,
estes tiveram uma atribuicdo taxonémica de apenas 6% e 0,07% dos contigs do
metagenoma, respectivamente, sendo que 2% dos contigs n&o tiveram
correspondéncia na classificacao.

Em relagdo a camada taxondmica mais abaixo, se tém destaque o filo
Proteobacteria que foi o mais abundante, apresentando 81% dos contigs
classificados para o seu dominio. Também fica em evidencia o grupo das
Terrabacteria apresentando 14% dos contigs classificados para o dominio, além
disso, 2% dos contigs ndo apresentou classificacdo para o dominio e os outros 3%
dos contigs ficaram distribuidos entre 19 pequenos grupos (Figura 6).

Dentro do filo Proteobacteria foram identificadas 51% de abundancia para a
classe  Gammaproteobacteria, 28% de abundéncia para a classe
Betaproteobacteria, 19% de abundancia para a classe Alphaproteobacteria, 0,8%
de abundéancia para a classe Deltaproteobacteria e 0,03% de abundancia para a
classe Epsilonproteobacteria.

Considerando os resultados encontrados no trabalho de Tan et al. (2015),
onde foram coletadas amostras do metagenoma de trés diferentes tipos de solos
(NAPDC, SCADC e TOLDC) que sofreram por contaminacdo de derivados do
petréleo, entre eles HPAs. Foram identificados principalmente micro-organismos da
classe Deltaproteobacteria com 23% de abundancia em relagdo ao dominio

Bacteria, tendo representado um grande destaque entre as demais 4 classes
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encontradas. Dentre estas, as que tiveram maior representatividade em ordem
decrescente foram: Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria,
Betaproteobacteria e Epsilonproteobacteria (TAN et al., 2015).

No caso dos resultados obtidos pela classificacdo taxonémica com o Kraken
a partir dos contigs do metagenoma de Rock Bay, foi identificado um valor de 0,6%
de abundancia para a classe Deltaproteobacteria em relacdo ao dominio Bacteria,
valor pouco significativo. Sendo as Deltaproteobacteria sdo descritas na literatura
como importantes integrantes da via de degradacdo do Benzoato (BERGMANN et
al., 2011) que é uma molécula relativamente comum em uma parcela dos HPAS,
além disso, a BCOAR (SCHMID; RENE; BOLL, 2015) e MACR (FUJII et al., 2016)
sao as principais familias de proteinas que participam de sua via catalitica assim
sendo de importante relevancia para a biorremediacdo desses xenobioticos.

A distribuicdo dos taxons inferiores esta representada na Figura 6.

Figura 6: Classificagdo e distribuicdo taxon6mica dos contigs do

metagenoma, anotados com o Kraken.
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Fonte: Proprio Autor

No metagenoma de Rock Bay destaca-se a classe Gammaproteobacteria,
onde os taxons que tiveram maior abundancia foram: a ordem Pseudomonadales
gue obteve cerca de 80%, sendo que dentro desta ordem os géneros Pseudomonas
teve grande representatividade, em relacdo a ordem Xanthomonadales esta teve
10% (Figura 7).

Em nivel de taxons de espécie se tem destaque: Pseudomonas fluorescens

com 5% de abundancia dentro do Dominio, Pseudomonas frederiksbergensis com
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3% de abundéncia, Pseudomonas putida com 1% de abundancia,
Immundisolibacter cernigliae com 1%, Candidimonas bauzanensis com 3%,
Pusillimonas sp. JR1/69-3-13 com 2%, Acidovorax carolinensis com 1%,
Bradyrhizobium erythrophlei com 1%, Rhodospirillales bacterium URHDO017 com
1% e Paenibacillus ginsengarvi com 1%.

Comparando-se os resultados taxon6micos obtidos no metagenoma com
outro estudo de Mukherjee et al. (2017) onde foi realizada uma analise taxonémica
a partir do metagenoma de 12 localidades diferentes que estavam contaminadas
por HPAs e distribuidas geograficamente tanto no Oriente quanto no Ocidente, foi
observado que em relacdo a parcela microbiana representada pelas bactérias, o
filo Proteobacteria foi aquele que representou uma maior abundancia para todas as
amostras analisadas, com destaque também para as ordens Xanthomonadales e
Pseudomonadales que tiveram uma abundancia variando entre 15% a 25% em pelo
menos 3 das 12 amostras avaliadas, demonstrando um valor relativamente
significativo para esses grupos de bactérias que também pertencem a classe
Gammaproteobacteria, dando suporte para os resultados do metagenoma de Rock
Bay, onde a Classe Gammaproteobacteria foi a mais abundante e a ordem
Pseudomonadales teve uma alta representatividade (80%) dentro dela
(MUKHERJEE et al., 2017).

Analisando também esses resultados com os dados de um trabalho de um
experimento na India realizado por Shah et al. (2013), onde foi estudado o
metagenoma de uma comunidade microbiana proveniente de solo contaminado por
xenobibticos, dentre eles os HPAs e outros poluentes derivados de petroleo. O
estudo obteve resultados similares na proporcdo de abundancia para o filo
Proteobacteria, principalmente a classe Gammaproteobacteria e a ordem
Pseudomonadales. Sendo que este grupo de micro-organismos € especializado
principalmente na via de degradacdo das moléculas de alcanos, um dos
hidrocarbonetos de cadeia mais simples. Essas bactérias sdo detentoras
principalmente das familias de proteinas: ALKB (PICCOLO et al., 2011) e CYP153
(SAZYKIN et al., 2019), atuando na metabolizacédo e degradacdo destes compostos
(SHAH et al., 2013).

Em relacdo a classificacdo taxonémica no metagenoma de Rock Bay, a

Ordem Enterobacterales teve cerca de 4% e a espécie Immundisolibacter cernigliae
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teve um grande destaque em seu nivel taxonémico tendo cerca de 3% de
abundéancia dentro de Gammaproteobacteria. Sendo que a espécie
Immundisolibacter cernigliae, em geral é descrita em alguns trabalhos pela
capacidade de dHPAs pertencentes a via de metabolizacdo do Pireno e entre eles
esta um dos HPAs mais prejudiciais ao meio ambiente o Benzo(a)pireno
amplamente descrito na literatura e em trabalhos de Zeng et al. (2019), como um
HPA altamente carcinogénico e mutagénico, dessa forma a presenca da espécie
de bactéria em questdo € importante no ambiente para a metabolizacdo desse
perigoso contaminante (ZENG et al., 2019).

No metagenoma de Rock Bay a espécie que foi encontrada em maior
abundéancia foi a Pseudomonas fluorescens (Figura 7), pertencente a classe
Gammaproteobacteria, no trabalho de Sangkharak et al (2020) ela é descrita pela
alta versatilidade na degradacéo de compostos aroméaticos entre eles: Fenantreno,
Pireno e Fluoranteno que foram os principais HPAs contaminantes no caso das
amostras analisadas.

Nesse estudo de Sangkharak et al (2020) o género Pseudomonas obteve
uma eficiéncia préxima de 100% na degradacédo dos 3 HPAs (Fenantreno, Pireno
e Fluoranteno) mesmo quando esses estavam em alta concentracao,
demonstrando a incrivel capacidade e eficiéncia dessas bactérias na
biorremediacdo de compostos aromaticos. Além disso, foram observados acao
enzimatica de orto-clivagem e meta-clivagem na degradacdo desses compostos,
sendo que tal método é empregado principalmente pelas familias de proteinas
INDO (XU et al, 2017) e EXDO (TERRON-GONZALEZ et al, 2016)
respectivamente (SANGKHARAK et al., 2020).

Dessa maneira pode-se sugerir que a presenca em grande nimero dessas
bactérias descritas com a fungdo dHPAs no meio ambiente contaminado podem
sinalizar que comunidades com essa distribuicdo especifica dos taxons de suas
populagcbes proporcionem uma maior adaptabilidade, resisténcia e capacidade de
incorporacao dos HPAs para sobreviverem aquela regido com presenga majoritaria
de Hidrocarbonetos Aromaticos entre outros xenobidticos. Provavelmente,
possuem uma maquinaria enzimatica que as permite retirar dessas moléculas
carbono e outros subprodutos para sua manutencéo celular e aquisi¢ao de energia,

para dessa forma permanecerem em um ambiente desfavoravel e se reproduzirem
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nessas areas, apesar da toxicidade dos compostos presentes nela (SMULEK et al.,
2019).

A distribuicAo dos taxons inferiores a Gammaproteobacteria esta
representada na Figura 7.

Figura 7: Classificagdo taxondémica das proteinas dHPAs no metagenoma
anotados com o Kraken a partir do nivel de classe Gammaproteobacteria.
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Em seguida os resultados provenientes das classificagbes taxonémicas
foram posteriormente disponibilizados no repositorio de banco de dados do Zenodo
pelo link: https://doi.org/10.5281/zenod0.4484298

5.3.1 PROSPECCAO DE NOVAS PROTEINAS dHPAS

A prospeccédo de novas proteinas de dHPAs no metagenoma utilizando a
abordagem de alinhamento com o DIAMOND identificou 2.261 proteinas no
metagenoma que corresponde a 21,55% do numero de proteinas geradas pelo
sfFinder. Enquanto que para a abordagem utilizando o hmmscore foram
reconhecidas 2.284 proteinas no metagenoma, o que corresponde a 21,77% do
namero de proteinas geradas pelo sfFinder.

Em relagdo a andlise baseada em subfamilias, o alinhamento com o
DIAMOND recuperou um total de 274 (45,21%) subfamilias diferentes e com o
programa hmmscore foi possivel recuperar 237 subfamilias (39,1%) (Tabela 6). A
distribuicdo do numero de ORFs preditas e total de subfamilias identificadas no
metagenoma por familia estdo descritas na Tabela 6.

Ao todo 693 sequéncias tiveram anotagcdo exclusiva para a busca com
HMMs e 670 para a busca com o DIAMOND. Em relacao a propor¢éo e quantidade
de proteinas encontradas para cada familia, o DIAMOND identificou mais
sequéncias relacionadas as familias ALKB, EXDO e RHDO que representa 59,7%
das sequencias encontradas para todas as familias, enquanto que para o método
do hmmscore foram identificadas mais sequéncias relacionadas as familias RHDO,
MACR e MCIS que representa 57,8% das sequencias encontradas para todas as

familias (Tabela 6).

Tabela 6: Proteinas alinhadas pelo DIAMOND e pelo hmmscore que

posteriormente foram preditas no metagenoma.

N° de proteinas N° de N°de
. , subfamilias N° de proteinas  subfamilias
Familias preditas reditas reditas (HMMs) reditas
(DIAMOND) P P b

(DIAMOND) (HMMs)
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ALKB 315 20 53 14
BCOAR 1 1 5 2
BSSA 12 2 11 3
CYP153 123 13 212 14
EXDO 338 49 255 35
FERRE 189 19 99 14
INDO 224 44 221 38
MACR 176 30 262 22
MCIS 89 13 331 16
RHDO 697 65 728 62
RHMO 24 5 28 5
TDLH 73 13 79 12
TOTAL 2.261 274 2.284 237

Fonte: Proprio Autor

A comparacao entre as duas abordagens de alinhamentos para identificacao
das subfamilias, teve uma interseccéo de 1.591 ORFs na propor¢ao de distribuicdo
descritos na Tabela 7, observando os resultados as principais familias com mais
sequéncias identificadas foram: RHDO, EXDO e INDO que juntas contabilizam
64,88% das sequéncias para as 12 familias de proteinas.
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Tabela 7: Propor¢cdo de sequéncias para as 12 familias de enzimas

prospectadas na interseccao utilizando o DIAMOND e o hmmscore.

Familia N° de proteinas Representatividade
ALKB 52 3,26%
BCOAR 1 0,06%
BSSA 5 0,31%
CYP153 96 6,04%
EXDO 235 14,78%
FERRE 87 5,46%
INDO 211 13,26%
MACR 146 9,18%
MCIS 78 4,90%
RHDO 586 36,84%
RHMO 23 1,45%
TDLH 71 4,46%
Total 1.591 100%

Fonte: Proprio Autor

A abordagem usando o programa hmmscore, obteve um valor de 1,02% de

ORFs exclusivas a mais anotadas para as subfamilias do que o método empregado
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pela ferramenta DIAMOND cujos numeros séo de 693 e 670 ORFs para as duas

ferramentas respectivamente. Essa relagéo pode ser observada na Figura 8.

Figura 8: Diagrama de Venn representando as quantidades e distribuicdo
de proteinas das familias de proteinas associadas a dHPAs preditas no
metagenoma de Rock Bay utilizando os programas hmmscore (HMMs) e
DIAMOND.

HMMs

693 1591 670

DIAMOND

Fonte: Proprio Autor

No caso da abordagem complementar utilizando o DIAMOND e HMMs
juntos, esta combinacéo permitiu uma identificacdo de um total de 2.954 proteinas
relacionadas a dHPAS, o que representa um ganho minimo em termos de nimero
de classificac6es de ao menos 29,33% no poder de classificacdo dessas proteinas,
comparado com os 2 métodos isoladamente.

As sequéncias foram disponibilizadas no Zenodo pelo link DOI:
https://doi.org/10.5281/zenod0.5076605.

5.3.2 CORRESPONDENCIA TAXONOMICA EM RELACAO AS PROTEINAS
dHPAS

A analise de correspondéncia taxondmica entre as 1.591 proteinas dHPAs

da interseccdo utilizando as 2 abordagens, pelo método do DIAMOND e o
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hmmscore pode ser visualizada na Tabela 8, a partir dela pode se constatar que o
género Pseudomonas foi 0 que encontramos maior correspondéncia para as
familias: CYP153, FERRE, INDO, MACR, MCIS, RHMO, RHDO e TDLH. Em
relacdo as outras familias, a ALKB teve maior correspondéncia com o0 género
Immundisolibacter, a familia BCOAR teve maior correspondéncia com o género
Geobacter, a familia BSSA teve uma maior correspondéncia com o0 género
Rahnella e a familia EXDO com o género Paenibacillus.

Na literatura o género Pseudomonas € descrito como um grupo de bactérias
bacilares com enorme capacidade de dHPAs devido a sua grande versatilidade na
obtencdo de carbono a partir de moléculas extremamente téxicas para a maioria
dos micro-organismos. Dentre os HPAs que sao clivados pelas Pseudomonas esta:
Fenantreno, Pireno, Fluoranteno, entre outros HPAs que variam seu peso
molecular de baixo a elevado (CHEBBI et al., 2017).

O género Immundisolibacter é descrito como um grupo de bactérias com
destaque na degradacdo de grandes compostos de cadeias polares. Além de
possuirem algumas espécies como a Immundisolibacter cernigliae que possui a
capacidade de dHPAs e outros xenobibticos toxicos a natureza, entre os HPAs mais
degradados por essa espécie estdo o Pireno, Fenantreno e Aminobenzeno
principalmente (CORTESELLI et al., 2017).

Em relacdo ao género Geobacter ele é caracterizado como um grupo de
bactérias de respiracdo anaerdbica que possui capacidades de degradacdo de
varios compostos organicos, entre eles HPAs como o Fenantreno, atuando
principalmente na transferéncia de elétrons durante a etapa de biorremediacéo de
areas contaminadas por derivados de petroleo, ja que esse grupo tem grande
atividade oxidativa para a degradacao dessa categoria de xenobioticos (ZHANG et
al., 2021).

No caso do género Rahnella, este é caracterizado como um grupo de
bactérias em forma de bastonete, com abundancia prevalente em efluentes de adgua
doce, atuando na fixagdo de nitrogénio e degradacdo de alguns poluentes
organicos persistentes, dentre eles, moléculas de HPAs de baixo a intermediario
peso molecular (SARKAR et al., 2017).

Considerando-se o género Paenibacillus, ele é descrito como um grupo de

bactérias que possuem grande relevancia na fixagdo de nitrogénio e solubilizacdo
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de fosfato em condi¢cdes ideais. Além de serem capazes de secretar muitas
enzimas que degradam uma grande variedade de grupos biomoleculares, entre
eles: polissacarideos e alguns poluentes organicos, tendo uma performance de
atuacdo moderada na degradacdo de dibenzofurano que € um HPA de peso
molecular intermediario e sendo altamente mutagénico (THI et al., 2019).

Tabela 8: Taxons a nivel de género que tiveram maior correspondéncia entre

as 12 familias de proteinas dHPAs

Taxon associado Familia N° de proteinas
Immundisolibacter ALKB 7
Geobacter BCOAR 1
Rahnella BSSA 2
Pseudomonas CYP153 99
Paenibacillus EXDO 20
Pseudomonas FERRE 19
Pseudomonas INDO 105
Pseudomonas MACR 61
Pseudomonas MCIS 27
Pseudomonas RHDO 132
Pseudomonas RHMO 13
Pseudomonas TDLH 19

Fonte: Proprio Autor
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A anotacdo de taxons para o nivel de classe das proteinas dHPAs da
interseccdo entre os resultados do DIAMOND e do hmmscore, resultou em uma
associacdo de 42,8% para a classe Gammaproteobacteria, 23,7% para
Betaprotobacteria, 13,8% para Alphaproteobacteria, 7,1% para Bacilli, 3,8% para
Actinomycetia e 0,2% para Deltaproteobacteria, entre as classes mais
significativas. Além disso, a anotacdo dos géneros que tiveram maior frequéncia
para o total das 12 familias de proteinas dHPAs pode ser visualizada na Tabela 9,
onde os 6 principais géneros com maior frequéncia entre as proteinas dHPAs séo
respectivamente: Pseudomonas, Immundisolibacter, Paenibacillus,
Achromobacter, Bradyrhizobium e Pusillimonas.

Em relagdo ao género Achromobacter, ele € descrito como um grupo de
bactérias com grande potencial de biorremediacdo de areas contaminadas por
derramamento de petréleo e derivados entre eles HPAs e outros hidrocarbonetos,
também € um grupo associado a degradacédo de bifenilo que é um dos HPAs mais
simples encontrados na natureza (HONG et al., 2017).

No caso das bactérias do género Bradyrhizobium, elas sdo caracterizadas
principalmente por seu papel na fixagdo de nitrogénio, no entanto por possuirem
enzimas da familia ALKB, elas possuem a capacidade de dHPAs de cadeias mais
simples como por exemplo: n-alcanos, ciclohexanos e estirenos de peso molecular
intermediario (CHICIUDEAN et al., 2019).

Por fim as bactérias do género Pusillimonas, séo relacionadas a dHPAs de
n-alcanos e HPAs de baixo peso molecular, sob concentracdes destes compostos
no meio ambiente que variam de baixas a intermediarias, dependendo da
temperatura e pH do ambiente, dessa forma esse género possui atividade de

degradacdo moderada para esses compostos aromaticos (WANG et al., 2020).

Tabela 9: Géneros relacionados as proteinas dHPAs que tiveram maior
Representatividade na interseccdo entre as 2 abordagens (DIAMOND e

hmmscore).

Género N° de proteinas Representatividade
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Pseudomonas 490 30,7%
Immundisolibacter 120 7,5%
Paenibacillus 101 6.3%
Achromobacter 99 6,2%
Bradyrhizobium 96 6%
Pusillimonas 71 4,4%

Fonte: Proprio Autor

A associacdo entre 0s taxa e a interseccdo de proteinas obtidas pelo
DIAMOND e hmmscore foi disponibilizada no repositério Zenodo pelo link:
https://doi.org/10.5281/zenodo.5158607.

6. CONCLUSAO

A combinacdo das montagens com a utilizacdo do MeGAMerge se mostrou
mais eficaz para uma montagem com maior integridade do metagenoma na
construgdo dos contigs, em comparagdo as montagens individuais feitas pelo
MEGAMHIT, IDBA_ud e MetaSPAdes. Além disso, houve uma ampliagdo no nimero
de proteinas previamente associadas a dHPAs e uma categorizagdo em
subfamilias das familias de proteinas por meio da aplicacéo da ferramenta sfFinder.
A construcdo de modelos estatisticos (HMMs) utilizando esse novo conjunto de
sequéncias foi realizado com sucesso e tanto os modelos quanto as sequéncias
foram aplicados na abordagem de prospeccédo do metagenoma, além disso, esses

dados das sequéncias de proteinas com potencial para a dHPAs foram
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compartilhados em um repositorio publico para que possam ser utilizadas em
projetos futuros que visam o uso dessas proteinas no desenvolvimento de
estratégias de biorremediacdo. Dessa forma, obtivemos sucesso na predicao de
regides codificadoras de proteinas (ORFs) com funcdo de dHPAs, uma vez que
obtivemos uma correspondéncia significativa entre as proteinas encontradas pelo
sfFinder e as regides codificadoras destas no metagenomas. Assim como também
foi observado que as abordagens propostas, considerando o uso em conjunto das
buscas por similaridade (DIAMOND) ou por correspondéncia de HMMs (hmmscore)
para a identificacdo de proteinas dHPAs no metagenoma tiveram uma resposta
mais ampla comparada a estratégia trivial. Por fim, a anotagdo taxonémica das
proteinas prospectadas a partir do resultado da predicdo génica do metagenoma,
revelou uma propor¢éo maior de bactérias da classe Gammaproteobacteria, com
destaque aos géneros: Pseudomonas, Immundisolibacter, Paenibacillus,
Achromobacter, Bradyrhizobium e Pusilimonas. Esses géneros de bactérias
possuem na literatura cientifica evidéncias dessa capacidade dHPAs. Dessa forma,
isso revela que a abordagem de prospeccao proposta esta retornando resultados
coerentes com o que foi esperado dela. No entanto, ressaltamos a necessidade de
ensaios in vitro para aferir a capacidade dHPAs das proteinas prospectadas no

metagenoma.
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