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ESTUDO DO “MOBILE-METAGENOME” A PARTIR DE BIBLIOTECA
METAGENOMICA PROVENIENTE DE SOLO COM CULTIVO DE CANA-DE-
ACUCAR E SOLO DE FLORESTA

RESUMO: Os Elementos Genéticos Mdveis (EGMs) sao segmentos de DNA
presentes em todos os dominios, e que apresentam a capacidade de mobilizacao
em um genoma. Sao considerados agentes chaves na evolucgao e diversificacdo dos
seres vivos. Sequéncias de Insergdo (IS) sdo os EGMs mais abundantes dos
procariotos. IS sao elementos compactos, que codificam o gene responsavel pela
mobilizagdo, a transposase. Estudos de genbOmica comparativa indicam que a
transposase € o gene mais abundante presente em banco de dados publicos de
genomas e metagenomas. O presente estudo avaliou a abundancia e diversidade de
transposases a partir de dados de sequenciamento de alto rendimento provenientes
de duas bibliotecas metagenémicas, a primeira originada de solo com cultivo de
cana-de-acucar e a segunda de solo de floresta. Os metagenomas foram analisados
através de duas frentes de investigacdo. Na primeira frente de investigagdo foram
identificadas as transposases em um conjunto de 267.879.464 reads paired-end
(2x100bp) através da ferramenta MG-RAST. Na segunda frente de investigacéo, os
reads de cada metagenoma foram montados (de novo assembly) e posteriormente
anotados através da plataforma MG-RAST e da ferramenta ISsaga 2.0. A plataforma
MG-RAST identificou 902.982 (reads) com fungao atribuida para transposases,
enquanto que a ferramenta ISsaga 2.0 recuperou 592 (scaffolds) contendo quadros
aberto de leitura (ORFs) codificando para transposases. Um total de 120 (22%)
scaffolds e 767.534 (85%) reads anotados foram classificados em grupos
taxonémicos distintos, onde o filo Proteobacteria (48% - MG-RAST e 34,3% - ISsaga
2.0) foi predominante. Analises comparativas e biocuragao indicam que 695.296
(77%) dos reads foram incorretamente atribuidos com fungédo transposase pela
ferramenta MG-RAST. Dentre as familias de transposases classificadas pelo |ISsaga
2.0 destacam-se as familias: 1IS110 (76/13,9%), 1S3 (74/13,6%), e em particular 65
scaffolds (11,9%) provenientes da familia ISNCY (not classified yet). Um outro
resultado notavel, € que nenhum IS previamente descrito na literatura foi identificado
nestes dados de metagenomas. Este estudo revelou: (a) MG-RAST apresenta
deficiéncias para identificacdo de transposases; (b) A ferramenta ISsaga 2.0 oferece
uma metodologia precisa para identificacdo de transposases em dados de
metagenomas; (c) A analise precisa de transposases em dados de metagenomas
forneceu a identificagdo de novos ISs. Juntos, esses resultados poderao auxiliar na
descoberta de novas familias de transposases e que em ultima instancia podera
auxiliar a revelar novos mecanismos de transposigao.

Palavras-chave: elementos do tipo IS; metagenoma; bioinformatica; anotagao
gendmica; gendbmica comparativa.



"MOBILE-METAGENOME" STUDY OF METAGENOMIC LIBRARY ORIGINATING
FROM SUGARCANE CULTIVATION AND FOREST SOIL

ABSTRACT: Mobile Genetic Elements (MGE) are segments of DNA present
in the biological domains that have the ability to move around within a genome. They
are considered key player in the evolution and diversification of living things. Insertion
Sequences (IS) are the most abundant MGEs of prokaryotes. IS are compact
elements that encode the gene responsible for the mobilization, the transposase.
Comparative genomic studies indicate that the transposase is the most abundant
gene found in public database of genomes and metagenomes. This study evaluated
the abundance and diversity of transposases from high-throughput sequencing data
originated from two metagenomic libraries, one from soil with sugarcane cultivation
and the other from forest soil. The metagenomes were analyzed through two
research fronts. In the first one, transposases were identified in a set of 267. 879.
464 reads paired-end (2x100bp) by MG RAST tool. In the second front of research,
the reads of each metagenome were fitted (de novo assembly) and subsequently
recorded by ISsaga 2.0 tool and platform MG-RAST. The platform MG- RAST
identified 902.982 (reads) with allocated transposase function, whereas the 2.0
ISsaga tool recovered 592 (scaffolds) containing open reading frames (ORFs) coding
for transposase. A total of 120 (22%) scaffolds and 767.534 (85%) reads noted were
classified in different taxonomic groups resulting the phylum Proteobacteria (48% -
MG-RAST and 34.3% - Issaga 2.0). Comparative analysis and biocuration indicate
that 695.296 (77%) of the reads were incorrectly assigned with transposase function
by MG-RAST tool. Among the families of transposase classified by Issaga 2.0,
feature the families: IS71710 (76 / 13.9%), IS3 (74 / 13.6%), and particularly 65
scaffolds (11.9%) from ISNCY family (not classified yet). Another noticeable result is
that no IS previously described in the literature has been identified in these
metagenomic data. This study revealed: (a) MG-RAST presents deficiencies to
transposases identification; (b) ISsaga 2.0 tool provides a methodology for accurate
identification of transposase metagenomic data; (c) The accurate analysis of
transposases in metagenomic data provided the identification of new ISs. Together,
these results may assist in the discovery of new families of transposases which, as a
last resort, might help reveal new transposition mechanism.

Keywords: the IS type elements; metagenome; bioinformatics; genomic annotation;
comparative genomics.
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1 INTRODUGAO

Na década de 1940, Barbara McClintock mudou o conceito de que os genes
sdo estaticos, descrevendo a existéncia de Elementos Genéticos Méveis (EGMs).
Os efeitos da transposicao foram observados através da mudanca na coloragao do
pericarpo dos grdos de milho e a quebra do brago curto do cromossomo nove,
visualizado através de microscopia 6ptica. Barbara McClintock estudava dois loci (Ds
e Ac) dominantes que estavam associados ao padrao herdavel e instavel da
coloragao mosaico em pericarpos de milho. McClintock descobriu que o alelo Ds
causava as quebras cromossdmicas e que Ds e Ac poderiam se transpor, ou seja,
mudar de posicdo dentro do cromossomo. Seus estudos revelaram que estes
elementos (Ds e Ac), regulam os genes situados em suas proximidades, inibindo ou
modulando sua expressao (FESCHOTTE et al., 2002).

Os EGMs sdo segmentos de DNA, com capacidade de mobilizagdo dentro de
um genoma ou ainda entre genomas de diferentes células. Podem ser adquiridos
através de processos de transferéncia génica lateral (TGL), ou seja, processos em
que ocorre a troca de material genético entre células ou genomas de espécies nao
relacionadas. Possuem importante papel na evolugao da variabilidade genética nos
dominios biologicos Archaea, Bacteria e Eukarya (BINNEWIES et al., 2006; FROST
et al., 2005).

Os procariotos sao organismos unicelulares que englobam os dominios
Bacteria e Archaea. Exibem uma imensa diversidade bioldgica e sdao amplamente
distribuidos na biosfera terrestre (BINNEWIES et al., 2006). O estudo desta grande
diversidade microbiolégica tem crescido nos ultimos anos, tendo como foco a
evolugcdo, principalmente nos processos mediados pelos Elementos Genéticos
Méveis (EGMs) (FROST, 2005). Estes estudos estdo fornecendo contribuicoes
fascinantes e importantes para a nossa compreensao sobre a evolugao da vida em
nosso planeta.

Atualmente as analises genOmicas e evolutivas relacionadas com a
diversidade microbiana de diversos ambientes tém crescido exponencialmente.
Historicamente, estes estudos tinham como fundamento a suposi¢cao de que através

do cultivo, a maioria dos micro-organismos de um determinado ambiente seria



identificada. Entretanto, foi demonstrado, que o0s organismos cultivados
correspondem apenas a uma pequena fragado da diversidade de espécies em uma
comunidade microbiana (LING et al., 2015). Neste contexto, a Metagenbémica,
(denominagao dada ao conjunto de genomas da microbiota total encontrada em um
determinado ambiente) tornou-se uma ferramenta importante para a caracterizagao
de micro-organismos, ja que independe do cultivo em laboratérios. As técnicas
empregadas pela metagendmica partem do principio do isolamento do DNA,
portanto, possibilitando a descoberta das complexas interacbes das comunidades
microbianas (REIGSTAD et al., 2011).

Diante desta realidade, o estudo dos elementos genéticos moveis € de grande
importancia, ja que pesquisas revelam serem os principais agentes de transmisséo
de, por exemplo, resisténcia a antibiético, fatores de viruléncia, patogenicidade e
adaptagdo ao meio ambiente, além de promover impactos no genoma, tais quais
rearranjos e inversées gendmicas, interrupcao de genes e modificacbes de regides
promotoras. No contexto da microbiologia agropecuaria, este estudo podera
contribuir em varios aspectos, sendo esses relacionados com o avanco do
conhecimento na area destes elementos genéticos moveis, que podera levar a uma
melhor compreensao dos processos evolutivos existentes na microbiota do solo e de
sua participagcao na transmissao de caracteristicas que podem conferir vantagens
para 0s micro-organismos, tais como potenciais genes de resisténcia ou adaptacgao

ao meio, dentre outros.



1.1 Objetivos

1.1.1 Objetivo Geral

O presente estudo teve como objetivo avaliar a diversidade de EGMs do tipo
Sequéncias de Inser¢cao (IS) em organismos procariotos presentes em uma
biblioteca metagendmica, proveniente de solo com cultivo de cana-de-agucar e solo
de floresta através de duas frentes de investigagdo. Além disso, comparar as
ferramentas de bioinformatica utilizadas no estudo de dados metagenémicos, e

verificar possibilidades de identificacdo de novas sequéncias de inser¢ao (ISs).

1.1.2 Objetivos Especificos

1. Prospectar em biblioteca metagenémica ‘in silico” elementos genéticos
moveis do tipo IS de organismos procariotos de amostras provenientes de
solo com cultivo de cana-de-agucar e solo de floresta;

2. Realizar a anotagao dos genes encontrados;

3. Comparar as ferramentas de bioinformatica utilizadas no estudo de dados

metagendmicos;

4. Avaliar o potencial destes dados para identificacdo de novas familias de

transposases;

5. Analisar o Contexto Genémico das transposases.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Os Elementos Genéticos Méveis (EGMs)

Os elementos genéticos méveis (EGMs) s&o caracterizados como segmentos
de DNA que possuem a capacidade de se movimentar entre genomas distintos ou
em um mesmo genoma e inserir-se em novas regides, mediados por proteinas
codificadas pelo proprio elemento (FROST et al.,, 2005). Estes EGMs podem ser
divididos em dois grupos principais: aqueles que sio transmissiveis de célula para
célula, como plasmideos e bacteriéfagos, e aqueles que ndo podem submeter-se a
transferéncia por conta propria, mas que podem ser transportados quando
integrados em elementos do primeiro grupo (CRAIG et al., 2002). Sao definidos
como EGMs que podem fazer parte do genoma microbiano: os transposons,
bacteriéfagos (CAMPBELL, et al., 1979), plasmideos, integrons e as ilhas
gendmicas (FROST et al., 2005). Embora as atividades de transposicdo dependam
de diversos fatores, cada elemento particular apresenta mecanismos de
transposicao distintos (BIRKENBIHL; VIELMETTER, 1989).

De acordo com Finnegan (1989), os EGMs do tipo transposons, sao
classificados em duas classes, relacionadas a sua forma de transposicao: Classe | —
(retrotransposons) e Classe Il — (transposons de DNA). Os elementos da Classe |,
chamados coletivamente de retrotransposons, realizam a transposicdo através da
sintese de uma molécula de RNA mensageiro que € utilizada como molde para
sintese de uma nova cépia de DNA através de um transcriptase reversa codificada
pelo proprio retroelemento (FINNEGAN, 1989). Estes elementos podem ser
subdivididos em dois grupos: Retrotransposons com e sem LTR (Longas
Terminagbes Repetidas), ambos apresentando transposicédo replicativa. Os
Retrotransposons com LTRs codificam uma grande quantidade de proteinas
importantes para sua transposicao através de um unico RNA mensageiro,
apresentando as regides promotoras e terminadoras de transcricdo do RNA
mensageiro dentro das LTRs. Os Retrotransposons sem LTR, normalmente,

possuem em suas extremidades regides nao codificantes e uma cauda poli-A,



enquanto que em sua regido codificante encontram-se geralmente, uma
endonuclease e uma transcriptase reversa, entre outros genes (FINNEGAN, 1989).

Os elementos da Classe Il (Transposos de DNA), por sua vez, tém como
caracteristicas comuns: sequéncias nucleotidicas muito similares nas extremidades
(repeticdes terminais invertidas — IRs) carregam genes que codificam enzimas
capazes de transporta-los, criam ao se inserir no DNA pequenas duplicagdes no sitio
alvo de insercao (repeticbes diretas — DRs) e existem em cdépias multiplas no
genoma. Podem apresentar transposigao conservativa ou replicativa, mediada pela
enzima transposase. A transposi¢cdo conservativa mantém o numero de coépias do
elemento no genoma, por ser uma excisdo completa, com posterior insercdo em
outra regidao do genoma. A enzima transposase, que é constituinte dos transposons,
€ responsavel por catalisar seu movimento e realizar a transposi¢cao através da
quebra e re-ligacdo da cadeia fosfodiéster da molécula de DNA. As sequéncias de
insercao (ISs) séo transposons que compreendem normalmente um unico gene que
codifica para a transposase. Os transposons conjugativos carregam um oOu mais
genes além daqueles responsaveis pela sua transposi¢cado, possuem a capacidade
de insercdo e excisdao de um cromossomo e podem ser transpostos através da
conjugacao bacteriana. Nao possuem uma forma extracromossomal replicativa como
os plasmideos, e por este motivo, integram-se ao cromossomo hospedeiro (KAPER;
HACKER, 1999).

Os elementos da Classe Il, do tipo sequéncia de insercdo, sdo amplamente
encontrados nos dominios biolégicos Bactéria e Archea, enquanto os elementos
classe |, os retrotransposons, sao encontrados basicamente em Eukarya (CRUZ,
2012).

Além dos transposons, ha outros EGMs, os quais estdo descritos abaixo:

Os plasmideos s&o elementos de DNA extracromossdmico que se replicam
de maneira autbnoma e autocontrolada (MARQUES, 2012). Em geral, carregam
genes nao essenciais a sobrevivéncia da bactéria, mas muitos destes genes
conferem algumas propriedades que promovem vantagens adaptativas, e, portanto,
aumentam sua sobrevivéncia em condicbes especificas. Entre as caracteristicas
mais comuns conferidas por plasmideos, estdo: resisténcia (a antibidticos, metais

pesados, enzimas, etc); alteragdo do metabolismo energético (genes que permitem



a utilizagdo de fontes alternativas de nutrientes, catabolismo e anabolismo);
patogenicidade e simbiose (produgdao de endo/exotoxinas transporte de enzimas,
produgdo de capsula, nodulagdo); disseminagcdo e perpetuagdo (conjugagéo,
replicagédo, imunidade) (MARQUES, 2012).

Os integrons sdo elementos que estdo relacionados com a resisténcia
antimicrobiana. Nao sdo capazes de se mobilizar por conta propria, porém, sao
comumente encontrados em plasmideos e transposons, elementos responsaveis por
sua mobilizagdo (CAMBRAY, et al., 2010) .

Os bacteriéfagos (também chamados simplesmente de fagos) séo virus que

infectam bactérias, apresentam genomas compostos por DNA ou RNA. De maneira
geral, o material genético do fago € envolvido por uma estrutura proteica, chamada
capsideo, alguns possuem duas partes bem definidas, como a cabega e a cauda,
enquanto outros sao filamentosos. A infeccdo da bactéria pelo virus se inicia com a
adsorcao deste a receptores na superficie bacteriana. Ao se ligarem aos receptores,
os bacteriéfagos podem injetar o material genético para dentro da bactéria. Uma vez
dentro do citoplasma, sua replicagao é iniciada e pode gerar novas particulas virais,
ou integrar-se no cromossomo bacteriano. (MARQUES, 2012). Sdo veiculos de
transferéncia de genes através do processo de transdugédo (FROST et al., 2005).

As ilhas gendmicas sao regides cromossdmicas, adquiridas por transferéncia

horizontal, flanqueadas por repeticdes diretas (BELLANGER et al., 2013). Podem
ser classificadas de acordo com as vantagens que agregam a bactéria, sendo
subdivididas principalmente em:

- llhas adaptativas: promovem aumento na adaptagdo do organismo ao meio;

- llhas de patogenicidade: possuem genes cujos produtos contribuem para a
viruléncia da bactéria;

- llhas de simbiose: possuem genes relacionados a simbiose (associagdo
entre dois seres vivos em que ambos sdo beneficiados, necessitando um ao outro
para sobreviver) com organismos;

- llhas de resisténcia: possuem genes responsaveis pela degradagao de
antibioticos (MARQUES, 2012).

Sabe-se atualmente que os mecanismos de TGL desempenham um papel

fundamental na evolugdo bacteriana, como gerador da variabilidade genética.



Bactérias e Arqueas exibem uma extraordinaria diversidade fenotipica, propriedades
metabdlicas, estruturas celulares e estilos de vida variaveis, mesmo entre
organismos da mesma espécie (OCHMAN, 2000).

Existem trés formas de TGL: transformagao, transducao e conjugagao (Figura
1). Transformagéao foi o primeiro mecanismo de TGL descoberto. Este mecanismo
envolve a transferéncia de DNA entre bactérias relacionadas. A troca de material
genético ocorre através da lise celular de uma bactéria doadora, para uma bactéria
receptora apta a receber os segmentos disponibilizados no meio (FROST et al.,
2005)

A transdugao ocorre através da acao de bacteridfagos durante sua replicagao
dentro da bactéria, onde acidentalmente podem apropriar segmentos de DNA
hospedeiro em seu capsideo e inserir em outro hospedeiro apés a lise celular da
bactéria. (FROST et al., 2005). Os fagos, ao infectarem uma bactéria podem iniciar
sua replicacdo imediatamente e entrar no ciclo litico, ou podem integrar-se ao
genoma, dando inicio ao ciclo lisogénico. O ciclo litico ocorre quando os
bacteriéfagos se replicam em grande quantidade, e acabam lisando as bactérias
infectadas para liberar as particulas virais, com a finalidade de infectar novos
hospedeiros. O ciclo lisogénico é o processo de incorporacdao do fago no genoma
bacteriano. Os bacteriéfagos que realizam o ciclo lisogénico sdo chamados de
fagos temperados, e o DNA do fago integrado € chamado de profago (MARQUES,
2012).

Na conjugacdo, a transferéncia ocorre através do contato célula-a-célula,
entre uma bactéria doadora e uma bactéria receptora e € caracteristico dos
mecanismos de propagacdo de plasmideos capazes de realizar sua replicagéo e
mobilizagao independente, no cromossomo hospedeiro (THOMAS; NIELSEN, 2005).
E possivel que genes relacionados & viruléncia e patogenicidade sejam integrados
no cromossomo ou plasmideo através da agdo mediadora dos EGMs (FURUYA;
LOWY, 2006). Os plasmideos conjugativos tém sido citados como o vetor
particularmente comum e muito bem sucedido na transferéncia de genes (NORMAN
et al., 2009).

O processo de conjugagao se inicia com a presenga de um plasmideo em

uma bactéria, que ira expressar os genes necessarios para a montagem de uma



fimbria especializada, o chamado pilus sexual. Esta bactéria, chamada de doadora,
entdo se torna apta a transferir o plasmideo para uma bactéria que ndo possua um
pilus sexual, chamada de bactéria receptora. O pilus constitui um sistema de
secrecao tipo IV, que transmite proteinas efetoras entre varias espécies bacterianas,
e é composto de varias proteinas que formam um canal que atravessa a membrana
externa, o periplasma e a membrana interna. Estas proteinas sao codificadas por
genes que formam em geral um unico 6peron. O pilus sexual reconhece receptores
especificos na bactéria receptora, ligando-se a ela, e formando assim uma conexéo
entre as duas células. A seguir o pilus conjugativo € encurtado, resultando na
aproximacao das células. Uma copia do plasmideo é feita por replicacdo do DNA e é
passada da doadora para a receptora através de um canal especializado. Assim, a
bactéria doadora nao perde o plasmideo e a bactéria receptora se torna uma
potencial doadora para outras que nao o possuem (MARQUES, 2012).

De acordo com Silva e colaboradores (2004), a incidéncia de eventos de
transferéncia horizontal € significativamente maior entre os elementos da Classe |l
do que entre os elementos da Classe I. O motivo principal é a forma de transposicao
de DNA a DNA dos elementos da Classe Il. A principal fonte de variabilidade
genética realmente atuante sobre os elementos genéticos méveis é a transferéncia
génica lateral (Figura 1) (SILVA; KIDWELL, 2000).
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Figura 1. Mecanismos de Transferéncia Génica Lateral em organismos
procarioticos: 1- Processo de transducédo; 2-Processo de Conjugacgao; 3-Processo
de transposicao. Fonte: FROST et al., 2005.

A regulagéo dos elementos transponiveis no genoma ocorre de trés diferentes
formas, por auto-regulacao (o préprio elemento restringe seu movimento de acordo
com sua abundancia no genoma), controlada por fatores do hospedeiro ou
eliminagcdo através da acédo da selegdo natural (ALMEIDA; CARARETO, 2005).

Outro aspecto, pouco estudado sobre o impacto dos EGMs, é a domesticacao
(EGMs perdem a capacidade de transpor-se devido a perda ou degeneragdo de
parte de suas sequéncias estruturais, como por exemplo, inversdes repetidas).
Neste mecanismo o hospedeiro pode utilizar as propriedades deste elemento para
executar suas funcbdes celulares. Este processo foi descrito em eucariotos
(SINZELLE, et al., 2009), sendo raro em procariotos. Este fendmeno faz dos
elementos transposniveis importantes no processo evolutivo do genoma hospedeiro,

pois, estes elementos domesticados também apresentam altos niveis de expressao



10

dos genes, o que € incomum para um elemento transponivel (ALMEIDA,;
CARARETO, 2005).

2.2 Impactos dos EGMs

Um exemplo da influéncia dos EGMs é o recente estudo realizado com a
bactéria patogénica humana Clostridium difficile demonstrando a presenga de
grande quantidade de EGMs responsaveis pela patogenicidade e viruléncia. Os
principais fatores de viruléncia desta bactéria estdo contidos em ilhas gendémicas e
bacteriéfagos que modulam a expressao génica de toxinas e genes de resisténcia a
antibidticos. (MULLANY; ALLAN; ROBERTS, 2015).

O estudo realizado por Varani e colaboradores (2013) sobre o papel dos
fagos em bactérias fitopatogénicas, corrobora sobre o potencial destes elementos na
diferenciacado dos genomas. Um exemplo particular € a bactéria Xylella fastidiosa,
foi observado que fagos foram inseridos entre os genes que codificam proteinas nos
genomas de estirpes da América do Norte (Temeculal, GB514, M23, M23) estéo
ausentes nas estirpes da América do Sul (9a5c), promovendo assim, a diferenciagao
destes genomas

Outro exemplo é a bactéria Pectobacterium atrosepticum, um patégeno de
batata, o qual foi identificado dois profagos em seu genoma, denominados ECA29 e
ECAA41, os quais possuem o papel biolégico totalmente decifrado contribuindo para a
patogenicidade (VARANI et al., 2013).

No trabalho realizado por Parkhil e colaboradores (2003), as espécies
bacterianas: Bordetella bronchiseptica, Bordetella parapertussis e Bordetella
pertussis foram analisadas. Estas espécies sdo responsaveis por colonizarem as
vias respiratorias de mamiferos, causando doengas. Percebe-se uma variacdo da
patogenicidade destas espécies e este estudo sugeriu que B. bronchiseptica é
ancestral das outras duas espécies. As analises realizadas demonstraram que ISs
foram responsaveis pela diferenciagdo gendmica, sugerindo-se que a recombinagéo

entre os ISs foi a principal causa dos rearranjos gendmicos nas espécies, que
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também ocasionaram diferengas quanto a viruléncia (PARKHIL et al., 2003) (Figura

2).
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Figura 2. Comparagcdo gendbmica linear de B. pertussis, B. bronchiseptica e B.
parapertussis. Na parte superior, em B. pertussis, os tridngulos pretos representam ISs. No
centro, em B. bronchiseptica, as caixas rosa representam profagos. Na parte inferior, em
B. parapertussis, os triangulos pretos representam ISs. As linhas vermelhas entre os
genomas representam semlhangas no DNA entre duas sequéncias (Blastn matches).

Fonte: PARKHIL et al., 2003.
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2.3 Transposons do tipo Sequéncias de Insercgao (IS)

Sequéncias de insercéo (IS) sdo elementos genéticos moveis, caracterizados
por uma estrutura simples e compacta, na maioria das vezes constituida por um
unico gene que codifica a enzima transposase, proteina responsavel por sua propria
mobilidade, (MAHILON; CHANDLER, 1998) com comprimento entre 0,7 e 3,5 Kb.
Sao flanqueadas por Repetigdes Terminais Invertidas (IRs) que variam entre 5-200
pb, estas terminagdes contém as regides promotoras completas ou parciais do
elemento e sdo reconhecidas no momento de sua transposigao, além disso, muitas
ISs geram duplicagbes (DRs- Repeticbes Diretas) no sitio alvo, com comprimento
entre 2 e 14 pb (CHANDLER; MAHILON, 2002) . A sua multiplicagdo pode causar
variagdo no tamanho do genoma, ativar e inativar a expressao de genes adjacentes
e realizar varios tipos de rearranjos gendmicos, como delegdes, insergoes,
translocagdes entre grandes regides e também modificagdes pontuais ao longo das
sequéncias (TREANGEN et al., 2009) (Figura 3).

IR Transga;& IR

Figura 3. Modelo canbénico de um IS. DR (Repeticbes Diretas), IR (Repeti¢cdes
Invertidas). (IMAGEM CEDIDA POR MICHAEL CHANDLER)

Estudos recentes sugerem que a transposase € o gene mais abundante
presente nos bancos de dados publicos de genomas e metagenomas procarioticos e
eucarioticos (AZIZ et al., 2010). As sequéncias de inser¢cdo sao classificadas em
aproximadamente 30 familias, baseando-se em variadas caracteristicas
compartilhadas (CHANDLER; MAHILLON, 2002), incluindo: 1- tamanho e sequéncia
de repeticdes terminais invertidas (IRs); 2- tamanho e sequéncia de repetigdes
diretas (DRs); 3- organizagéo de suas ORFs; 4- sequéncias alvo em que se inserem.

Mas o principal fator de classificacdo é de acordo com o dominio catalitico das
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transposases, enzimas que catalisam seu movimento (SIGUIER; GOURBEYRE;
CHANDLER, 2014).

As transposases se diferenciam com base em seu dominio proteico, que pode
ser DDE (Acido Aspartico, Acido Aspartico e Acido Glutamico), DEDD (Acido
Aspartico, Acido Glutamico Acido Aspartico e Acido Aspartico), HuH (Tirosina
recombinase) e Ser (Serina). A maioria das familias codificam transposases do tipo
DDE, ou seja, possuem a triade de aminoacidos conservados Asp, Asp, Glu
(HAREN et al., 1999) (Figura 4).
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Figura 4. Distribuicdo das familias de ISs de acordo com o dominio protéico no
banco de dados ISfinder. O histograma demonstra o numero de ISs por familia,
depositadas no banco de dados até o ano de 2013. As linhas horizontais indicam o
namero e o tamanho relativo de diferentes subgrupos dentro de uma familia. Fonte:
SIGUIER; GOURBEYRE; CHANDLER, 2014.

Muitas sequéncias de inser¢gao também incluem genes acessérios envolvidos
na regulagdo de sua transposigédo, sendo especificos para cada familia e servindo
também na classificacdo destes elementos (SIGUIER; GOURBEYRE; CHANDLER,
2014) (Figura 5). Muitos destes elementos sdo raramente anotados, conhecidos

como MITEs (sequéncias que perderam sua transposase, permanecendo no
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genoma apenas suas inversdes terminais repetidas e repeticbes diretas) e MICs
(sequéncias que adquiriram genes passageiros, e também perderam sua
transposase) (Figura 5), e podem ser ativados por uma transposase intacta
relacionada a uma sequéncia de insercao presente na célula, e assim, permanecem
fornecendo a possibilidade de rearranjos gendmicos. Além disso, sua presencga pode
prover cicatrizes de eventos de recombinagao anteriores e sua analise detalhada &
capaz de fornecer informagdes de grande importancia para a compreensdo dos
diferentes genomas de uma unica espécie ou espécies distintas (SIGUIER et al.,
2012).

Também é possivel encontrar ISs portadores de genes passageiros, os quais
incluem genes reguladores de transcrigao, metiltransferases e genes que conferem
resisténcia a antibidticos. Podem ser encontrados ao lado do gene que codifica para
a transposase e normalmente estdo presentes em baixo numero de cépias no
genoma, muitas vezes em copias unicas (deixando a duvida se estdo ativos ou nao)
(SIGUIER; GOURBEYRE; CHANDLER, 2014).

MITE

1 Delecao da transposase

I + Genes passageiros

{1 [ )y ———————————- S—

I Delegao da transposase

MIC ﬁ ﬁ

Figura 5. Sequéncias de insergao e seus derivados. As setas de cor azul escuro
correspondem ao gene da transposase, as setas de coloragdo alaranjada
correspondem aos genes passageiros, as setas de cor azul claro, nas
extremidades, sdo as repeticdes terminais invertidas. Fonte: SIGUIER;
GOURBEYRE; CHANDLER, 2014.
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Os elementos transponiveis sdo raramente encontrados em sitios essenciais,
ou seja, regides que codificam genes importantes a sobrevivéncia do organismo,
como as regides regulatdrias. As sequéncias da familia 1S4, normalmente se
inserem na mesma regido do 6peron da galactosidase, as sequéncias da familia IS 1,
prevalentes em regides ricas nos nucleotideos AT (ALMEIDA; CARARETO, 2005).

Fazendo um balanco, os ISs podem ser vistos de duas formas que se
contrariam: em pequenas populagdes podem provocar mutagdes ou delegdes que
geram consequéncias negativas para seu nicho-ecoloégico, ou como agentes que
promovem evolucao adaptativa, pois em associagdo com outros elementos, elas
podem mediar a transferéncia de informagao genética, entre genomas ou em um
mesmo genoma (PARKHIL et al., 2003) dessa forma, também desempenham papel
no transporte de caracteres adaptativos, tais como por exemplo a resisténcia aos
antibiéticos (BOUTOILLE et al., 2004).

Podem ser encontradas no interior de plasmideos, variando sua ocorréncia de
1- 40% de acordo com o tamanho do plasmideo. Uma explicagao para isto é que os
plasmideos menores possuem apenas genes essenciais, enquanto que o0s
plasmideos maiores sao formados por genes responsaveis pela transferéncia génica
e assim podem adquirir transposons, sequéncias de insercdo e genes acessorios
durante o trajeto de um genoma a outro. (SIGUIER et al., 2006). Inseridos em
plasmideos os transposons tornam-se transferiveis para outras bactérias (BOERLIN;
REID-SMITH, 2008).

A presenca de ISs no genoma, permite a recombinacdo homdloga entre
elementos independentes, desde que cada elemento tenha uma cépia da mesma IS.
Este mecanismo foi observado em Escherichia coli durante o processo de
conjugacgao, quando o fator F sexual (proveniente do plasmideo), integra-se ao
cromossomo por recombinagéo entre as cépias de I1S2 ou IS3 (THOMAS; NIELSEN,
2005).

Ha um banco de dados publico especifico para armazenar ISs, conhecido
como ISfinder (https://www-is.biotoul.fr/), que possui cerca de 4.000 sequéncias de
insercao anotadas, o que representa apenas uma pequena quantidade do que ainda
ha para ser pesquisado, estimativas da equipe do ISfinder indicam mais de 30.000

ISs diferentes apenas nos genomas completos sequenciados disponiveis nas bases
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de dados publicas, além de conter informagdes sobre a classificagdo de familias de
ISs conhecidas (SIGUIER et al., 2012).

2.4 Diversidade microbiana do solo

Os micro-organismos constituem a forma de vida mais abundante e
diversificada do planeta Terra (WITHMAN; COLEMAN; WIEBE, 1998). E possivel
encontrar no solo micro-organismos pertencentes aos trés dominios bioldgicos,
sendo que a por¢cdo mais representativa € composta pelos dominios Bacteria e
Archea (WARD, 1998; HUNTER-CEVERA, 1998).

A quantidade e a diversidade de micro-organismos podem variar de acordo
com os diferentes tipos e condigdes do solo, prevalecendo na maioria das vezes, as
bactérias (WHITMAN et al. 1998). Estudos comprovam que a diversidade de micro-
organismos presente no solo € tdo vasta quanto desconhecida. Um grama de solo
pode apresentar cerca de 10 bilhdes de micro-organismos das mais variadas
espécies (ROSSELO-MORA; AMANN, 2001; DANIEL, 2005).

A principal fonte de matéria organica do solo é proveniente de residuos
vegetais, 0s micro-organismos s&0 0s principais responsaveis por realizar sua
decomposicao, sendo capazes de influenciar na dindmica da formagédo do humus e
também na estocagem de carbono e nutrientes (MATSUOKA; MENDES;
LOUREIRO, 2003).

As atividades microbianas estdo baseadas em sua notavel diversidade
metabdlica e plasticidade genética (KURTBOKE et al., 2004) o que os torna uma
importante fonte de recursos genéticos para o avango da biotecnologia e para o
desenvolvimento sustentavel (BORNEMAN et al., 1996).

Atualmente, metodologias moleculares, tais quais como a metagenémica, tém
contribuido massivamente no estudo da diversidade microbiana dos solos
(PEDRINHO et al., 2009).
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2.5 Biblioteca Metagenémica

A partir da década de 1980 microbiologistas ambientais perceberam que
somente uma pequena parcela de bactérias do solo, variando entre 0,1% a 1,0%,
era capaz de formar colénias em meios de cultivo (TRINGE; RUBIN, 2005,
TORSVIK, et al. 2002). Estima-se que menos de 10% dos micro-organismos
existentes no planeta tenham sido caracterizados e descritos (STALEY, 1998), 90 %
dos micro-organismos existentes ndo foram cultivados em laboratério, pois poucos
s&o cultivaveis (ATLAS; BARTHA, 1997).

A metagenbmica € uma nova tecnologia criada como forma de facilitar o
acesso ao estudo dos micro-organismos sem necessitar técnicas de cultivo. A
extracdo de acidos nucléicos totais e analise das sequéncias-alvo nas amostras
mistas de DNA de diversos micro-organismos vém sendo adotada como metodologia
padrédo para o estudo da diversidade microbiana do solo (HUGENHOLTZ et al.,
1998).

A partir da amplificacdo, clonagem e analise de segmentos de DNA
microbiano do solo, pode-se avaliar a fisiologia e a fungado de micro-organismos na
natureza. No solo, estudos envolvendo as sequéncias 16S do RNA/DNA ribossomal
com analises metagendmicas, se constituiram nos primeiros passos para a ligagao
da fisiologia e fungédo de sua microbiota total (RONDON, et al, 1999).

Através das bibliotecas metagenémicas, € possivel explorar a diversidade
genética de micro-organismos em determinado meio e novos genes que produzem
produtos biotecnoldgicos estdo sendo encontrados (HENNE et al., 2000; HONG et
al.,, 2007), além de oferecer oportunidades de compreender a interacdo de
comunidades microbianas e contribuir no estudo da conservagao do solo (MOCALI;
BENEDETTI, 2010).

Um exemplo foi o estudo realizado por Bingyong Mao e colaboradores (2015),
cujo interesse foi analisar os efeitos de fruto-oligossacarideos (um tipo de proé-
bidtico) sobre as bactérias do intestino de camundongos, investigadas através da
analise metagenémica de sequéncias 16S RNA-r. A observagdo mais surpreendente

foi uma estirpe da bactéria Olsenella, confirmada pela primeira vez utilizando fruto-
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oligossacarideos.

Atualmente também tem se realizado, grande quantidade de trabalhos
comparando-se diferentes ecossistemas, pois, entre toda a comunidade microbiana
existente, os procariotos, ainda sdo uma incognita para a ciéncia. Um exemplo € o
estudo realizado por Chistopher Staley e colaboradores (2015), cujo foco, foi a
analise da resisténcia das comunidades bacterianas a metais pesados no Rio

Mississipi, Estados Unidos.

2.6 Prospecgao génica em bibliotecas metagendmicas através da

Bioinformatica

Com o advento da metagenémica, uma grande quantidade de micro-
organismos foi descoberta, porém, a capacidade para produgao de informacdes era
muito limitada no inicio.

A primeira tecnologia de sequenciamento do DNA foi desenvolvida por
Sanger e colaboradores (1977), a qual se baseava no método por sintese
enzimatica de uma fita complementar, possibilitando assim, a evolugao dos primeiros
projetos de sequenciamento de genomas.

Com o passar dos anos, novas tecnologias de sequenciamento de DNA foram
desenvolvidas visando o sequenciamento em larga escala, sdo os chamados
“sequenciadores de nova geragao” (CARVALHO, SILVA, 2010).

O sequenciador [lllumina, assim como também, a plataforma de Sanger,
baseia-se no conceito de “sequenciamento por sintese”, diferenciando-se pela
capacidade de gerar maior quantidade de informagao. Esta técnica utiliza a enzima
DNA polimerase e nucleotideos terminadores marcados com diferentes fluoréforos.
A novidade da plataforma lllumina é a clonagem in vitro dos fragmentos em uma
plataforma soélida de vidro, processo também conhecido como PCR de fase sdlida
(TURCATTI, et al., 2008; CARVALHO, SILVA, 2010).

Atualmente, em decorréncia desses avangos em técnicas de sequenciamento

mais eficientes, os genomas de milhares de espécies se encontram em bancos de
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dados e ferramentas (ALTSCHUL et al., 1990).

O maior desafio atual é fazer com que além de acumular sequéncias, seja
possivel entender o funcionamento de novos genes e proteinas para seus nichos e
papel nos ciclos globais (STREIT; SCHMITZ, 2004). A acumulagdo macica de
genomas bacterianos sequenciados esta oferecendo oportunidades para o estudo
da organizagcdo, e compreensdo destes genomas. Esta area de investigacao
depende da comparagdo genbmica e anotagdo precisa dos genomas a serem
comparados. Além da anotacdo de ORFs (Open Reading Frame), ou seja,
sequéncias codificadoras, uma correta anotagcdo deve incluir também outros
elementos essenciais, como elementos genéticos moveis (EGM) (CRAIG, et al.,
2002).

Atualmente, sabe-se que grande parte dos genomas depositados nos bancos
de dados publicos ndo apresenta informagdo concisa e completa a respeito da
anotacao dos EGMs, principalmente em relacédo a ISs e profagos. A informacao de
anotacao se limita apenas a uma breve descrigdo da funcdo proteica, sendo
geralmente atribuida de forma automatica por programas de computador, sem uma
posterior etapa de validagcdo manual ou curadoria (MOCALI; BENEDETTI, 2010).

Sendo assim, o sucesso da utilizacdo da bioinformatica em projetos de
metagendmica de solo depende de uma combinagado de varios aspectos como,
selecdo de amostra adequada, métodos eficientes de extragdo de DNA, clonagem,
estratégias eficientes de rastreamento e sequenciamento, juntamente com a
melhoria do sistema de gerenciamento de dados, principalmente valorizando-se a
correta anotacdo de sequéncias através de uma precisa curadoria e novas
ferramentas da bioinformatica (MOCALI; BENEDETT]I, 2010).

2.7 MG-RAST e ISsaga 2.0

A plataforma de analise de dados metagenémicos MG-RAST, utilizada na
primeira frente de investigagao deste trabalho, possibilita uma analise automatizada

de metagenomas, fornecendo conhecimentos quantitativos sobre populagdes
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microbianas, através da comparagcdo de sequéncias com bases de dados ja
conhecidas. A plataforma MG-RAST foi langada em 2007 e possui mais de 12.000
usuarios registrados (MEYER, et al., 2008).

A plataforma MG-RAST atribui caracteristicas funcionais das sequéncias
metagendmicas comparando bancos de dados de proteina e nucleotideos. Resumos
filogenéticos e funcionais dos metagenomas sdo gerados, além disso, ha
ferramentas para analises comparativas de metagenomas. O servidor é
implementado em Perl, incluindo o SEED, BLAST, SQLite e Sun Grid Engine, como
componentes (MEYER, et al., 2008).

A plataforma ISsaga 2.0, utilizada na segunda frente de investigacdo deste
trabalho, € uma ferramenta desenvolvida para alta qualidade de anotagao de ISs,
sendo possivel o processamento de amostras de genomas e metagenomas e
comparagcao de sequéncias com o banco de dados ISfinder. Esta ferramenta foi
desenvolvida especificamente para analise de ISs, fornecendo também informacdes
sobre o contexto gendmico destes elementos (VARANI et al.; 2011).

O ISsaga é uma das secbes do ISfinder, definido como "Genomes", que
também inclui o ISbrowser, uma ferramenta de visualizagdo genomas de ISs, que
atualmente contém mais de 40 genomas anotados. E um servigo baseado na web
que inclui um conjunto de métodos para a identificacdo de ISs e esta disponivel
gratuitamente para a comunidade académica. Quanto maior a quantidade de ISs
adicionados ao |ISfinder, maior sera a eficiéncia de anotacdo de genomas
subsequentes e, portanto, o banco de dados depende de contribuicdes da
comunidade cientifica (VARANI et al.; 2011).

O sistema de anotagado semi-automatico do ISsaga, utiliza o Blast, algoritmo
em dois médulos: proteina e nucleotideos. Cada médulo consiste em um grupo de
programas como o BioPerl, Bourne Shell e linguagem PHP, executados no http
Apache manager (versdao 2.2.12), juntamente com uma base de dados
implementada pela MySQL (versao 5.1.37) (VARANI et al.; 2011).

No presente trabalho, foram utilizadas quatro amostras metagendmicas
provenientes de um projeto anterior desenvolvido no Laboratério de Bioquimica de
Micro-organismos e Plantas da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de
Jaboticabal, pela Dra. Eliamar Aparecida Nascibém Pedrinho. Com estas amostras,
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foi realizada a prospecgdo metagendmica de EGMs, do tipo IS, utilizando as
plataformas de analise de dados MG-RAST e ISsaga 2.0, com a finalidade de
descrever as familias de ISs encontradas, identificar novos elementos e
compreender os processos evolutivos existentes na microbiota do solo provenientes

de ambientes e estacdes climaticas distintas.
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3 MATERIAL E METODOS

A prospeccao metagenémica foi realizada em quatro amostras provenientes
do Laboratério de Bioquimica de Micro-organismos e Plantas da Faculdade de
Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal, coordenado pela Prof.2 Dra. Eliana
Gertrudes de Macedo Lemos. Estas amostras sao provenientes de um trabalho
anterior, realizado pela Dra. Eliamar Aparecida Nascibém Pedrinho, no trabalho
intitulado “Diversidade Microbiana e Construgdo de um ecochip para avaliagbes
ambientais”, processo FAPESP (n.° 09/54274-9) vinculado ao projeto tematico
(08/58114-3). Os subitens a seguir (3.1, 3.2, 3.3) sdo etapas integrantes do trabalho
realizado pela Dra. Eliamar. Os subitens (3.4 e 3.5) sdo etapas realizadas no

presente trabalho.

3.1 Coleta das amostras

As coletas foram realizadas na cidade de Santa Rita do Passa Quatro, interior
do Estado de Sao Paulo, em duas areas distintas: a primeira em area de cultivo de
cana-de-agucar localizado em uma propriedade particular (Fazenda Coqueiro),
(21°42'30.67"S 47°34'56.89"W) e a outra amostra foi coletada em uma Floresta
Nativa (Gleba Capetinga Leste do Parque Estadual de Vassununga), (21°42'34.62"S
47°34'30.04"W). Duas coletas foram realizadas em periodos sazonais distintos, a
primeira ocorreu no més de Fevereiro (periodo chuvoso) e a segunda em Novembro
(periodo de seca) (Tabela 1).

As amostras coletadas de solo com cultivo de cana-de-agucar foram
denominadas SCW (Sugarcane Wet) e SCD (Sugarcane Dry), e as amostras

coletadas de solo de floresta foram denominadas FW (Forest Wet) e FD (Forest
Dry).
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Tabela 1. Dados meteoroldgicos mensais fornecidos pela estagdo convencional
no ano de 2010, gentilmente cedidas pelo departamento de Ciéncias Exatas -
FCAV/UNESP Jaboticabal-SP.

Periodos de coleta

Dados meteorolégicos Fevereiro (SCW e FW) Novembro (SCD e FD)
Temperatura maxima (°C) 32 31

Temperatura minima (°C) 20,4 18,7

Temperatura média (°C) 25,3 241

Precipitagdo (mm) 150,7 100

As amostragens de solo foram obtidas em pontos distintos de 0-20 cm de
profundidade dentro de um quadrante, todos a partir dos vértices, distanciando 1m,
10m e 100m totalizando 10 pontos, sendo coletadas em tubos de P.V.C., os quais
foram identificados, acondicionados, armazenados em caixas térmicas com gelo e
enviados para o Laboratério de Bioquimica de Micro-organismos e Plantas (LBMP)
para a extragdo das amostras de DNA metagenémico sendo ambos situados na

Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias, UNESP, Campus Jaboticabal.

3.2 Extracao e quantificagao do DNA metagenémico

A extracdo do DNA total presente nas amostras dos solos foi realizada
utilizando o Kit FastDNA® SPIN Kit (BIO 101-QUANTUM BIOTECHNOLOGIES -
Catalogo n.° #6560-200. A quantificagéo foi feita através de eletroforese em gel de
agarose 1% (p/v), contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL). A eletroforese foi
realizada em uma cuba modelo Horizon 58 com uma aliquota de 3uL de DNA
adicionada de 3 uL de tampao de carregamento [0,025% (p/v) de azul de bromofenol
e 50% de glicerol (v/v)] e conduzida em tampao TBE 1X (Tris 89 mM, Acido Bérico
89 mM e EDTA 2,5 mM, pH 8,3), a 100V. Foi aplicado ao gel uma aliquota de
plasmideo pGEM (APPLIED BIOSYSTEMS) com concentragao conhecida (50 ng/uL)
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em diferentes volumes para comparar a intensidade de fluorescéncia emitida pelo
brometo de etidio e calculo da concentragdo do material. A visualizagao do DNA foi
realizada sob luz UV e a imagem foi documentada em um fotodocumentador (Bio-
Rad). A concentragdo de DNA também foi estimada em espectrofotométro Nano-
Drop ND-1000 (ThermoScientific).

3.3 Sequenciamento do DNA metagendémico

Para dosar a concentracdo dos DNAs utilizou-se Qubit (Invitrogen) e a
concentracao foi compativel com o} descrito no manual
TruSeq™"DNASamplePreparation V2 Guide. Apds o preparo das bibliotecas as
mesmas foram seqlenciadas utilizando-se plataforma Illumina®, equipamento
HiScanSQ, com bibliotecas do tipo “paired-end” com 2x100 pb. O delineamento
realizado foi feito calculando-se o numero de reads gerados e houve uma cobertura

satisfatoria para cada uma das amostras submetidas as analises.

3.4 Analise in silico

Inicialmente a analise foi realizada através da comparacdo das sequéncias
das amostras ja processadas com base de dados de sequéncias conhecidas,
através da plataforma de analise de dados de metagenomas MG-RAST
(http://metagenomics.anl.gov/) (MEYER et al., 2008), primeira frente de investigagao
(Metagenoma Total).

Através do upload dos dados provenientes do sequenciamento, a plataforma MG-
RAST realizou o controle de qualidade, a anotacdo automatizada e a analise das
amostras de DNA metagendmico.

As amostras montadas (de novo assembly) pelo pacote CLC Genomics

Workbench, foram analisadas através da plataforma MG-RAST e também pela
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plataforma ISsaga 2.0 (http:// http://issaga.biotoul.fr/ISsagal/issaga_index.php)
(VARANI et al., 2011), segunda frente de investigagdo (Metagenoma Montado). Em
ambas as abordagens os dados sobre a diversidade e classificagdo das familias de
ISs foram fornecidos.

As amostras do Metagenoma Total, em uma segunda analise, foram filtradas
contra o banco de dados de sequéncias de inser¢ao ISfinder, a prospecgao ocorreu
de forma exaustiva via programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) foi

otimizado com o "word size = 7" e com o filtro de complexidade desativado.

3.5 Anotagao gendémica

Apods a prospeccgao dos genes de interesse, foi realizada a caracterizagao do
contexto gendmico das sequéncias obtidas, utilizando-se da ferramenta Snap Gene
Viewer 2.8.2 (www.snapgene.com/). As sequéncias escolhidas para caracterizagéo
obedeceram aos seguintes critérios: a-) scaffolds prospectados das amostras de
Metagenoma Montado via plataforma ISsaga 2.0; b-) identificada sua classificagao

taxondmica; c-) estdo codificando transposases completas.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O presente trabalho teve como objeto de estudo sequéncias geradas em
estacdes climaticas diferentes, para os ambientes de cana-de-agucar (SCW e SCD)

e floresta nativa (FW e FD), obtidos por sequenciamento de nova geracgao.

4.1 Primeira Frente de Investigagdo MG-RAST (Analise de reads)

Para as amostras de solo de cana-de-agucar, foram obtidos um total de
60.606.976 (SCW) e 79.208.498 (SCD) reads; enquanto que para amostras de
floresta foram obtidos 63.679.540 (FW) e 64.384.450 (FD).

Dentre este conjunto de dados, os reads que codificam para transposases
foram prospectados e classificados, empregando-se a ferramenta MG-RAST.
Referente aos respectivos totais para cada uma das amostras foi classificado como
transposases pertencentes as mais diferentes familias: 101.981 (SCW/ 0,17%) e
298.036 (SCD/0.38%), 248.645 (FW /0,39%) e 254.320 (FD/ 0,40%) reads (Figura
6).

A - READS GERADOS B - READS IDENTIFICADOS COMO
TRANSPOSASE (MG-RAST)

B SCW
B SCD
OFwW

63.679.540;

EFD

Figura 6. Conjunto de dados utilizados na prospecgao de transposases. “A’-
Quantidade de reads gerados para cada amostra metagendémica. “B”- Quantidade de
reads identificados como transposases de acordo com a plataforma MG-RAST.
SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry).
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4.2 Classificagao Transposases MG-RAST

Conforme pode ser visualizado na figura 7, a plataforma MG-RAST utiliza um
sistema proprio de classificagdo de transposases, empregando termos genéricos
como “transposases” e “putative transposase”, entre outros, o qual ndo esta de
acordo com a classificagdo em familias apresentada pela literatura (Figura 4).

O resultado encontrado sugere que a plataforma MG-RAST pode estar
identificando sequencias parciais de transposases e classificando-as como
completas, também é possivel que esteja identificando genes com outras fungdes
como se fossem transposases.

Os ISs podem gerar diversas copias no genoma, principalmente quando sua
transposicao é de forma replicativa, através deste fato, € possivel supor que a
plataforma MG-RAST esta identificando transposases repetidas em um mesmo
genoma. Outra caracteristica de analises envolvendo dados de sequéncias nao
montadas (reads), é que a prépria técnica gera milhares de cdpias curtas para uma
mesma regiao da sequéncia, o que causa redundancia para os resultados.

Para todas as amostras a nomenclatura “transposase” foi a que obteve maior
abundéancia, em SCW (27,17%), SCD (25,91%), FW (29,71%) e FD (28,30%) (Figura
7) (APENDICE A - TABELA 1A).

A segunda classificagdo mais encontrada foi “putative transposase” em todas
amostras analisadas, SCW (21,48%), SCD (22,15%), FW (21,77%) e FD (21,53%).

A classificagcédo “transposase 1S4 family protein”, também demonstrou grande
abundéncia em todas as amostras, SCW (16,26%), SCD (15,0%), FW (14,15%) e
FD (14,96%).
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Figura 7. Classificagao de transposases (reads) mais representativas atribuidas pela plataforma MG-RAST. Valores totais de hits
encontrados para cada uma das amostras foram 1496 (SCW — Sugarcane Wet), 1691 (SCD — Sugarcane Dry), 1599 (FW —
Forest Wet) e 1639 (FD — Forest Dry). (APENDICE A - TABELA 1A).



29

4.3 Classificagao taxondémica para reads (MG-RAST)

Em relacdo a organizacdo taxonOmica destas transposases, o filo
Proteobacteria foi o mais abundante em SCW e SCD, contendo 20.618 (52,6%) e
58.118 (48,9%), respectivamente. O segundo filo mais abundante presente nas
amostras SCW e SCD foi das Actinobacteria com 5.113 (13,1%) e 21.405 (18%),
respectivamente. Em FW e FD, os filos bacterianos mais abundantes também foram
Proteobacteria com 48.734 (44,6%) e 51411 (48,9%) transposases,
respectivamente, e Actinobacteria com 31.893 (29,2%) e 23.258 (22,1%),
respectivamente. A abundancia de sequéncias para Proteobacteria e o
Actinobacteria também foi observado no trabalho realizado por Taketani e
colaboradores (2015), cujo interesse foi coletar amostras do solo de rizosfera, em
estacdes climaticas diferentes, ao longo do semiarido brasileiro, utilizando a
abordagem metagendmica.

De forma similar, Spain e colaboradores (2009) compararam a abundancia
relativa de Proteobacteria em diferentes solos, observando uma variagao de 25%
(solo de pradaria-EUA) a 50% (solo agricola com plantacao de milho-Brasil) do total
de sequéncias analisadas. A proporgcao de Proteobacteria encontrada nas amostras
confirma o resultado observado em solos brasileiros e também sob cultivo de cana-
de-agucar nos EUA, que foi de 48% (SPAIN et al., 2009).

E possivel compreender estes resultados, tendo como base, que o dominio
Bacteria € composto por 23 filos, alguns destes filos consistem em uma unica ou
poucas especies, enquanto os filos Proteobacteria, Firmicutes e Actinobacteria
incluem milhares de espécies, as quais correspondem a 90-95% de todas as
espécies de bactérias conhecidas (NUNES, 2006).

O filo Proteobacteria, por sua vez, constitui-se o maior e mais diverso grupo
dentre bactérias cultivadas, apresentando grande diversidade de morfologia e
metabolismo. Possui cinco subdivisdes: Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Deltaproteobacteria, Epsilonproteobacteria, e Gammaproteobacteria. Essas
bactérias estao relacionadas ao ciclo do nitrogénio, além de muitas serem
consideradas patogénicas (NUSSLEIN; TIEDJE, 1999). A presenca deste filo foi
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observada em todas as amostras de solo realizadas neste trabalho, confirmando
assim a abundancia destes micro-organismos no solo.

O filo Actinobacteria é representado por bactérias Gram-positivas, (GAO;
GUPTA, 2005) as quais estao distribuidas em ecossistemas aquaticos e terrestres e
possui organismos importantes na decomposi¢cdo da matéria organica e na formagéao
do humus, dentre outros papéis (GOODFELLOW; WILLIAMS, 1983).

Nas amostras analisadas, 14,75% dos dados ndo foram identificados pela
plataforma MG-RAST. Esse resultado é comumente encontrado em bibliotecas
metagendmicas, considerando o elevado indice de novidades de sequéncias obtidas
através desta abordagem. Uma grande quantidade destes dados devem ser melhor
explorados através da correta anotagéo de suas sequéncias, além de alguns dados
em que nao € possivel classificacdo por representarem filos inteiramente novos
(BRUCE, 2010).

Os géneros bacterianos mais abundantes em SCW s3o os géneros
Azospirillum e Mesorhizobium, com 2.102 (8,15%) e 1.885 (7,3%), respectivamente
(Figura 8) (APENDICE A - TABELA 2A); enquanto que em SCD o género bacteriano
mais abundante foi Streptomyces pertencente ao filo Actinobacteria, com 6.090
(6,93%) transposases, seguido do género Mesorhizobium, com 5.991 (6,82%)
transposases. De acordo com Pisa et al. (2011), Azospirillum e Mesorhizobium sao
bactérias Gram-negativas relacionadas a fixacdo de nitrogénio e podem
desempenhar importante papel no crescimento de plantas. Streptomyces séao
bactérias Gram-positivas filamentosas, abundante em solos, caracterizadas pela
capacidade de suprimir o crescimento de outros micro-organismos através da
produgao de metabdlitos secundarios, dessa forma, possui destaque em estudos de
bioprospecg¢éo, devido sua variabilidade na producdo de produtos (PONTIROLI et
al., 2013).

Em FW e FD, o género bacteriano mais abundante foi Mycobacterium, com
11.885 (14,48%) e 6.592 (8,36%) transposases, respectivamente. Bactérias do
género Mycobacterium sao Gram-positivas, encontradas nos mais diversos
ambientes, sapréfitas de vida livre ou potenciais patégenos humanos (PONTIROLI et
al.,2013).
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De acordo com Mabhillon e Chandler (1998), a familia IS3, € amplamente
encontrada em diversas espécies de bactérias. Seu conteudo G+C assemelha-se ao
seu hospedeiro, o qual, em Micobactérias chega até mesmo a 70%.

Em trabalhos anteriores, foi observado que os genomas de bactérias
classificadas como Proteobacterias, do género Shigella, Yersinia e Bordetella s&o
enriquecidos com sequéncias de insercdo (YANG et al., 2005;; PARKHILL et al.,
2003).

No trabalho realizado por Touchon e Rocha (2007), sobre a abundancia de
sequéncias de insergdo em genomas procarioticos, foram examinados 227 genomas
bacterianos, chegando a conclusao que alguns genomas sao particularmente ricos
em ISs. Por exemplo, nos seguintes genomas foram encontrados mais de 60 ISs
completos: Sulfolobus sulfataricus (Archea), Bacillus halodurans (Firmicutes),
Nitrobacter winogradskyi (Proteobacteria), Bordetella pertussis (Proteobacteria),

Shigella sonnei (Proteobacteria) e Mycoplasma mycoides (Tenericutes).
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Figura 8. Porcentagem dos géneros taxondmicos mais abundantes, identificados a partir dos reads classificados como transposases,
pela plataforma MG-RAST para as amostras SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry).
(APENDICE A - TABELA 2A)
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4.4 Segunda Frente de Investigacao: Classificagado MG-RAST - Metagenoma
Montado (Scaffolds)

Os resultados observados através da analise do Metagenoma Montado
(scaffolds) pela plataforma MG-RAST, é semelhante ao resultado encontrado para a
analise do Metagenoma Total (reads).

A plataforma MG-RAST, n&o classificou os scaffolds identificados como
transposases, em familias de ISs de acordo com a literatura (Figura 4).

A nomenclatura “transposase” foi a prevalecente em todas as amostras, em
SCW (27,65%), SCD (28,64%), FW (32,84%) e FD (29,73) (Figura 9) (APENDICE A
- TABELA 3A).

A nomenclatura “putative transposase” foi a segunda classificagdo mais
abundante, em SCW (18,30%), SCD (19,04%), FW (19,54%) e FD (18,37%).

Também foi realizada a classificagcao taxondmica dos scaffolds através da
plataforma MG-RAST, sendo observado um resultado semelhante a analise dos
reads. Como exemplo, o género Mycobacterium também foi predominante nas
amostras FW (9,34%) e FD (6,41%) (Figura 10) (APENDICE A - TABELA 4A).

Na amostra SCW o resultado também foi semelhante, predominando os
géneros Azospirillum e Mesorhizobium, com 5,37% e 4,28%, respectivamente. Na

amostra SCD predominou o género Mesorhizobium, com 5,38%.
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Figura 9. Classificacdo de transposases (scaffolds) mais representativas atribuidas pela plataforma MG-RAST para as amostras
SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry). (APENDICE A - TABELA 3A).
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Figura 10. Porcentagem dos géneros taxondmicos mais abundantes, identificados a partir dos scaffolds classificados como

transposases, pela plataforma MG-RAST para as amostras SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD
(Forest Dry). (APENDICE A - TABELA 4A).
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4.5 Classificagao ISsaga 2.0 - Metagenoma Montado (Scaffolds)

As andlises de diversidade e classificacdo das familias de transposases,
utilizando as amostras montadas pelo pacote CLC Genomics Workbench, foram
conduzidas também através da plataforma ISsaga 2.0. A amostra SCW forneceu
86.236 (17%) scaffolds, de um total de 94.973.352 pb, enquanto a amostra SCD
forneceu 212.354 (42%) scaffolds, de um total de 243.420.202 pb. Na amostra FW
foram fornecidos 100.775 (20%) scaffolds, de um total de 115.036.043 pb e a
amostra FD forneceu 106.859 (21%) scaffolds, de um total de 130.318.256 pb
(Figura 11).

A - SCAFFOLDS GERADOS B-SCAFFOLDS IDENTIFICADOS COMO
TRANSPOSASE (ISsaga 2.0)

B SCW
B SCD
OFD
B FW

Figura 11. “A’- Quantidade de scaffolds gerados para cada amostra
metagendmica. “B”- Quantidade de sequéncias de transposases identificadas
em scaffolds através da plataforma ISsaga 2.0. SCW (Sugarcane Wet), SCD
(Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry).
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4.6 Classificagao transposases ISsaga 2.0

Para a amostra SCW foram encontradas 98 ORFs (Open Reading Frame), 12
completas, 9 parciais e 77 ndo categorizaveis (Figura 12) (APENDICE A - TABELA
5A). Foram preditas 94 ISs diferentes, prevalecendo a familia de elementos nao
classificados, ISNCY (38,30%), indicando a possibilidade de identificacédo de novas
familias de transposases. Nesta familia, incluem-se as ISs em que o dominio
catalitico da transposase ainda nao € claro, ou porque ha uma série de potenciais
residuos cataliticos ou porque ndo ha um numero suficiente de exemplos para definir
os residuos altamente conservados, os membros deste grupo muitas vezes
emergem como novas familias de transposases (SIGUIER, 2015). Além disso, este
resultado merece ser melhor explorado, ja que, comparando-se esta amostra, com o
banco de dados ISfinder, a familia ISNCY n&o é a mais abundante no banco de
dados, como foi na amostra (Figura 4).

Na amostra SCD foram estimadas 219 ORFs, 53 completas, 60 parciais e 106
n&do categorizaveis. Foram preditas 196 ISs, sendo 193 diferentes. Para a amostra
FW, foram encontradas 119 ORFs, 14 completas, 38 parciais e 67 nao
categorizaveis. A predicao indicou 112 ISs, sendo 109 diferentes. A familia IS7710
prevaleceu nas amostras SCD (16,33%) e FW (19,64%). Na amostra FD foram
encontradas, 156 ORFs, 30 completas, 59 parciais e 67 ndo categorizaveis. Foram
preditas 141 ISs diferentes, prevalecendo a familia IS630 (15,49%).

A familia IS5é uma das mais encontradas no banco de dados [Sfinder,
enquanto nas amostras analisadas, o resultado ndo segue esta proporgédo, em SCW
(5,32%), SCD (3,57%), FW (3,57%) e FD (7,75%).

Através destes resultados encontrados € possivel perceber o potencial destes
dados para identificagdo de novas familias de transposases, além da necessidade

de maior compreensao do papel funcional destas sequéncias.
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Figura 12. Classificagdo de transposases (scaffolds) mais representativas atribuidas pela plataforma ISsaga 2.0 para as amostras

SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry). (APENDICE A - TABELA 5A).
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4.7 Classificagdao Taxondémica ISsaga 2.0

Quanto a distribuicao taxonémica, o programa ISsaga 2.0 disponibiliza tabelas
que demonstram as provaveis espécies encontradas em cada amostra. Porém, nas
amostras observadas, a maior parte dos dados nao foi possivel classificar (Tabelas
2, 3, 4 e 5). O programa ISsaga 2.0 classificou 21,66% dos scaffolds em grupos
taxondmicos, posteriormente, utilizando a plataforma Taxonomy Browser
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/), foi possivel identificar os reinos a
que pertencem estas espécies, sendo, o filo Proteobacteria (34,3 %) mais

prevalente, seguido do filo Actinobacteria (27,08%).

Tabela 2. Distribuicdo taxondmica
da amostra SCW, de acordo com o
programa ISsaga 2.0

Espécie Abundancia

~
N

Nao classificado

Thermus thermophilus
Aromatoleum aromaticum
Allochromatium vinosum
Anaeromyxobacter Fw109
Opitutus terrae
Actinoplanes missouriensis
Anaerolinea thermophila
Candidatus koribacter
Leptothrix cholodnii
Mesorhizobium australicum

Polymorphum gilvum

A A NN 2 A A a DN W N

Starkeya novela




Tabela 3. Distribuicdo taxondémica
da amostra SCD, de acordo com o

programa ISsaga 2.0

Espécie

Abundancia

Nao classificado

Delftia Cs1

Nocardia brasiliensis
Streptomyces coelicolor
Terriglobus roseus

Truepera radiovictrix
Rhodopseudomonas palustres
Actinoplanes friuliensis
Aminobacterium colombiense
Bradyrhizobium japonicum
Candidatus koribacter
Caulobacter K31
Ignavibacterium album

Marinithermus hydrothermalis
Methylocella silvestres

Mycobacterium smegmatis

Oceanithermus profundus
Rhizobium leguminosarum
Rhodococcus equi
Rubrobacter xylanophilus
Streptomyces coelicolor
Thermaerobacter marianensis
Thioalkalivibrio nitratireducens

Xanthobacter autotrophicus

187

w

[ UL U U U U U U U U U U U U U U U U G LS O N S I oS BN O ]

40



Tabela 4. Distribuicdo taxonémica
da amostra FW, de acordo com o
programa ISsaga 2.0

Espécie Abundancia

©
N

N&o classificado
Candidatus solibacter
Nocardiopsis dassonvillei
Xylanimonas cellulosilytica
Actinoplanes missouriensis
Catenulispora acidiphila
Agromonas oligotrophica
Anaerolinea thermophila
Cellulomonas fimi

Frankia EAN1pec
Methylobacterium nodulans
Mycobacterium JDM601

Nocardiopsis alba

=) A A A A A A a DN W WwWw N

Sphaerobacter thermophilus

Tabela 5. Distribuicdo taxonémica
da amostra FD, de acordo com o
programa ISsaga 2.0

Espécie Abundancia

-
w
©

Nao classificado
Stigmatella aurantiaca
Candidatus solibacter
Acidobacterium capsulatum
Opitutus terrae

Bordetella avium
Candidatus koribacter

Dinoroseobacter shibae

B N = G I \G I O B e )]

Thermus thermophilus
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4.8 Comparagdoes dos resultados do MG-RAST (reads) contra o banco de
dados ISfinder

As sequéncias obtidas com a fungao transposase pela base de dados MG-
RAST, foram filtradas através do banco de dados ISfinder (https://www-is.biotoul.fr/).
Através desta comparagao foi possivel observar que a plataforma MG-RAST,
classificou com a fungao “transposase” sequéncias pertencentes a outras funcoes.
Na amostra SCW, a plataforma MG-RAST havia identificado 101.981 sequéncias
com a fungao transposase, quando comparado ao ISfinder, foi identificado apenas
23.398 sequéncias com esta fungdo. O mesmo foi observado nas demais amostras,
em SCD, a plataforma MG-RAST havia identificado 298.036 sequéncias com esta
funcdo, quando comparado ao ISfinder, o numero de sequéncias diminuiu para 66.
190. Na amostra FW, a plataforma MG-RAST havia identificado 248.645
sequéncias, comparando-se ao ISfinder, foram identificadas 58.439 sequéncias para
a funcédo “transposase”. Para a amostra FD, a plataforma MG-RAST identificou
254.320 transposases, enquanto comparando-se com o ISfinder, foram identificadas

57.568 sequéncias para esta fungao (Figura 13).

A-TRANSPOSASES (MG-RAST) B- TRANSPOSASES (MG-
RAST/ISfinder)

B SCW
ESCD
OFwW

EFD
248.645;

Figura 13. “A”’- Quantidade de transposases identificadas pela plataforma MG-
RAST. “B”- Transposases identificadas pelo MG-RAST apéds filtragem pelo
banco de dados ISfinder. SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW
(Forest Wet) e FD (Forest Dry).
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O resultado encontrado demonstrou a familia 1IS770 como predominante em
todas as amostras, SCW (14,09%), SCD (16, 97%), FW (15,27%) e FD (15,99%),
sua maior abundancia foi observada na amostra SCD (Figura 14) (APENDICE A -
TABELA 6A).

Este resultado pode ser explicado pelo fato de que a familia IS770 € uma das
mais prevalecentes em procariotos, sendo a terceira familia com maior abundancia
de sequéncias depositadas no banco de dados ISfinder, correspondendo a cerca de
250 sequéncias diferentes, distribuidas em aproximadamente 130 espécies de
bactérias e arqueas (SIGUIER et al, 2015) (Figura 4).

A familia 1IS7110 possui sequéncias que variam entre 1136 e 1558 pb, mas a
maioria possui uma média de 1450 pb. Todos os membros desta familia ndo possui
IRs, ou s&o muito pequenas (<7 pb) e geralmente ndo criam DRs. Esta familia difere
das demais por ser a unica que possui o dominio catalitico DEDD (CHANDLER,;
MAHILON, 2002)..

A familia IS630 foi a segunda com maior abundancia na maioria das
amostras, SCD (8,93%), FW (10,68%) e FD (11,58%), exceto na amostra SCW
(10,91%), onde a familia IS5, foi a segunda mais predominante. A maior quantidade
de ISs pertencentes a familia IS630, foi encontrada na amostra FD. No banco de
dados ISfinder esta familia também é abundante, possui 160 membros, pertencentes
a cerca de 80 espécies de bactérias e arqueas (SIGUIER et al, 2015) (Figura 4).

As sequéncias de insercao pertencentes a esta familia variam de 1100 a 1200
pb, movimentam-se pelo mecanismo “corta e cola” e possuem semelhancas
significativas com o elemento transponivel identificado em eucariotos Tc1/mariner.
Além disso, analises demonstram que a familia IS630 possui preferéncia pela
sequéncia alvo 5-CTAG-3', dessa forma, apresentam alta especificidade alvo
(CHANDLER; MAHILON, 2002).

A familia IS5 foi abundante em todas as amostras, SCW (11,53%), SCD
(8,26%), FW (8,60%) e FD (8,99%), sendo a segunda mais encontrada na amostra
SCW. Este resultado ja era o esperado, ja que esta familia de ISs é a que possui
maior quantidade de sequéncias depositadas no banco de dados ISfinder,
juntamente com a familia 1S3, correspondendo a total de 564 membros (SIGUIER et

al, 2015) (Figura 4). Esta familia € muito heterogénea, o seu comprimento varia de
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850 pb e 1643 pb, a principal caracteristica que define este grupo é a semelhancga
em suas transposases. Esta familia foi dividida em seis subfamilias (1IS903, ISL2,
ISH1, 1S5, IS1031 e 1S427) e os membros de cada familia podem gerar DRs com
comprimentos semelhantes (CHANDLER; MAHILON, 2002).

A familia 1S3, é conhecida por ser uma das mais abundantes no banco de
dados, apresenta um total 554 membros, distribuidas em aproximadamente 270
diferentes espécies de bactérias (Figura 4). As amostras analisadas nao seguem
esta propor¢cao do banco de dados. A propor¢cdo encontrada nas amostras foi: em
SCW (6,88%), SCD (5,54%), FW (5,20%) e FD (5,24%). @ Também foi encontrada
em todas as amostras, a familia de elementos nado classificados, ISNCY, SCW
(3,59%), SCD (2,28%), FW (2,54%) e FD (1,97%). O que fornece a possibilidade de
identificacdo de novas familias de transposases. A amostra SCW apresentou maior

abundancia de elementos desta familia.
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Figura 14. Classificagdo de transposases (reads) mais representativas atribuidas pela plataforma MG-RAST ap6s filtragem através
do banco de dados de sequéncias de inserg¢éo ISfinder para as amostras SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest
Wet) e FD (Forest Dry). (APENDICE A - TABELA 6A).
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4.9 Comparacao plataforma MG-RAST/ISfinder X ISsaga 2.0

MG-RAST e ISsaga 2.0 recuperaram 902.982 e 543 transposases,
respectivamente. MG-RAST classificou 85,25% dos reads em grupos taxonémicos
distintos, sendo o filo Proteobacteria o mais prevalente. ISsaga 2.0 classificou
21,66% dos scaffolds em grupos taxonémicos, onde o filo Proteobacteria também foi
o mais prevalente. Quando os resultados do MG-RAST sao confrontados com banco
de dados ISfinder, observa-se que 77,23% das transposases preditas sao predi¢coes
falso positiva (Figura 13). Comparando-se os dados obtidos pelo programa ISsaga
2.0 (scaffolds), com os dados fornecidos pela plataforma MG-RAST (reads) e
classificados através do banco de dados ISfinder, € possivel observar que a familia
IS710 foi a mais abundante em SCD 16,97% (MG-RAST/ISfinder); 16,33% (ISsaga
2.0) e FW 15,27% (MG-RAST/ISfinder); 19,64% (ISsaga 2.0) para os dois métodos
analisados, além de demonstrar grande abundancia nas demais amostras, em SCW
14,09% (MG-RAST/ISfinder); 4,26% (ISsaga 2.0) e FD 15,99% (MG-RAST/ISfinder);
12,68% (ISsaga 2.0).

A familia ISNCY foi encontrada em todas as amostras e em ambos os
métodos comparados, sua maior abundéancia foi obtida na amostra SCW 3,59%
(MG-RAST/ISfinder); 38, 30% (ISsaga 2.0). Dessa forma, é possivel confirmar, a
existéncia de ISs nao classificados no metagenoma de todas as amostras de solos
analisados, abrindo-se uma grande perspectiva para a descoberta de novas familias
de ISs.

A familia 1S630, também demonstrou grande abundéancia, particularmente na
amostra FD 11,58% (MG-RAST/ISfinder); 15,49% (ISsaga 2.0), sendo a mais
encontrada pelo programa ISsaga 2.0 e a segunda mais encontrada pela plataforma
MG-RAST nesta amostra.

Quanto a classificagao taxonémica, a plataforma MG-RAST, fornece muitas
possibilidades de identificagdo, quanto ao reino, filo, classe, ordem, familia, género
ou espécie taxondmica, classificando os “reads” encontrados em cada amostra. O
programa ISsaga 2.0, fornece a classificagdo em nivel de espécie, que pode ser

extrapolado para qualquer outro nivel taxonémico.
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4.10 Caracterizagao do Contexto Genémico

Utilizando-se da ferramenta Snap Gene Viewer 2.8.2 (www.snapgene.com/)
foi realizada a caracterizacdo do contexto genémico (Figura 15, 16, 17 e 18). As
sequéncias escolhidas para caracterizagdo obedecem aos seguintes critérios: sao
scaffolds prospectados das amostras de Metagenoma Montado via plataforma
ISsaga 2.0; foi identificada sua classificacédo taxonémica; e contém transposases
completas.

Observando-se o Scaffold 85 é possivel observar a presenca de dois ISs
completos, pertencentes a familia 1S630. Esta familia possui membros que variam
de 1100 a 1200 pb e de acordo com Siguier e colaboradores (2015) dos 160
membros depositados no banco de dados ISfinder, 90 apresentam duas ORFs que
codificam a transposase, sugerindo assim, a possiblidade de apenas um IS
identificado neste scaffold. O Scaffold 1371 apresentou um unico gene codificando a
transposase da familia 1IS630.

No Scaffold 226 foram identificados transposases pertencentes a familia IS5 e
também uma proteina chamada “Soj”. De acordo com o trabalho realizado por
Lasocki e colaboradores (2007) em Pseudomonas aeruginosa, esta proteina esta
relacionada ao crescimento bacteriano, a segregagdo dos cromossomos e a
motilidade.

Em todos os genes com ISs da familia IS21 (Scaffold 221 e Scaffold 2.529),
foi possivel observar sempre a presenga de duas sequéncias proximas identificadas
como pertencentes a esta familia. Este evento pode ser explicado pelo fato que
membros da familia IS271 codificam dois genes, um para transposase chamado istA,
e um gene “auxiliar” chamado istB (SIGUIER et al., 2015).

No Scaffold 2.621 foram identificados dois ISs completos pertencentes a
familia IS97 e um IS nado categorizavel, pertencente a familia IS770, aléem de duas
proteinas proximas aos ISs. De acordo Siguier e colaboradores (2015), os ISs da
familia IS97 apresentam de 1.500 a 2.000 pb e possuem uma unica ORF que
codifica para a transposase. Os dois ISs identificados apresentam respectivamente,

879 pb e 1128 pb, sugerindo-se assim, que sejam um unico IS.
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Nos Scaffolds 581 e 1.895 foi identificado um IS completo pertencente a
familia IS 1634, caracterizada principalmente por grandes transposases devido a um
dominio de inserg¢ao B-Strand, também possuem uma unica ORF que codifica para a
transposase (SIGUIER et al., 2015). No Scaffold 581 também foi identificado a
presenca de trés proteinas, entre elas a “intA”, uma enzima conhecida como
“‘integrase”, presente em profagos, responsavel por liga-se ao DNA da célula
infectada.

Foi possivel identificar no Scaffold 197 a presenca de dois ISs pertencentes a
familia ISKra4, um é completo (1.206 pb) e o outro € nao categorizavel (402 pb). Os
membros desta familia variam de 1.250 pb a 3.700 pb e podem apresentar mais de
uma ORF que codifica para a transposase, dessa forma, € possivel que as duas
ORFs encontradas fagam parte de um unico ISKra4 (SIGUIER et al., 2015).

Nos Scaffolds 1.178 e 772 foram identificados I1Ss completos pertencentes a
familia 1S200_605, os quais caracterizam-se por codificarem um ou dois genes para
a transposase, e variam de 600 a 2.000 pb (SIGUIER et al., 2015).. E possivel que
no Scaffold 772 as duas ORFs identificadas pertengam a um unico IS, ja que a
menor ORF possui apenas 351 pb .

Através desta analise do contexto gendmico foi possivel compreender melhor
sobre as principais caracteristicas de algumas familias de ISs, abrindo novas
perpectivas de estudos no campo dos EGMs, como verificar a ocorréncia de TGL,

transporte de genes passageiros pelos ISs, entre outros.
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Figura 15. Representacdo esquematica do contexto gendmico de ISs

pertencentes a amostra SCW (Sugarcane Wet). A escolha das sequéncias
obedece a critérios citados no texto.
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Figura 16. Representacdo esquematica do contexto gendmico de ISs
pertencentes a amostra SCD (Sugarcane Dry). A escolha das sequéncias

obedece a critérios citados no texto.
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Figura 17. Representacdo esquematica do contexto gendmico de ISs
pertencentes a amostra FW (Forest Wet). A escolha das sequéncias obedece a
critérios citados no texto.
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Figura 18. Representacdo esquematica do contexto gendmico de ISs
pertencentes a amostra FD (Forest Dry). A escolha das sequéncias obedece a
critérios citados no texto.
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5 CONCLUSOES

Através da analise dos dados, foi possivel perceber que a plataforma MG-
RAST apresenta deficiéncias para identificagdo de transposases, enquanto a
ferramenta ISsaga 2.0 oferece uma metodologia mais precisa para identificacéo de
transposases em dados de metagenomas.

Também foi possivel notar, a grande quantidade de ISs pertencentes a familia
ISNCY, confirmando o grande potencial destes dados para identificagdo de novas
familias de transposases. A familia IS 770 demonstrou grande abundéncia da familia
em todas as amostras, nas duas frentes de investigagcao. Além disso, € importante
ressaltar que nenhum IS previamente descrito na literatura foi identificado.

Quanto a analise dos géneros bacterianos mais abundantes, de acordo com a
plataforma MG-RAST, em SCW foi o género Azospirillum, enquanto que em SCD foi
o Streptomyces e em FW e FD, o género bacteriano mais abundante foi
Mycobacterium.

A analise precisa de transposases em dados de metagenomas pode fornecer
a identificacdo de novos ISs, auxiliando a descoberta de novas familias de
transposases e que em ultima instancia pode auxiliar a revelar novos mecanismos

de transposigao.
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6 PERSPECTIVAS

e Submissio de ISs a Base de dados ISfinder.

¢ Anotagao de ISs completos, verificando a ocorréncia de mecanismos de TGL.
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APENDICE A

TABELA 1A. Classificagao de transposases (reads) mais representativas atribuidas pela plataforma MG-RAST. Valores totais de hits encontrados
para cada uma das amostras foram 1496 (SCW — Sugarcane Wet), 1691 (SCD — Sugarcane Dry), 1599 (FW — Forest Wet) e 1639 (FD — Forest
Dry), em detalhes o numero de reads identificados para cada classificacdo e abundancia relativa.

SCwW SCD FW FD

N.°reads Abund. N.°reads Abund. N.°reads Abund. N.°reads Abund.
transposase 21876  27,17% 62447 2591% 57340 29,71% 55606 28,30%
putative transposase 17290 21,48% 53386 22,15% 42015 21,77% 42310 21,53%
transposase 1S4 family protein 13092 16,26% 36151 15,00% 27299 14,15% 29399 14,96%
transposase 1S116/I1S110/IS902 family protein 7167 8,90% 25267 10,48% 18651 9,67% 18540 9,44%
transposase, I1IS605 OrfB family 5379 6,68% 15985 6,63% 7754 4,02% 9872 5,02%
transposase mutator type 2817 3,50% 7728 3,21% 7648 3,96% 6410 3,26%
transposase 1S66 1935 2,40% 5359 2,22% 4001 2,07% 4643 2,36%
transposase, 1S204/1S1001/1S1096/1S1165 family protein 1897 2,36% 6316 2,62% 6626 3,43% 7522 3,83%
rhodopirellula transposase 368 0,46% 2173 0,90% 2179 1,13% 1939 0,99%
transposase IS3/IS911 family protein 738 0,92% 4737 1,97% 1983 1,03% 1952 0,99%
transposase Tn3 family protein 718 0,89% 3746 1,55% 1334 0,69% 1406 0,72%
transposase, IS5 family, truncation 371 0,46% 1552 0,64% 1358 0,70% 980 0,50%
ISSpo2, transposase 349 0,43% 1560 0,65% 1131 0,59% 1472 0,75%
transposase IS111A/1IS1328/1S1533 594 0,74% 1178 0,49% 1625 0,84% 1005 0,51%
IS630 family transposase 500 0,62% 1389 0,58% 1029 0,53% 1251 0,64%

ISRSO5-transposase protein 297 0,37% 1963 0,81% 815 0,42% 937 0,48%




TABELA 2A. Porcentagem dos géneros taxondmicos mais abundantes, identificados a partir dos reads
classificados como transposases, pela plataforma MG-RAST para as amostras SCW (Sugarcane Wet),
SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry).

SCwW SCD FW FD
N.° N.° N.° N.°

Géneros reads  Abund. reads  Abund. reads  Abund. reads  Abund.
Streptomyces 1439 5,58% 6090 6,93% 6665 8,12% 5853 7,42%
Mesorhizobium 1885 7,30% 5991 6,82% 5728 6,98% 5600 7,10%
Azospirillum 2102 8,15% 5979 6,80% 4326 5,27% 4694 5,95%
Aromatoleum 1554 6,02% 5172 5,88% 4412 5,37% 4816 6,10%
Mycobacterium 1131 4,38% 5031 5,72% 11885 14,48% 6592 8,36%
Rhodococcus 1214 4,70% 4732 5,38% 7780 9,48% 5793 7,34%
Rhizobium 637 2,47% 2799 3,18% 1814 2,21% 2166 2,75%
Bradyrhizobium 1124 4,36% 2716 3,09% 2399 2,92% 2280 2,89%
Burkholderia 734 2,84% 2635 3,00% 2020 2,46% 2262 2,87%
Ktedonobacter 652 2,53% 2382 2,71% 724 0,88% 1114 1,41%
Frankia 482 1,87% 2355 2,68% 1766 2,15% 1859 2,36%
Nitrobacter 776 3,01% 2266 2,58% 2232 2,72% 2202 2,79%
Symbiobacterium 454 1,76% 2219 2,52% 1502 1,83% 1511 1,92%
Anabaena 1348 5,22% 2016 2,29% 742 0,90% 1066 1,35%
Stigmatella 579 2,24% 1993 2,27% 1568 1,91% 1800 2,28%
Agrobacterium 590 2,29% 1676 1,91% 1580 1,92% 1727 2,19%
Nostoc 1314 5,09% 1904 2,17% 661 0,81% 973 1,23%
Magnetospirillum 682 2,64% 1807 2,06% 1764 2,15% 1773 2,25%
Octadecabacter 478 1,85% 929 1,06% 1553 1,89% 1643 2,08%
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TABELA 3A. Classificagdo de transposases (scaffolds) mais representativas atribuidas pela plataforma MG-RAST para as amostras SCW
(Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry), em detalhes o nimero de scaffolds e abundancia relativa.

SCwW SCD FW FD

N.° Scaff. Abund. N.° Scaff. Abund. N.° Scaff. Abund. N.° Scaff. Abund.
transposase 831 27,65% 2895 28,64% 1998 32,84% 1855 29,73%
putative transposase 550 18,30% 1925 19,04% 1189 19,54% 1146 18,37%
transposase 1S4 family protein 533 17,74% 1530 15,13% 934 15,35% 1066 17,09%
transposase 1S116/1S110/1S902 family protein 371 12,35% 1103 10,91% 658 10,82% 743 11,91%
transposase I1S66 85 2,83% 239 2,36% 175 2,88% 195 3,13%
transposase, IS605 OrfB family 121 4,03% 652 6,45% 146 2,40% 236 3,78%
transposase, mutator type 84 2,80% 262 2,59% 171 2,81% 175 2,80%
transposase 1S3/1S911 family protein 34 1,13% 105 1,04% 99 1,63% 87 1,39%
transposase, 1S204/1S1001/I1S1096/1S1165 family
protein 47 1,56% 274 2,71% 130 2,14% 134 2,15%
transposase Tn3 family protein 22 0,73% 257 2,54% 76 1,25% 58 0,93%
insertion sequence transposase protein 20 0,67% 55 0,54% 37 0,61% 49 0,79%
transposase IS111A/1S1328/1S1533 34 1,13% 72 0,71% 57 0,94% 58 0,93%
IS630 family transposase 17 0,57% 70 0,69% 30 0,49% 33 0,53%
transposase, IS5 family, truncation 39 1,30% 42 0,42% 52 0,85% 55 0,88%
rhodopirellula transposase 25 0,83% 86 0,85% 59 0,97% 52 0,83%

transposase 1S200-family protein 26 0,87% 55 0,54% 21 0,35% 26 0,42%




TABELA 4A. Porcentagem dos géneros taxonémicos mais abundantes, identificados a partir dos scaffolds
classificados como transposases, pela plataforma MG-RAST para as amostras SCW (Sugarcane Wet),
SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry).

SCwW SCD FW FD
Géneros N.°reads Abund. N.°reads Abund. N.°reads Abund. N.°reads Abund.
Streptomyces 26 2,37% 213 4,62% 219 7,01% 110 4,03%
Mesorhizobium 47 4,28% 248 5,38% 176 5,63% 141 517%
Azospirillum 59 5,37% 212 4,60% 133 4,25% 150 5,50%
Aromatoleum 47 4,28% 223 4,83% 185 5,92% 186 6,82%
Mycobacterium 24 2,19% 175 3,79% 292 9,34% 175 6,41%
Rhodococcus 32 2,91% 169 3,66% 209 6,69% 157 5,76%
Rhizobium 19 1,73% 59 1,28% 62 1,98% 58 2,13%
Bradyrhizobium 19 1,73% 58 1,26% 42 1,34% 43 1,58%
Burkholderia 10 0,91% 79 1,71% 65 2,08% 41 1,50%
Ktedonobacter 13 1,18% 164 3,56% 28 0,90% 25 0,92%
Magnetospirillum 18 1,64% 60 1,30% 47 1,50% 67 2,46%
Nostoc 36 3,28% 97 2,10% 12 0,38% 29 1,06%
Symbiobacterium 35 3,19% 107 2,32% 49 1,57% 63 2,31%
Microcystis 20 1,82% 46 1,00% 14 0,45% 5 0,18%
Frankia 6 0,55% 107 2,32% 51 1,63% 34 1,25%
Agrobacterium 19 1,73% 69 1,50% 59 1,89% 32 1,17%
Bordetella 13 1,18% 82 1,78% 46 1,47% 27 0,99%

Geobacillus 6 0,55% 68 1,47% 42 1,34% 41 1,50%




TABELA 5A. Classificacdo de transposases (scaffolds) mais representativas atribuidas pela
plataforma ISsaga 2.0, em detalhes o niumero de scaffolds por amostra e abundancia relativa para
as amostras SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD (Forest Dry).

Familia N.° Scaff. Abund. N.°Scaff. Abund. N.° Scaff. Abund. N.° Scaff. Abund.
1IS110 4 4,26% 32 16,33% 22 19,64% 18 12,68%
IS3 15 15,96% 32 16,33% 18 16,07% 9 6,34%
1S481 6 6,38% 19 9,69% 6 5,36% 6 4,23%
ISNCY 36 38,30% 17 8,67% 7 5,36% 5 3,52%
I1IS21 2 2,13% 13 6,63% 6 5,36% 11 7,75%
1IS630 3 3,19% 12 6,12% 9 8,04% 22 15,49%
1S1182 0 0,00% 9 4,59% 2 1,79% 3 2,11%
1S256 0 0,00% 9 4,59% 5 4,46% 6 4,23%
1IS200 _1S605 2 2,13% 8 4,08% 12 10,71% 12 8,45%
IS5 5 5,32% 7 3,57% 4 3,57% 11 7,75%
1IS1595 3 3,19% 6 3,06% 2 1,79% 0 2,11%
1IS91 2 2,13% 6 3,06% 2 1,79% 5 3,52%
ISKra4 2 2,13% 5 2,55% 0 0,89% 12 8,45%
1IS1634 0 0,00% 4 2,04% 0 1,79% 6 4,23%
IS30 0 0,00% 3 1,53% 3 2,68% 3 2,11%
ISL3 4 4,26% 0 1,02% 0 1,79% 4 6,34%
IS6 4 4,26% 0 0,00% 4 3,57% 0 0,00%
1IS701 5 5,32% 0 0,51% 0 0,00% 0 0,00%
1S1380 1 1,06% 0 1,02% 0 1,79% 0 0,00%
ISAz013 0 0,00% 0 1,02% 3 2,68% 0 0,70%

68



TABELA 6A. Classificagdo de transposases (reads) mais representativas atribuidas pela
plataforma MG-RAST apds filtragem através do banco de dados de sequéncias de insergao
ISfinder para as amostras SCW (Sugarcane Wet), SCD (Sugarcane Dry), FW (Forest Wet) e FD
(Forest Dry), em detalhes o numero de reads e a abundancia relativa.

SCwW SCD FW FD
Familia N.°reads Abund. N.°reads Abund. N.°reads Abund. N.°reads Abund.
1IS110 3317 14,09% 11235 16,97% 8925 15,27% 9205 15,99%
IS5 2714 11,53% 5469 8,26% 5028 8,60% 5178 8,99%
1IS630 2569 10,91% 5914 8,93% 6241 10,68% 6667 11,58%
IS3 1619 6,88% 3668 5,54% 3036 5,20% 3019 5,24%
IS701 1529 6,49% 4500 6,80% 3954 6,77% 4043 7,02%
1IS91 1134 4,82% 4207 6,36% 3212 5,50% 3546 6,16%
1S1182 1047 4,45% 3066 4,63% 2737 4,68% 3018 5,24%
1IS66 996 4,23% 2477 3,74% 2050 3,51% 2117 3,68%
1S256 971 4,12% 3123 4,72% 2308 3,95% 1926 3,35%
1S21 962 4,09% 3441 5,20% 4220 7,22% 3336 5,79%
ISNCY 845 3,59% 1512 2,28% 1482 2,54% 1134 1,97%
1S200/1S605 697 2,96% 2149 3,25% 1447 2,48% 1854 3,22%
ISL3 646 2,74% 1500 2,27% 1166 2,00% 1038 1,80%
ISAz013 642 2,73% 3290 4,97% 3264 5,59% 3264 5,67%
1S481 546 2,32% 1572 2,37% 1290 2,21% 1101 1,91%
Tn3 528 2,24% 1928 2,91% 775 1,33% 798 1,39%

1S1380 0 0,00% 2837 4,29% 2066 3,54% 2158 3,75%




