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RESUMO

A Lagoa Salgada é um corpo aquatico hipersalino costeiro localizado no norte do Estado
do Rio de Janeiro e reconhecida pela presenca de estromatdlitos. O ambiente lagunar esta
localizado em uma regido de franca expansdo urbana, onde as atividades antrdpicas apresentam
potencial para promover alteragGes fisicas, quimicas e microbioldgicas no ecossistema. O
objetivo deste trabalho foi caracterizar a diversidade microbiana presente na Lagoa Salgada
através da abordagem metagenémica. O material genético obtido da amostra coletada
sequenciado pelo método shotgun. Os dados metagenémicos foram analisados utilizando o
pipeline MetaWrap versdo 1.3 para caracterizagdo da diversidade microbiana e anotagdes
funcionais dos genes. Analises colimétricas e fisico-quimicas também foram realizadas para
avaliar a qualidade sanitaria da agua. Proteobacteria e Cyanobacteria foram os filos que
apresentaram maior quantidade de sequéncias, constituindo-se assim 0s grupos dominantes na
amostra. Grande parte dos genes da amostra apresentaram fungdes relacionadas a processos
metabolicos, biossintéticos, processos de ligacdo, atividades enzimaticas de liase e ligase e
formacdo de estruturas celulares. As vias metabolicas de biossintese de metabdlitos
secundarios, aminoacidos, metabolismo microbiano e do carbono se destacaram. AnotacGes
associadas ao estresse ambiental (resposta ao estresse oxidativo, osmético e térmico) e aos
processos de fotossintese, fixacdo de carbono, metabolizacdo do nitrogénio e ao ciclo do
enxofre também estiveram presentes. Dentre as espécies de actinobactérias analisadas, foram
identificados um total de 72 produtos naturais com 16 apresentando percentual de similaridade
acima de 50%. Rhodococcus opacus e Streptomyces pluripotens apresentaram o numero de
regides génicas com capacidade de sintetizacdo de metabolitos secundarios. No grupo de
cianobactérias foram identificados 42 produtos naturais, sendo que 20 deles apresentavam
percentual de similaridade acima de 50%. O género Nostoc englobou as espécies com o maior
numero de representacbes genicas. Os resultados obtidos por este estudo evidenciam a
diversidade microbiana existente no ambiente aquéatico da Lagoa Salgada, assim como indicam
a existéncia de um interessante potencial biotecnolégico passivel de ser explorado em trabalhos
futuros. Todos os fatos destacados reforgam ainda mais a necessidade de preservagéo e protecdo
integral do ecossistema da lagoa com o intuito salvaguardar as riquezas existentes neste

ambiente singular, e exploracédo sustentavel como area de recreacao.

Palavras-chaves: metagenémica; microrganismos; ambiente hipersalino; estromatdlitos.



ABSTRACT

Lagoa Salgada is a coastal hypersaline water body located in the north of Rio de Janeiro
State and recognized by the presence of stromatolites. The lagoon environment is located in a
region of rapid urban expansion, where human activities have the potential to promote physical,
chemical and microbiological changes in the ecosystem. The objective of this work was to
characterize the microbial diversity present in Lagoa Salgada through the metagenomic
approach. The genetic material obtained from the collected sample was sequenced by the
shotgun method. Metagenomic data were analyzed using the MetaWrap pipeline version 1.3
(modular software that automates the main tasks in metagenomic analysis) for characterization
of microbial diversity and functional annotations of genes. Colimetric and physicochemical
analyzes were also carried out to evaluate the sanitary quality of the waters of Lagoa Salgada,
for use as a recreation area. Proteobacteria and Cyanobacteria were the phyla that presented the
highest numbers of sequences, being the dominant groups in the sample. Several genera
belonging to other phyla were also identified. Most of the genes in the sample showed functions
related to metabolic and biosynthetic processes, binding processes, lyase and ligase enzymatic
activities and formation of cellular structures. The metabolic pathways of biosynthesis of
secondary metabolites, amino acids, microbial and carbon metabolism stood out. Annotations
associated with environmental stress (response to oxidative, osmotic and thermal stress) and
the processes of photosynthesis, carbon fixation, nitrogen metabolism and the sulfur cycle were
also present. Among the species of actinobacteria analyzed, a total of 72 natural products were
identified, with 16 presenting a similarity percentage above 50%. Rhodococcus opacus and
Streptomyces pluripotens presented the number of gene regions capable of synthesizing
secondary metabolites. In the cyanobacterial group, 42 natural products were identified, 20 of
which had a similarity percentage above 50%. The genus Nostoc encompassed the species with
the highest number of genetic representations. The results obtained by this study show the
microbial diversity existing in the aquatic environment of Lagoa Salgada, as well as indicate
the existence of an interesting biotechnological potential that can be explored in future works.
All the facts highlighted further reinforce the need for preservation and integral protection of
the lagoon's ecosystem in order to safeguard the riches existing in this unique environment, and

sustainable exploitation as a recreation area.

Keywords: metagenomics; microorganisms; hypersaline environment; stromatolites.
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1. INTRODUCAO

As lagoas costeiras sdo corpos de &guas rasas separados do oceano por uma barreira
fisica ou conectados a ele, pelo menos temporariamente, por uma ou mais entradas restritas,
sendo geralmente orientados paralelamente a costa (BIRD, 1994). S&o importantes devido as
suas caracteristicas biologicas, geoldgicas, fisicas e quimicas, além de serem exploradas pelo
homem para o desenvolvimento de diversas atividades como: transporte, suprimento de
alimentos, mineracdo e recreacdo (CATAUDELLA, 2015).

No Brasil, é possivel evidenciar trés grandes grupos de sistemas lacustres; os lagos
Amazonicos, agrupados em lagos de varzea e de terra firme, os lagos do Pantanal Mato-
grossense (Mato Grosso, MS), onde encontram-se 0s corpos de agua salobra, e os lagos e
lagunas costeiras, que estdo distribuidos por todo o litoral brasileiro (APRILE et al, 2001).
Dentro desse contexto, a Lagoa Salgada esta inserida no dltimo grupo. Localizada na regido
norte do Estado do Rio de Janeiro, a lagoa € um corpo aquatico hipersalino de restinga, com
extensdo superficial de aproximadamente de 16 Km?, que pode ser considerada patriménio
geopaleontoldgico da humanidade devido a presenca de estruturas estromatoliticas em seu
ecossistema. Os estromatdlitos, estruturas biogénicas formadas pela unido e aprisionamento de
sedimentos, atraves da precipitacdo do carbonato de calcio, por acdo das cianobactérias presente
no respectivo microbioma ambiental (VISSCHER e STOLZ, 2005; FOSTER e GREEN, 2011;
SILVA etal, 2013), séo utilizados como marcadores evolutivos, sendo referéncias para estudos
sobre origem da vida primitiva e variacdes das condi¢cdes ambientais pretéritas (COIMBRA et
al, 2000; SILVA et al, 2008; CASTRO et al., 2016). Possuem importancia geoldgica e
paleontoldgica devido a ocorréncia em poucas regiées do mundo - Hamelin Pool, SharkBay,
Australia; Highborne Cay e Storr’s Lake, Bahamas; Kiritimati Atoll, Pacifico Central; Lake
Socompa, Argentina; lagoas costeiras da Africa do Sul (PROEMSE et. al, 2017).

A Lagoa Salgada esta localizada em uma regido que apresenta atividade agropecuéria e
significativa expansdo urbana. Tais atividades vém promovendo alteracdes no ambiente fisico
(remocéo de estruturas estromatoliticas e processo de assoreamento) e hidroguimico da lagoa
(uso de agrotoxicos nas lavouras da regido e aumento da polui¢do) (SRIVASTAVA, 1999).
Destaca-se, também, a presenca de grandes empreendimentos industriais na regido desse
ecossistema, como o Complexo Portuario do Acu.

Diante desse cenario, a aplicacdo da metagendmica, abordagem que permite acessar

genomas de microrganismos cultivaveis e ndo cultivaveis presentes em uma amostra ambiental,



13

possibilitando a descoberta de novos genes, e posteriormente, a inferéncia de suas fungdes,
(TUFFIN et al, 2009), se apresenta como uma Vvaliosa oportunidade para a exploracéo,
identificacdo e caracterizacdo das sequéncias de DNA de diversos grupos de microrganismos
presentes no ecossistema da Lagoa Salgada, que possam ser prospectados biotecnologicamente,
e uma oportunidade de conhecer mais sobre a biodiversidade de um ecossistema especifico de

importancia planetaria existente em solo brasileiro.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. LAGOAS COSTEIRAS

As lagoas costeiras podem ser definidas como areas de agua relativamente rasas que
foram parciais ou totalmente isoladas do mar pela formacdo de barreiras deposicionais,
geralmente composta de areia, acumulada acima do nivel da maré alta por a¢do das ondas
(BIRD, 1994). Sua presenca se estende por diversas regides litoraneas do planeta com variadas
configurac@es climaticas e ambientais.

Segundo Bird (1994), as formacbes geomorfoldgicas das lagoas costeiras derivaram
geralmente da submerséo de vales ou planicies pela acdo do mar durante os estagios finais da
transgressao marinha no final do Quaternario, onde, nas costas litoraneas tectonicamente
estaveis, elevou 0 mar a aproximadamente seu nivel atual, cerca de 6000 anos atras.

Em relacdo aos gradientes sedimentoldgicos, hidrologicos e bioldgicos, as lagoas
costeiras apresentam mosaicos complexos de diferentes habitats, onde se observa uma
heterogeneidade ambiental significativa, ndo apenas de uma lagoa para outra, mas também
dentro da mesma lagoa (por exemplo, conectividade de redes alimentares, interfaces com a
bacia hidrogréfica da lagoa e mar adjacente etc.) (CATAUDELLA, 2015). A quantidade e a
qualidade da agua sdo influenciadas pela taxa em que a lagoa perde ou ganha agua por
evaporacdo, precipitacdo, entrada de dgua subterranea, escoamento superficial e troca com o
oceano (ALLEN et al. 1981).

A estrutura composta e as fungdes desses ecossistemas altamente resilientes e
produtivos, juntamente com sua eficiente transferéncia tréfica, oferecem oportunidades Unicas
para o desenvolvimento de diversas atividades humanas. No entanto, devido a ineficécia das
medidas de preservacdo adotadas, as lagoas costeiras passaram a apresentar um significativo
processo de degradacéo: reivindicacOes de terras, poluicdo e falta de manejo, entre outros
fatores, modificaram fortemente a estrutura e o funcionamento desses ecossistemas costeiros
sensiveis em diversos litorais do mundo (CATAUDELLA, 2015).

2.2.  LAGOAS DO NORTE FLUMINENSE

O Norte Fluminense do estado do Rio de Janeiro é conhecido por ser uma regido que

apresenta uma riqueza de sistemas lagunares naturais. Sua formacgéo geologica, caracterizada
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serras, colinas, tabuleiros, planicie aluvial e restinga produziram, ao longo dos anos, uma
grande diversidade de lagoas e lagunas, que diferem entre si quanto a localizagdo, tamanho e

composicao da agua - doce ou com caracteristicas salobras ou marinhas (TUDESCO, 2011).

As bacias hidrograficas mais proeminentes da regido norte do estado sdo a da Lagoa Feia,
as dos rios Paraiba do Sul e a do Itabapoana. Da bacia da Lagoa Feia afluem os rios Ururai e
Macabu. Da Lagoa Feia, no passado, defluiam cinco canais naturais centralizados pelo
conhecido rio Iguacu, hoje, a Lagoa do Acu (BIDEGAIN, 2002). Destacam-se também as
pequenas bacias que descendem dos relevos tabulares e que foram barradas por praias e
restingas, mantendo ou ndo comunicacdo periédica com o mar. Surgiram, assim, lagoas
alongadas, entre as quais se destacam os rios/lagoas Funda, d’ Anta, do Siri, Lagoinha, das Pitas,
do Mangue, Caculucagem, da Tiririca, da Boa Vista, do Moroba, Salgada, Doce, Guriri, do
Largo, de Buena, de Macabu-Sesmaria, de Imburi, da Saudade, de Santa Maria, do Brejo
Grande, Preta, Paulista, de Carapebus, Comprida e Cabitnas (Figura 1) (BIDEGAIN, 2002).



Figura 1. Lagoas e lagunas (em azul) da regido norte fluminense.
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Fonte: Retirado de BIDEGAIN, 2002.
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Apesar da relativa diversidade de corpos hidricos na regido, inimeros rios e lagoas sofreram
sucessivas alteracdes em sua configuracgdo inicial (devido a expansdo agropecudria e urbana),
sendo parcial ou totalmente drenadas e aterradas (TUDESCO, 2011; BIDEGAIN, 2002).

2.3.  CARACTERIZACAO DA LAGOA SALGADA
A Lagoa Salgada é um corpo aquatico hipersalino, localizada no litoral norte do estado
do Rio de Janeiro (41°00'30"W e 21°54'10"S), sudeste do Brasil, proximo ao Cabo de S&o
Tome, entre os municipios de Campos dos Goytacazes e Sdo Jodo da Barra (SRIVASTAVA,
2002) (Figura 2). Sua extenséo superficial é de aproximadamente 16 Km? com 1,9 Km de
largura e 8,6 Km de comprimento, possuindo uma conexd com o mar através do rio Acu
(SILVA, 2002).

Figura 2. Localizacdo da Lagoa Salgada.
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A lagoa estd situada em uma regido caracterizada por um clima tropical, com
predominancia de fortes ventos nordeste. Entre 0s meses de fevereiro a abril predomina a baixa
pluviosidade, com rebaixamento da lamina da agua. Entretanto, entre 0s meses de agosto e
setembro, devido a alta pluviosidade, a lagoa apresenta-se cheia. Quando cheia, a Lagoa
Salgada apresenta ldmina d'agua em torno de 1 m (SRIVASTAVA, 2002). A temperatura da
agua varia de 27°C ate 32°C entre margo e abril e 0 pH oscila de 8,0 até 9,1 em dire¢do a porcéo
central da lagoa (DA SILVA E SILVA et al., 2013; TUDESCO, 2011).

A Lagoa Salgada possui significativa importancia geopalentolédgica devido a presenca
de estruturas estromatoliticas em seu ecossistema (SRIVASTAVA, 2002; MANSUR et al,
2012). Proemse et al (2017) define os estromatolitos como sendo uma rocha formada por
precipitacdo mineral de estruturas microbianas em camadas repetitivas e laminadas. Neste
contexto, Foster e Green (2011) destacam a necessidade de delinear a composicdo da
comunidade das esteiras microbianas associadas a essas estruturas, uma vez que tais esteiras
sdo comunidades multicamadas que conduzem o ciclo biogeoquimico de elementos-chave
dentro do ecossistema estromatolitogénico. Os estromatélitos neoformados sdo produtos da
atividade metabolica do tapete microbiano e do ciclo geoquimico, resultando na acrecéo e
precipitacdo de estruturas carbonéticas (REID et al, 2000; FOSTER e GREEN, 2011). Os
principais constituintes microbianos das estruturas estromatoliticas atuais pertencem aos grupos
Cyanobacteria, Alphaproteobacteria, Planctomycetes, Gammaproteobacteria, Actinobacteria
e Firmicutes (KUHL, FENCHEL e KAZMIERCZAK, 2003; FOSTER e GREEN, 2011).

Através do estudo dos estromatolitos abre-se a possibilidade de reconstrucdo
paleoambiental a partir de registros fossiliferos, permitindo apontar quais as condigdes
ambientais que prevaleciam h& milhdes de anos atrés (SILVA E SILVA et al., 2004).

2.4. IMPACTOS ANTROPICOS NA LAGOA SALGADA
A Lagoa Salgada vem sofrendo significativa pressdo antropica ao longo das décadas.
Srivastava (1999) lista uma série de atividades humanas com potencial de contaminagdo do
ambiente lagunar, tais como: sitios agropecuarios que utilizam agrotdxicos e outros produtos
nocivos nas plantacGes, criando situacdes altamente perigosas para alteragdes do ambiente
hidro quimico da lagoa; utilizacdo do calcario estromatolitico na construcéo civil (alicerces das
casas, pavimentacdo e fabricacdo de "cal virgem"); remocdo dos estromatélitos para a

implementacdo de pequenas atividades agricolas (plantacdo de tomate, piment&o, batata- doce,
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milho, etc.). O referido autor reforca que as atividades citadas vém sendo empregadas ha varios
anos, e tem causado uma degradacdo direta nos afloramentos estromatoliticos.

Outro fator que merece destaque é a presenca do Complexo Logistico Industrial
Portuario do Acu (CLIPA) na regido. Com construcdo iniciada em outubro de 2007 e area total
de 90 Kmz, o Porto do Agu é um complexo portudrio privativo de uso misto localizado no
municipio de S&o Jodo da Barra (LAMMLE, 2017). Segundo Crespo et al (2010), com a
implantacdo do CLIPA existe a possibilidade de ocorréncia de novas ondas de migracéo,
crescimento populacional e expansdo urbana na regido. Todos esses fatores podem gerar graves
problemas estruturais e de ordenamento territorial, com impacto ambiental significativo devido
a ocupacdo de varzeas ou areas de risco, caso ndo exista um planejamento urbanistico eficaz,

respeitado e de crescimento sustentavel.

2.5. LEGISLA(;AO DOS SISTEMAS LAGUNARES
As Areas de Preservacdo Permanente (APP) sdo estabelecidas legalmente na

publicacdo da Lei Federal n°® 12.651 de 25 de maio de 2012. Segundo a referida lei, APP
é uma area protegida, coberta ou ndo por vegetacdo nativa, com a funcdo ambiental de
preservar 0s recursos hidricos, a paisagem, a estabilidade geoldgica e a biodiversidade,
facilitar o fluxo génico de fauna e flora, proteger o solo e assegurar o bem-estar das
populacdes humanas (BRASIL, 2012).

Em relacdo aos sistemas lagunares, a Lei n® 12.651 dispde:

Art. 4° Considera-se Area de Preservacdo Permanente, em zonas rurais ou urbanas:

[.]

Il - as &reas no entorno dos lagos e lagoas naturais, em faixa com largura minima de:

a) 100 (cem) metros, em zonas rurais, exceto para o corpo d’agua com até 20 (vinte)

hectares de superficie, cuja faixa marginal sera de 50 (cinquenta) metros;

b) 30 (trinta) metros, em zonas urbanas;

Semelhantes aos pardmetros que definem as APPs de cursos d’agua (rios), as APPs
relativas as lagoas e lagunas também sdo definidas pela faixa marginal existente ao redor dos
seus respectivos corpos d’agua. Segundo Tudesco (2011), algumas fungdes ambientais das
lagoas sdo bem similares as fungdes exercidas pelos rios, sobretudo no que concerne aos
aspectos ligados as suas margens, como habitat de espécies, remocao de nutrientes e controle

de sedimentos e enchentes.
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2.6. USO RECREATIVO DAS LAGOAS

Considerados bens naturais vulneraveis, lagos e lagoas sdo ambientes caracteristicos da
paisagem que contribuem, significativamente, para aumentar a qualidade de vida no meio
urbano, proporcionando espaco para atividades recreativas, educativas e, até mesmo,
contribuindo para a amenizagdo do clima (MARTINEZ-ARROYO e JAUREGUI, 2000).

No Brasil, atividades recreativas voltadas aos atrativos paisagisticos naturais séo
fortemente relacionadas a ambientes aquéticos. Nas ultimas décadas, lagos e lagoas tém sido
bastante utilizadas como refagio e descanso das pressoes da vida moderna (BIELLA e
VALENCIO, 2003). Estes ambientes sdo utilizados e explorados de diversas formas pela
populacdo, seja ela local ou ndo. Vallejo (2013) descreve os diferentes usos do ambiente,
inclusive aqueles passiveis de serem desenvolvidos em &reas pertencentes a unidades de

conservacao (UC). Séo eles:

e Recreativo - Quando os visitantes praticam a recreacdo (esportes, diversao e cultura)

durante o tempo livre (lazer);

e Comercial - Exploracéo realizada através de empresas e guias de turismo e ecoturismo,

meios de hospedagem, alimentacdo e venda de produtos;

e Cientifico - Pesquisadores em trabalhos de investigagdo cientifica em diversos campos

do conhecimento (ciéncias da natureza, geociéncias, ciéncias sociais);

e Educacional - Programas e atividades de educacdo e interpretacdo ambiental, viagens

académicas, treinamentos (sobrevivéncia, montanhismo etc);

e Desenvolvimento pessoal - Programas que utilizam a natureza e a aventura no
desenvolvimento de valores de autoconfianca, trabalho em grupo, comunicagdo e
lideranca. Incluem-se nesta classe as atividades de desenvolvimento espiritual e

religioso.
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Dentro deste contexto, ¢ de suma importancia o conhecimento sobre a qualidade das
aguas de um dado corpo hidrico para adequa-lo aos seus mais variados usos, sejam estes
consuntivos ou nao (MEDEIROS et al, 2016).

O uso da agua para fins recreativos pode ser classificado de acordo com o tipo de contato
entre 0 usuério e 0 meio aquético. O contato primario ocorre quando ha um contato intimo e
prolongado do corpo humano com a agua, havendo risco de ingestao da mesma (ex. natagao,
mergulho, esqui aquatico, surfe etc). O contato secundario ocorre quando o contato com a agua
¢ acidental, ou seja, nao é necessario (ex.: pesca, remo, navegagao esportiva etc) (SANTOS, et
al, 2021).

Visando proteger a saide humana quanto ao uso recreativo de ambientes aquéaticos, o
Conselho Nacional do Meio Ambiente (CONAMA) publicou, em janeiro de 2001, a Resolucéo
CONAMA n° 274/2000, que define os critérios de balneabilidade em aguas brasileiras. A
referida resolugdo considera que: a saude e o bem-estar humano podem ser afetados pelas
condi¢des de balneabilidade; a classificagao das aguas doces, salobras e salinas € essencial a
defesa dos niveis de qualidade, avaliados por parametros e indicadores especificos, de modo a
assegurar as condigdes de balneabilidade; a necessidade de serem criados instrumentos para
avaliar a evolugao da qualidade das aguas, em relagao aos niveis para a balneabilidade, de forma
a assegurar as condigoes necessarias a recreacao de contato primario.

A CONAMA n° 274/2000 classifica as aguas recreacionais em quatro classes em fun¢ao
da concentragdo de coliformes fecais (termotolerantes) e Escherichia coli. As categorias e

valores estdo descritos abaixo:

e Excelente: quando em 80% ou mais do conjunto de amostras, obtidas em cinco semanas,
no mesmo local, houver, no maximo, 250 coliformes termotolerantes ou 200 E. coli por
100 mililitros;

e Muito Boa: quando em 80% ou mais do conjunto de amostras, obtidas em cinco
semanas, no mesmo local, houver, no maximo, 500 coliformes termotolerantes ou 400
E. coli por 100 mililitros;

e Satisfatoria: quando em 80% ou mais do conjunto de amostras, obtidas em cinco
semanas, no mesmo local, houver, no maximo, 1000 coliformes termotolerantes ou 800

E. coli por 100 mililitros;
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e Improépria: nao atendimento aos critérios estabelecidos para as aguas proprias e outros

fatores que contraindiquem capazes de oferecer riscos a saude humana ou tornar

desagradavel a recreacao.

J& Resolugdo CONAMA n° 357/2005, que dispoe sobre a classificagao e diretrizes

ambientais para o enquadramento dos corpos de agua superficiais, bem como estabelece as

condigoes e padrdes de lancamento de efluentes (BRASIL, 2005), define, em seu Art. 30, que

as aguas doces, salobras e salinas do territorio nacional sejam classificadas segundo a qualidade

requerida para 0s seus usos preponderantes, em classes de qualidade. Os parametros de

qualidade determinados pela resolugao supracitada estabelecem limites individuais para cada

substancia em cada classe (Art, 7). Abaixo (Quadrol, Quadro 2 e Quadro 3) estdo apresentadas

as classes e tipos de uso das aguas doces, salinas e salobras (BRASIL, 2005).

Quadro 1. Classe e tipos de uso destinados as aguas doces definidas pela Resolu¢édo
CONAMA n° 357/2005.

Classe

Tipo de uso

Classe Especial

a) abastecimento para consumo humano, com desinfecgao;
b) preservagao do equilibrio natural das comunidades aquaticas;
C) a preservagao dos ambientes aquaticos em unidades de

conservagao de protecao integral.

Classe 1

a) abastecimento para consumo humano, ap6s tratamento
simplificado;
b) protecdo das comunidades aquaticas;

C) recreagao de contato primario, tais como natagao, esqui aquatico e
mergulho, conforme Resolugao CONAMA n°® 274/2000;

d) irrigacao de hortaligas que sao consumidas cruas e de frutas que se
desenvolvam rentes ao solo e que sejam ingeridas cruas sem remog¢ao
de pelicula;

e) protecao das comunidades aquaticas em Terras Indigenas

Classe 2

a) abastecimento para consumo humano, apos tratamento

convencional;




b) protecao das comunidades aquaticas;

C) recreagao de contato primario, tais como natagao, esqui aquatico e
mergulho, conforme Resolu¢gao CONAMA n°® 274/2000;

d) irrigagao de hortaligas, plantas frutiferas e de parques, jardins,
campos de esporte e lazer, com os quais 0 publico possa vir a ter
contato direto;

e) aquicultura e atividade de pesca.

Classe 3

a) abastecimento para consumo humano, ap6s tratamento
convencional ou avangado; b) irrigacao de culturas arboreas,
cerealiferas e forrageiras;

C) pesca amadora;

d) recreagao de contato secundario;

e) dessedentagao de animais.

Classe 4

a) navegacao;

b) harmonia paisagistica.

Fonte: BRASIL, 2005.
Quadro 2. Classes e tipos de uso destinados as aguas salinas definidas pela Reolugao
CONAMA n° 357/2005.

Classe

Tipo de uso

Classe Especial

a) a preservagao dos ambientes aquaticos em unidades de
conservacgao de protecao integral;

b) preservagao do equilibrio natural das comunidades aquaticas

Classe 1 a) recreacao de contato primario, conforme Resolugago CONAMA no
274/2000; b) protegiao das comunidades aquaticas;
C) aquicultura e atividade de pesca.

Classe 2 a) pesca amadora;
b) recreagdo de contato secundario.

Classe 3 a) navegacao;

b) harmonia paisagistica.

Fonte: BRASIL, 2005.
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Quadro 3. Classes e tipos de uso destinado as aguas salobras definidas pela Resolucéao
CONAMA n° 357/2005.

Classe Tipo de uso

Classe Especial | a) a preservagao dos ambientes aquaticos em unidades de
conservagao de protecao integral;

b) preservagao do equilibrio natural das comunidades aquaticas

Classe 1 a) recreagdo de contato primario, conforme Resolugio CONAMA n°

274/2000;

b) protecao das comunidades aquaticas;

¢) aquicultura e atividade de pesca;

d) abastecimento para consumo humano, apos tratamento
convencional ou avangado; e) irrigagao de hortaligas, plantas
frutiferas e de parques, jardins, campos de esporte e lazer, com 0s

quais o publico possa vir a ter contato direto.

Classe 2 a) pesca amadora;

b) recreagdo de contato secundario.

Classe 3 a) navegagao;
b) harmonia paisagistica.
Fonte: BRASIL, 2005.

As resolugdes CONAMA n° 274/2000 e CONAMA n° 357/2005 sdo as principais
ferramentas utilizadas na classificagdo de corpos hidricos, servindo como referéncia para a

defini¢ao da qualidade da agua, assim como seu uso e destinacao.

2.7. PRESERVA(}AO DA LAGOA SALGADA
A protecdo do ecossistema da Lagoa Salgada e de sua respectiva zona de amortecimento
é essencial para a preservacao do seu inestimavel valor ambiental. Entretanto, ao longo das
ultimas décadas, raras acOes foram efetivamente implantadas com o objetivo de manutencéo
integral desse ecossistema. Somente nos Ultimos anos 0s 0rgaos responsaveis, visando impedir
a degradacdo da lagoa devido & expansdo urbana, implantacdo de grandes empreendimentos
industriais e crescimento da atividade agropecuaria na regido, passaram a implementar politicas

e leis que pudessem assegurar sua protecdo. As politicas adotadas foram:
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Em 2008, o Plano Diretor do municipio de Campos dos Goytacazes (Lei n® 7.972/08),
insere sem seu Art. 56, inciso 1V, a criacdo e implementacdo de diversas Unidades de
Conservacao dentro do seu territorio, visando a protecdo de diversos ecossistemas, dentre 0s
quais estdo inseridos os lagos e lagoas da regido:

Art.56. Para a criacdo, protecdo e recuperacao de areas verdes deverao

ser executadas as seguintes agdes e medidas de planejamento:

[.]

IV - Elaborar estudos para a criacdo e implantacdo, ao menos, das

Unidades de Conservagdo abaixo, com seus respectivos planos de

manejos:

[..]
n) APA’s das lagoas dos Prazeres, Feia e do Salgado.

No mesmo periodo, com a instalagdo do Complexo Portuario do Acu, foi proposta a
criacdo de trés Unidades de Conservacdo (UC) na regido do empreendimento - o Parque
Estadual da Lagoa do Agu, a Reserva Particular de Patrimonio Natural (RPPN) Fazenda
Caruara; e a Area de Protecdo Ambiental (APA) de Grussai (COSTA & OLIVEIRA, 2017),
com a finalidade de protecdo dos ecossistemas locais. No projeto inicial, a APA de Grussai
possuia limites que incluiam as lagoas de Grussai, lquipari, Salgada, do Acu, localizados ao
norte, e 0 banhado de Boa Vista, ao sul, todas localizadas em areas de restinga préximo ao
empreendimento portuario (Figura 3). No entanto, a criacdo da APA ndo chegou a ser realizada.
Segundo Costa & Oliveira (2017), com a implantacdo do porto e mudancas no projeto, 0s
limites iniciais do Parque de Grussai foram reduzidos, de modo que a sua zona de
amortecimento ndo afetasse o empreendimento. Somente em 2012 os limites da APA foram
englobados parcialmente com a criagdo da UC Parque Estadual Lagoa Do Acu.
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Figura 3. Unidades de Conservacdo (UC) previstas para a area de Influéncia do

empreendimento. Em vermelho os limites propostos para a APA de Grussai.
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Em 2010, com a parceria de entidades académicas nacionais, governamentais (nos trés
niveis), privadas e ONGs foi proposta a criacdo do Geoparque Costdes e Lagunas, no Estado

do Rio de Janeiro. Abrangendo 16 municipios e uma area de, aproximadamente, 10.900 km?, o
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geoparque Vvisa a preservacdo e divulgacdo das riquezas biologicas e geoldgicas do litoral
fluminense (MANSUR et al., 2012). Foram selecionados diversos geositios de relevancia
ambiental, historica, cultural e cientifica, no qual esta inserido o ecossistema da Lagoa Salgada.

No ano de 2012, o Parque Estadual Lagoa do Acu (PELAG) foi criado através do
Decreto n° 43.522/12. Com uma area total de 8.251,45 hectares, o parque é classificado como
uma Unidade de Protecdo Integral, cujo objetivo é assegurar a preservacdo de remanescentes
de vegetacdo nativa de Mata Atlantica como restinga, mangue e areas alagadas da regido
(INEA, 2019). Segundo Costa & Oliveira (2017), o PELAG acabou englobando, parcialmente,
as areas propostas para a APA de Grussai, apresentando assim uma configuragdo final que
abrange, em seus limites, o Banhado da Boa Vista, a Lagoa do Agu e somente uma parte da
Lagoa Salgada (Figura 4).

Figura 4. Limite territorial do Parque Estadual Lagoa do Acu (PELAG).
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2.8. METAGENOMICA

Konstantinidis, Rossell6-Mora e Amann (2017) afirmaram que a grande maioria dos
microrganismos em quase todos os ambientes da Terra ainda ndo tinham sido cultivados e
devidamente estudados. Entretanto, esse cenario comecgou a ser alterado no final da mesma
década com o desenvolvimento da metagendmica.

A metagenébmica, definida como a andlise funcional e genémica de todos o0s
microrganismos de um nicho ambiental especifico sem a necessidade de cultivo
(HANDELSMAN et al. 1998), surgiu como um esforco para descobrir mais sobre a diversidade
microbiana existentes em ambientes naturais como solo, agua, ar, efluentes, e até tratos
gastrointestinais de vertebrados e invertebrados (LOPEZ-GARCIA e MOREIRA 2008).

A metodologia aplicada na metagendmica consiste, em termos simplificados, no isolamento
direto de DNA de uma amostra definida, seguido pela clonagem dos genomas completos de
toda a populagdo microbiana existente na amostra (LANGER et al, 2006). Ao final, a biblioteca
de DNA resultante é analisada em busca de sequéncias de interesse.

As abordagens omicas proporcionaram significativa mudanca sobre a perspectiva
microbiana envolvendo estrutura, funcdo e ecologia. Através das tecnologias de
sequenciamento de nova geracao - Next Generation Sequencing (NGS) - aliadas a ferramentas
de bioinformatica e estatistica para analise das sequéncias de DNA, é possivel obter
caracterizagbes de populagdes microbianas diretamente de qualquer amostra ambiental
(Meneghine, 2016). Estudos realizados em solo sob diferentes cultivos e manejos (MENDES
et al., 2014) e ambientes agua doce (STEFFEN et al, 2012) e marinhas (VENTER et al, 2004)
sdo exemplos de tais aplicaces.

Atualmente, a metagendmica vém sendo aplicada em varios campos da ciéncia, desde
pesquisas sobre a ecologia microbiana (SOTERO-MARTINS et al, 2021) até trabalhos que
visam a obtengdo de produtos de interesse biotecnoldgico, como novas enzimas de interesse
industrial, antibioticos, entre outros (SALLOTO, 2012). Este campo de pesquisa merece
destaque em funcdo de ser uma area recente, multidisciplinar e com grande potencial de
aplicacdo. Segundo Garcia (2010) e Sall6to (2012) a utilizagdo da abordagem metagendmica é
considerada o primeiro passo para o estudo de um mundo até entdo praticamente desconhecido,
e possibilita uma nova perspectiva para a ciéncia, pois permite a identificacdo e o
monitoramento de uma vasta quantidade de microrganismos presentes em ambientes naturais

ou antropizados.
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2.9. BIOINFORMATICA

A bioinformatica € um campo multidisciplinar que permite a obtencéo, processamento,
analise e apresentacdo de informacdes bioldgicas utilizando ferramentas de informatica
especializadas (ARAUJO et al., 2008). Algumas destas ferramentas nos permitem realizar a
interpretacdo de sequéncias bioldgicas de modo a identificar elementos funcionais do genoma
e seus respectivos produtos e implicacdes (ESPINDOLA et al., 2010) (Figura 5).

Sob esse aspecto, os dados gerados no campo da bioinformatica podem ser considerados
como a forma mais especifica de informacGes sobre 0s seres vivos, uma vez que proporciona
uma analise detalhada de seu codigo genético (ARAUJO et al., 2008). Assim, uma aplicacio
direta da bioinformatica nos estudos metagenémicos permite uma otimizacédo e identificacéo
de possiveis sequéncias génicas que podem favorecer o desenvolvimento de novas ferramentas
que promovam a melhoria de diagnosticos tanto no campo da saude publica quanto na area

ambiental.
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Figura 5. Exemplo de fluxograma das etapas da analise metagendmica e interagdo com a

bioinformética.
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Fonte: Adaptado de CARDOSO et al, 2012.

Com o avanco da tecnologia computacional ao longo das Ultimas décadas, diversas
ferramentas foram desenvolvidas com a finalidade de analisar a grande quantidade de dados
gerados pela técnica de metagendmica. Servidores da Web, como GenBank - banco de dados
de sequéncias genéticas do NCBI - National Center for Biotechnology Information , MG-RAST
- Metagenomics analysis server (bases de dados metagenémico) , Ribossomal - RDP Classifier
Il - Ribosomal database project (banco de dados ribossomal) séo alguns exemplos de bancos
de dados que permitem que os pesquisadores realizem andlises integradas e visualizem 0s
resultados com menos complexidade ou forte conhecimento computacional. Além disso, nessas
plataformas, os dados gerados pelo sequenciamento ficam disponibilizados publicamente para
diversas analises adicionais (MOURA, 2020).

Atualmente, diversos projetos metagendmicos de larga escala estdo gerando colec¢des

de sequéncias microbianas abrangentes para diferentes ambientes, seja ele natural ou
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antropizado. Como as comunidades microbianas mudam & medida que interagem com outros
organismos e a medida que o0 ambiente muda, anélises de séries temporais também se tornaram
comuns (HIRAOKA et al, 2016).

2.10. METABOLITOS SECUNDARIOS
2.10.1. Policetideos (PKs) e Peptideos nédo ribossémicos (NRPs)

A estrutura da comunidade microbiana terrestre é altamente complexa e diversa, 0 que
representa um desafio para a ciéncia. A microbiota natural desempenha papel fundamental na
manutencdo dos processos bioquimicos e representa um vasto reservatorio biologico e genético
que pode ser explorado para a recuperacdo de novos genes, vias metabodlicas e seus produtos
(SCUCH, 2007).

Nas ultimas décadas, produtos provenientes do metabolismo secundario microbiano tém
sido cada vez mais utilizados para fins médicos, industriais e agricolas, na qual se destacam 0s
antibidticos, drogas cancerigenas, compostos antifungicos, agentes imunosupressivos,
inibidores enzimaticos, agentes antiparasiticos entre outros (RASTEGARI et al, 2019). Grande
parte desses compostos sao produtos naturais obtidos de microrganismos que habitam variados
ecossistemas.

Dentre 0s metabdlitos secundarios conhecidos destacam-se os policetideos, que
representam uma familia de substancias que possuem via biossintética comum e compbem a
estrutura quimica bésica de diversos antibidticos (tetraciclinas e eritromicinas), parasticidas
(avemectinas), agentes tumorais (antraciclinas), agentes antifungicos (candicidina e
anfotericina) (VINNING, 1980).

Os policetideos (PKs) sdo sintetizados por enzimas multifuncionais chamadas
policetideos sintases (PKSs), que atuam na montagem da estrutura carbdnica dos policetideos
a partir de ésteres graxos de coenzima A, proveniente de acidos graxos como acetato,
propionato e butirato (HOPWOQOD, 2004).

As PKSs sdo formadas por trés dominios basicos: a ceto-sintase (KS) que atua como
modulo de partida; aciltransferases (AT) como modulos de alongamento; e a proteina
carreadora de acil (ACP) como modulo de terminacdo. (SOLTANI, 2016).

Pode-se classificar as PKSs em trés tipos (MODENA, 2019) (Figura 6):
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e PKSdo tipo I (PKS I) sdo enzimas multifuncionais arranjadas de forma linear e
organizadas em modulos de atividades de acdo ndo interativa responsaveis pela
catalise de um ciclo de alongamento da cadeia de policetideos. As PKS | podem
ser classificadas em duas categorias: modulares e interativas. As modulares séo
encontradas exclusivamente em bactérias, enquanto as interativas estdo

presentes majoritariamente em fungos;

e PKS do tipo Il (PKS II) sdo complexos cataliticos multienzimaticos que
transportam um Unico conjunto de atividades que atua de forma interativa.

Encontradas exclusivamente em bactérias;

e PKS do tipo Il (PKS HI) sdo enzimas homodiméricas multifuncionais de
condensacdo e acdo interativa que utilizam o malonil-CoA como substrato.

Encontradas em plantas, fungos e bactérias.

Figura 6. Organizacao de dominio das diferentes PKSs. Dominios putativos séo representados
por circulos. Em PKSs modulares do tipo I, os dominios funcionais sdo organizados em varios
maodulos, sendo cada mddulo responsavel por uma tnica etapa de condensacao descarboxilativa
na formacéo de policetideos. Para PKSs tipo I interativa, os dominios funcionais sdo agrupados
em um Unico médulo e cada dominio é usado repetidamente durante a sintese de policetideos.
PKSs do tipo 11 sdo complexos multienzimaticos dissociaveis, com cada proteina contendo um
dominio catalitico Unico e independente que é usado iterativamente durante a formacdo de
policetideos. As reacdes por PKSs do tipo Il também sdo iterativas, mas ndo requerem um
ACP para a fixacdo da cadeia de policetideos em crescimento. AT: Aciltransferase; ACP:
proteina transportadora de acilo; KS: Cetossintase; KR: Cetoredutase; DH: Desidratase; RE:
Enoil redutase; TE: Tioesterase; CoA: Coenzima A



33

PKS I modular

Inicio Maédulo 2 Moédulo 4 Modulo 6
Modulo 1 7 Modulo 3 Modulo 5 Final

O 0 4] 0 (4] 0 0 —
R, [} R, R, R R R
v v ~y ~—y ~y ~y
PKS I interativa PKSTI PKS III
nu
en @ ® .
/TR L A A
s S s S s S
O i) B o L § ] r—Q R ) O e
R, R, R, R, R, R,
| | |

Fonte: Traduzido de Lim, Go e Yew (2016).

Os peptideos ndo ribossémicos (NRPs) sdo metabdlitos secundarios sintetizados pela
acdo da sintases de peptideos nao ribossomais (NRPSs), que utilizam diversos substratos de
mondmeros de acila, entre os quais se destacam aminodcidos, acidos graxos e acidos
carboxilicos (BLOUDOFF e SCHMEING, 2017). Sdo comumente encontrados em bactérias,
fungos e organismos endossimbiontes de eucariontes superiores (MODENA, 2019).

As NRPSs sdo complexos multienziméaticos organizados modularmente que servem
como molde e maquinaria biossintética, através de um mecanismo modelo dos ribossomos.
Cada modulo é definido como uma secéo da enzima NRPS que incorpora de maneira especifica
um aminodcido na estrutura peptidica. Desta forma, os mddulos podem ser divididos em
dominios, que catalisam as etapas individuais da sintese peptidica ndo ribossomal. Cada modulo
consiste em trés dominios, dominio de adenilacdo (A), proteina transportadora de peptidil
(PCP) ou dominio de tiolacdo (T) e dominio de condensacdo (C) (Figura 7). A ordem dos
modulos é geralmente co-linear as sequéncias peptidicas do produto. A sintese de peptideos
ndo ribossomais prossegue na direcdo N para terminal C, produzindo peptideos que geralmente
tém cerca de 3-15 aminoacidos de comprimento. Os peptideos liberados podem ser lineares,
ciclicos ou ciclicos ramificados (MARTINEZ-NUNEZ e LOPEZ, 2016; MOOTZ et al, 2002).
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Figura 7. Caracteristicas estruturais das enzimas peptidicas sintetases ndo ribossomais. As
NRPSs podem ser subdivididas em mddulos, cada um incorporando um aminoécido. Cada
modulo consiste em trés dominios: dominio de adenilacdo (A), dominio da proteina
transportadora de peptidil (PCP) e dominio de condensacdo (C), que realizam a sintese de
NRPs; o dominio de epimerizacdo (E) e o dominio de tioesterase (TE) também séo

representados. Nesta figura, a biossintese de surfactina (genes srfA de Bacillus spp.) foi

exemplificada.

srfA-A srfA-B srfA-C
> >
Modulo 1 Modulo 2 Modulo 3 Modulo 4 Modulo 5 Modulo 0 Modulo 7
C A PCcP C | A |PCP| C | A [pcP| E c|[afpee/c A [pce[c [ A Jpce[ E | c [ A Jpep| TE |
> > L
$ g $ § -] § =0
?‘5’0 0-¢ \ X =0 0:< - -0 0:< >0 -
o < > ™ ”; =) = g NH
N o ™ { o o MM i o L O
o R o o 5
3% o X o M ™ - O . HN
YA N °~~‘,o 0 Lo d o.M "“\0 O 0
Ho-{ NH o ™ O s NH
FA o P o HN o . N © o
WO 4 N " 0= N
FA = 0 & NH » >0
HO o 0 NH
FA NH ) HN NH 0:x
0:¢ 1 a0 0
HO o ’ o MW,
FA NH o M D
o (‘ A ~° o
HO-< o o
FA NH <
0 } 0= Ho-<
& o HO-< A
o L | FA
i
FA NH HN_ R
° o
00 HN
H Oy Ciclizagio
o o 1 _
LI

Lipopeptideo ciclico

Fonte: Traduzido de Martinez-Nufiez e Lopez (2016).

A relevancia desses complexos enzimaticos para a pesquisa de metaboélitos secundarios
pode ser ilustrada pelo lancamento de diversas bases de dados curadas, tais como antiSMASH,
DoBISCUIT e ClusterMine360, que buscam organizar o grande nimero de informagdes em
catalogos de dominios, modulos, clusters génicos e produtos de sintese (MEDEMA et al, 2011).
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3. JUSTIFICATIVA

Apesar do seu grande valor para 0 campo da ciéncia, a comunidade microbiana existente
no ecossistema da Lagoa Salgada ainda néo foi totalmente explorada.

Tudesco (2012) afirma que parte da area de amortizacdo da Lagoa Salgada ja se encontra
ocupada pela populacéo local. Além disso, o desenvolvimento de atividades agropecuarias,
expansao urbana, e a presenca de grandes empreendimentos (Complexo Portuario do Agu) na
regido apresentam-se como possiveis fatores de degradacao do ecossistema. Ademais, registra-
se que somente a porcdo sul da lagoa esta inserida na unidade de conservacdo do Parque
Estadual Lagoa do Agu.

Outro ponto de destaque esta relacionado as demandas das secretarias municipais de
Sdo Jodo da Barra relativo a caréncia de informacdes que possibilitem a utilizacdo sustentavel
da regido da lagoa como area recreativa.

Desta forma, ao empregar as ferramentas da metagendmica, seré possivel acessar todo
o DNA contido nas amostras de agua, possibilitando conhecer a diversidade microbiana e o
potencial biotecnoldgico presente no metabolismo secundario desse ecossistema unico.
Permitira também contribuir com a indicacdo de quais atividades turisticas e recreativas
poderiam ser empregadas na regido da lagoa, visando o uso sustentavel do ambiente e a protecdo
da satde da populagdo. Por fim, esse estudo auxiliard na fundamentagdo da necessidade de
protecdo integral do ambiente lagunar, contribuindo para a preservacdo das riquezas bioldgicas

existentes.
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4. OBJETIVOS

41. GERAL

Caracterizar a diversidade microbiana presente na Lagoa Salgada através da abordagem

metagenémica.

4.2. ESPECIFICOS

Analisar os parametros fisico-quimicos e colimétricos da amostra de 4gua coletada;
Caracterizar taxonomicamente a microbiota existente no ambiente aquatico;

Caracterizar funcionalmente os genes da comunidade microbiana identificada;

Avaliar o potencial dos principais grupos de microrganismos quanto a capacidade de producéo
de metabolitos secundarios bioativos.
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5. MATERIAIS E METODOS

O referido estudo possui carater descritivo, com analise exploratoria de dados obtidos
em laboratorio e de analise por bioinformatica.
A figura 8 representa as etapas metodoldgicas desenvolvidas durante o estudo para

obteng&o dos resultados.

Figura 8. Fluxograma das etapas de processamento da amostra e analise metagenémica.
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5.1. COLETA DAS AMOSTRAS

A amostra de agua foi obtida na area da Lagoa Salgada (21°54'04.5"S 41°01'35.0"W),
localizada entre os municipios de Séo Jodo da Barra e Campos dos Goytacazes, regidao norte do
Estado do Rio de Janeiro, no més de julho de 2019. Foi coletado o volume de 20 litros de agua
através de gales devidamente esterilizados e tratados para receber a agua que seria submetida
ao processo de extracdo de DNA. Além disto, foram coletados, em frascos estéreis, um volume
de 500 mL de agua para analises fisico-quimicas e, em frascos estéreis, um volume de 100 mL

para analises colimétricas.

5.2.  ANALISES FISICO-QUIMICAS

As andlises fisico-quimicas foram realizadas no Laboratorio do Departamento de
Saneamento e Saude Ambiental (DSSA) da ENSP/Fiocruz, por meio dos métodos descritos no
Manual Pratico de Anélise de Agua da Fundagio Nacional de Satide (FUNASA, 2009, baseada
no Standard Methods for the Examination of the Water and Wasterwater (EATON et al., 2005).
Foram avaliados os seguintes parametros fisico-quimicos: alcalinidade, pH; condutividade
elétrica, cloro livre e total; carbono total, carbono inorgéanico total, carbono orgéanico total,
nitrogénio total; nitrogénio nitrito; nitrogénio nitrato; cloreto; fluoreto; fosfato; sulfato; e
turbidez.

As metodologias correspondentes a cada parametro fisico-quimico foram: Titulometria
com indicadores para alcalinidade total; Metodologia instrumental para pH; Comparacéo visual
—DPD para cloro total e residual livre; Diazotagao para nitrogénio nitrito; Titulometria de Mohr
para cloretos; Metodologia instrumental para condutividade; Espectrofotometria para sulfato,
nitrato e fluoreto; e Nefelometria para turbidez (APHA, 2017).

5.3. ANALISES COLIMETRICAS

Os niveis de coliformes totais (CT) e de Escherichia coli (EC) foram analisados pelo
método da membrana filtrante como descrito em Sotero-Martins et al. (2017), ap0s diferentes
diluicGes e contagem das col6nias em Unidade Formadora de Colonias por mililitro (UFC/mL).

A amostra de agua foi analisada em triplicata, onde cada triplicata foi diluida duas vezes com
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0 objetivo de averiguar as concentracdes de CT e EC em diferentes cenarios. Os valores das
concentracgdes e diluicdes estdo descritos na Tabela 1.

Tabela 1. Valores das concentracfes de cada diluicdo no método de filtracdo para coliformes

totais e Escherichia coli.

Amostra
de d4gua Diluicdo 1 (D1) Diluicao 2 (D2)
(triplicata)
A 20 mL da amostra em 40 ml de agua = | 10 mL da D1 em 40 mL de agua =
2,5x* 12,5x
B 5 mL da amostra em 45 mL de &gua = | 10 mL da D1 em 40 mL de &gua =
10x 50x
C 1 mL da amostra em 49 mL de &gua = | 10 mL da D1 em 40 mL de &gua =
50x 250x

x = vezes diluida. Fonte: Préprio autor, 2022.

Para o isolamento dos microrganismos foi utilizada a metodologia descrita no Manual
da Merck (2000), em meio de cultura cromogénico indicador, Chromocult® Coliform Agar. As
colonias foram diferenciadas por processo colorimétrico, em que coliformes totais se
apresentam como colonias na cor salmon/vermelhas e Escherichia coli como colonias na cor
azul escuro para violeta. Cada diluigao foi feita em triplicata.

Os dados da contagem das colonias presumiveis de serem coliformes totais (CT) ou E.
coli (EC) foram utilizados na avaliacdo da qualidade sanitaria da amostra baseado nos
parametros da Resolucdo CONAMA n° 274/2000, que estabelece os critérios de balneabilidade

em aguas brasileiras.

5.4. FILTRAGEM E EXTRACAO DE DNA TOTAL

Na etapa de extracdo de DNA os 20 litros de 4gua foram submetidos ao processo de
filtracdo por bomba a vacuo, utilizando membranas Millipore de diferentes porosidades: 0,8

um a fim de reter o material particulado em suspenséo, 0,45 um a fim de reter eucariotos, 0,22
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um a fim de reter procariotos. As membranas contendo o material filtrado foram submetidas a
extracao de DNA através do kit DNeasy Power Water (Quiagen). O DNA total de cada
membrana foi extraido seguindo o protocolo e instrucdes do fabricante (APENDICE A). A
etapa descrita foi realizada no Laboratorio de Biotecnologia em Saade Humana e Ambiental —
BIOTECSA, da Universidade Estadual do Rio de Janeiro - UERJ. O DNA total foi quantificado
e avaliado quanto a pureza da amostra, ap6s a leitura em NanoDrop e por Qubit.

5.5. SEQUENCIAMENTO DO DNA EXTRAIDO

As bibliotecas metagenomicas foram preparadas com os Kits Nextera XT DNA e
Nextera XT index da lllumina, seguindo as instrucdes do fabricante. As amostras foram
sequenciadas utilizando o método shotgun no sequenciador IHlumina Hiseq 2500 (Illumina, Inc.,
San Diego, CA, USA), realizado na Plataforma de Sequenciamento do Centro de Tecnologia
da Indastria Quimica e Téxtil - SENAI CETIQT.

5.6. ANALISE DOS DADOS METAGENOMICOS

Para a analise dos dados metagenémicos foi utilizada a metodologia do pipeline
MetaWrap versédo 1.3 (URITSKIY; DIRUGGIERO; TAYLOR, 2018), um software de linha de
comando que utiliza uma colecdo de médulos, cada um sendo um programa autbnomo que
aborda um aspecto do processamento ou analise de dados.

Primeiramente, no médulo metaWRAP-Read_qc, as sequéncias brutas advindas do
sequenciamento foram avaliadas quanto a qualidade do sequenciamento (Figura 9), utilizando
como parametro de corte o indice Phred acima de 20. Para analisar a qualidade dos dados
gerados pelo sequenciamento, utilizou-se a ferramenta FastQC versiao 0.11.8 com o0s
parametros padrdao. Em seguida as sequéncias passaram pelo modulo de montagem, com
parametros “k-mer length” de 21. As sequéncias brutas e as montadas (contigs) foram
taxonomicamente perfiladas no modulo Kraken versdo 2, sendo, os resultados, gerados pelo
modulo do Krona, apresentando representacdes taxonémicas interativas da comunidade
microbiana. Com a montagem realizada, as sequéncias foram encaminhadas para 0 modulo de
binning, sendo consolidadas em um unico conjunto completo. O modulo Reassemble_bins foi
utilizado para remontar as leituras, aprimorando a qualidade do conjunto gerado, e permitindo

aferir funcionalidade aos genes da amostra.
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Figura 9. Fluxograma geral do pipeline metaWRAP. Caixas vermelhas representam maédulos

de montagem e andlise; verdes: dados metagenémicos; laranja: conjuntos intermediarios;

amarelo: conjuntos finais; azuis: relatdrios finais e figuras representativas dos resultados.
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Fonte: Traduzido de Uritskiy, Diruggiero e Taylor (2018).

Os resultados das andlises foram visualizados no programa KronaTools versao 2.7 e
REVIGO Gene Ontology treemap. A propor¢do de abundancia foi realizada atraves de
estatistica descritiva (porcentagem).

Para a analise dos metabolitos secundarios foi utilizada a plataforma antiSMASH versao
5.0 (https://antismash.secondarymetabolites.org), uma ferramenta de identificacdo, anotacao e
andlise de grupos de genes do metabolismo secundario (BLIN et al, 2021), que compara a
sequéncia de consulta com o banco de dados MIBiG — Informagdes minimas sobre o banco
de dados Biosynthetic Gene Cluster (MEDEMA et a, 2015). Apos a analise, os resultados
obtidos foram curados manualmente por comparacdo com a literatura relacionada para a

predigdo dos metabdlitos secundarios.


https://antismash.secondarymetabolites.org/
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1. CARACTERIZACAO FISICO-QUIMICA DA AMOSTRA DE AGUA

Os resultados das anélises de alcalinidade, turbidez, salinidade, pH, cloro (Cl), carbono
(C), nitrogénio (N) e sulfato (SO4+*") da amostra de agua encontram-se na Tabela 2.

Com concentracéo de cloreto a 6.900 mg/L e salinidade de 3,71%, a amostra analisada
possui caracteristicas que permitem classifica-la como sendo agua salgada a hipersalina, pois
apresenta valores de sais acima dos parametros estabelecidos pelo art. 2, inciso 111 da Resolucéo
CONAMA n° 357 (BRASIL, 2005), que dispde sobre a classificacdo dos corpos de &gua e
diretrizes ambientais entre outros enquadramentos. Segundo Rich e Maier (2015), podem ser
considerados ambientes hipersalinos aqueles cuja concentracdo de sais se apresenta em niveis
mais elevados do que a &gua do mar (aproximadamente 3,5%), podendo até atingir o ponto de
saturagéo total. Esses resultados divergem do que foi discutido por lespa, lespa e Borhi (2012),
que definiram o ambiente aquatico da Lagoa Salgada como um meio ambiente com
caracteristica salobra a salgada devido as condi¢fes da baixa circulacdo de agua, indice de
chuvas e acdo antrépica do canal do Acu.

Analisando as propriedades fisico-quimicas da amostra foi observado o pH com valor
de 8,5 e alcalinidade total de 280 mg/L. A concentracdo de carbono total (CT) foi de 152,90
mg/L, dos quais 116,03 mg/L corresponderam a concentracdo de carbono organico total (COT).
O valor para nitrogénio total (NT) foi de 7,7 mg/L. Por fim, devido a alta concentragdo de
cloreto, ndo foi possivel quantificar os ions de fluoreto e fosfato, assim como a série nitrogenada

- nitrato e nitrito.



43

Tabela 2. Resultado dos parametros fisico-quimicos da amostra de &gua e valores maximos
permitidos (VMP) pela Resolugdo CONAMA 357/2005.

Parametros Valores VMP*
Alcalinidade Total (mg/L) 280 -
Salinidade (%) 3,71 >3,0
pH (25 °C) 8,5 6,5a8,5
Condutividade (uS/cm) 142,1 -
Cloro Total (mg/L) 0,10 0,01
Cloro Livre (mg/L) 0,05 -
Carbono Total (mg/L) 152,90 -
Carbono Inorganico Total (mg/L) 36,87 -
Carbono Organico Total (mg/L) 116,03 3
Nitrogénio Total (mg/L) 7,7 0,87
Cloreto (mg/L) 6900 -
Sulfato (mg/L) 14,7 -
Turbidez (UNT) 21 -

*Valores maximos permitidos para o enquadramento sobre aguas salinas de classe | (art.18,

inciso 1). Fonte: Proprio autor, 2022.

Comparando os resultados fisico-quimicos com os valores definidos pela CONAMA n°
357/05, no enquadramento sobre aguas salinas de classe | (destinadas a recreacdo de contato
primario; protecdo e conservagao das comunidades aquaticas; e/ou atividade de pesca), foi
observado que o valor do pH se manteve dentro da faixa permitida. Entretanto, os valores
obtidos para cloro total, carbono organico total e nitrogénio total se mostraram muito acima dos
padrdes recomendados. Segundo von SPERLING (2000), o carbono orgéanico total (COT),
principalmente na forma dissolvida, desempenha funcéo preponderante no desenvolvimento da
comunidade microbiana em ecossistemas aquaticos, pois além de se inserir na cadeia trofica de
bactérias e algas - como agente precipitador de nutrientes na camada bentonica para produgao
primaria -, 0 COT atua também no processo de fotossintese, por intermédio da interferéncia na
penetracgao das radiagdes solares no corpo d’agua. Ja os compostos de nitrogénio sao nutrientes

para processos biologicos. Quando em altas concentragbes em aguas naturais conjuntamente
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com outros compostos provocam o enriquecimento do meio e possibilitam o crescimento em
maior extensao de organismos que os utilizam (CETESB, 2007). Na dieta humana a ingestao
de alimentos com altos niveis de nitrato, uma das formas oxidadas do nitrogénio, pode estar
associada com a ocorréncia de cancer de estomago (INCA, 2012).

Desta forma, resultados obtidos caracterizam a amostra como impropria quanto aos
niveis de cloro total, COT, e nitrogénio total, segundo os parametros definidos pela CONAMA
n® 357/2005. Assim, as atividades humanas descritas na resolucdo ndo sdo recomendadas. A
alta concentracdo de determinados nutrientes no ambiente - como COT, nitrogénio e fésforo -
pode promover o processo de eutrofizacdo, ocasionando mudangas na composigdo e sucessdo
de espécies fitoplanctonicas (ZHU et al, 2020). Tais alteracbes podem permitir que compostos
organicos excretados por determinados microrganismos conferiram, em altas concentracdes,
toxicidade ao meio aquatico. Substancias pertencentes as classes das hepatotoxinas,
neurotoxinas, endotoxinas e toxinas irritantes da pele podem ser produzidas por diferentes tipos
de algas e possuem acéo deletéria a saide humana (von SPERLING, 2000).

Por fim, os altos valores de COT e nitrogénio total podem ser considerados um dos
fatores responsaveis pela abundancia do filo Cyanobacteria na amostra, em especial 0 género

Synechococcus, que correspondeu a 15% do nimero de sequéncias identificadas.

6.2. CARACTERIZACAO COLIMETRICA DA AMOSTRA DE AGUA

As analises bacteriologicas demonstraram que a amostra de agua analisada apresentou
valores maximos de 2 UFC/mL para coliformes totais (CT) e 1 UFC/mL para Escherichia coli
(EC) (Tabela 3), estando dentro dos padrdes de balneabilidade estipulados pela Resolugéo
CONAMA n° 274/2000, que estabelece sistematicas de avaliacdo da qualidade ambiental das

aguas doces, salobras e salinas.
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Tabela 3. Resultados dos parametros colimétricos da amostra para coliformes totais e
Escherichia coli.

A B C
CONAMA Nn° 274
UFC/mL UFC/mL UFC/mL
(UFC/mL) | (UFC/mL) | (UFC/mL) (UFC/mL)®
D1 D2 D1 D2 D1 D2
Coliformes totais 0 0 2 2 1 1 461
Escherichia coli 0 0 1 0 0 0 3,9

& Considerados os valores correspondentes para a categoria satisfatoria do art. 2, 81 da
Resolucdo CONAMA n° 274/2000. Valores convertidos para UFC/mL (Gronewold e Wolpert,
2008). Fonte: Proprio autor, 2022.

Analisando os microrganismos que compdem o grupo coliformes totais foi observado
que: Salmonella representou somente 0,04% do ndmero total sequéncias da amostra; Shigella
0,003%; Citrobacter 0,04%; Klebsiella 0,6%; Enterobacter 0,09%; Proteus 0,02%; e Serratia
0,1%. Os géneros destacados pertencem a familia Enterobacteriaceae, e sdo 0s principais
indicadores dentro dos coliformes totais (MOURA, 2019).  Escherichia coli representou
0,004% do numero de sequéncias.

Os valores encontrados nos pardmetros colimétricos corroboram a diversidade
microbiana identificada. A abundéncia dos microrganismos pertencentes ao grupo coliformes
se mostrou baixa durante a etapa de analise taxonémica da amostra, que sera discutida na

préxima secao.

Apesar de atender os parametros estabelecidos pela CONAMA n° 274, deve-se reforcar
que parte do ambiente da Lagoa Salgada esta sob significativa pressdo antrépica, onde
atividades como agricultura e pecuaria; zoneamento urbano inadequado (TUDESCO, 2011);
utilizacdo dos estromatolitos para construgdo civil (pavimentacdo e afins); e presenca de
grandes empreendimentos industriais podem contribuir para que os valores dos indicadores de
contaminagéo fecal sejam rapidamente alterados. Um cenario de aumento destes indicadores,
associado a expansdo urbana desordenada, ira promover a degradagdo do ecossistema. Dentro

deste contexto, destaca-se também a necessidade de analises da qualidade da 4gua quanto a
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presenca de compostos tdxicos inorganicos, estabelecidos pela resolucio CONAMA n°
357/2005, que versa, dentre diversos pontos, sobre a necessidade de se manter a salide e o bem-
estar humano, bem como o equilibrio ecolégico aquéatico, sem que 0s mesmos sejam afetados
pela deterioracdo da qualidade da agua (BRASIL, 2005). Tais analises se tornam relevantes
devido a reconhecida utilizacdo de produtos agrotoxicos em lavouras familiares localizadas a
poucos metros da margem da lagoa.

6.3. CARACTERIZACAO DA COMUNIDADE MICROBIANA

O dominio Bacteria apresentou a maior abundancia de microrganismos, representando
93% do numero de sequéncias identificadas em comparacdo aos dominios Eukaryota (4%)
e Archaea (0,1%). Os virus representaram 2% do total de sequéncias.

Analisando os dados do dominio Bacteria a nivel taxonémico de filo, foi observado que
as proteobactérias (36%) apresentaram o maior numero de sequéncias identificadas,
seguido pelas cianobactérias (22%), actinobactérias (18%), bacteroidetes (6%) e firmicutes
(2%) (Gréfico 1).

Gréfico 1. Numero de sequéncias dos filos pertencentes ao dominio Bacteria.

41,855.315.677.6
43 44

B Proteobacteria

W Cyanobacteria
I Actinohacteria

Fonte: Proprio autor, 2022.
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Cenarios semelhantes foram observados em diferentes ecossistemas hipersalinos pelo
mundo como em Laguna Tebinquiche - Atacama, Chile (DEMERGASSO et al, 2008), Lago
Aran-Bidgol, Irda (MAKHDOUMI et al, 2012), em lagos de salinas solares - Sfax, Tunisia
(BAATI et al, 2008) e esteiras microbianas de Shark Bay, Australia (RUVINDY et al, 2016).
Em todos os ambientes citados as proteobactérias apresentaram-se como o grupo filogenético
dominante, evidenciando a capacidade de adaptacédo e colonizacdo de seus microrganismos.

Resultados obtidos por Foster e Green (2011) demostraram que ecossistemas de
estromatélitos marinhos e hipersalinos apresentaram diversidade bacteriana significativamente

maior quando comparado com um ecossistema estromatolitico artificial ou o de 4gua doce.

6.3.1. Filo Proteobacteria
Explorando o filo Proteobacteria, foi observada uma expressiva pluralidade de
microrganismos. Os mesmos foram identificados em diferentes grupos taxondémicos, sendo a
classe Gammaproteobacteria a de maior abundancia, representando 43% do referido filo. A
classe Alphaproteobacteria veio em seguida, correspondendo a 35% do nimero de sequéncias.
As classes Betaproteobacteria (9%) e Deltaproteobacteria (6%) também apresentaram
microrganismos identificados (Figura 10). O nimero de sequéncias ndo identificadas foi de 7%.



48

Figura 10. Representacdo da diversidade microbiana encontrada no filo Proteobacteria.

Proteobacteria

Fonte: Proprio autor, 2021.

O género Pseudomonas foi aquele que apresentou o maior numero de sequéncias
identificadas, correspondendo a 11% das Proteobacterias. O género Candidatus Pelagibacter
veio em seguida, representando 8% do filo. Outros géneros que se destacaram foram:
Desulfosarcina (2%), Marichromatium (2%), Halomonas (2%), Azospirillum (2%),
Bradyrhizobium (2%), Sulfitobacter (1%), Thiocystis (1%), Roseovarius (1%), Allochromatium
(1%) e Burkholderia (1%).

A nivel de espécie, Candidatus Pelagibacter sp. HIMB1321 (6%), Marichromatium
purpuratum 984 (2%), Thiocystis violascens DSM 198 (1%), Allochromatium vinosum DSM

180 (1%) foram aquelas que obtiveram as maiores porcentagens (Tabela 4).
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Tabela 4. Principais classes, géneros e espécies identificadas no filo Proteobacteria.

Classe Género Espécie

Pseudomonas Pseudomonas stutzeri

) ) Marichromatium purpuratum
Marichromatium

984
Gammaprobacteria Halomas Halomonas sp. JS92-SW72
Thiocystis Thiocystis violascens DSM 198

_ Allochromatium vinosum DSM
Allochromatium

180
Candidatus Candidatus Pelagibacter sp.
Pelagibacter HIMB1321
Azospirillum Azospirillum lipoferum 4B

; Bradyrhizobium oligotrophicum
Alphaproteobacteria Bradyrhizobium y gotrop

S58
Sulfitobacter Sulfitobacter pseudonitzschiae
Roseovarius Roseovarius faecimaris
Betaproteobacteria Burkholderia Burkholderia lata
Deltaproteobacteria Desulfosarcina Desulfosarcina widdelii

Fonte: Préprio autor, 2022.

O filo Proteobacteria compreende uma das maiores divisdes dentro dos procariontes,
sendo responsavel pela grande maioria das bacterias Gram-negativas validamente identificadas.
O grupo abrange um complexo conjunto de atributos fenotipicos e fisiologicos de grande
importancia bioldgica, uma vez que englobam a maioria das bactérias Gram-negativas de
interesse médico, industrial e agricola (MADIGAN e MARTINKO, 2006). Dentro deste
contexto, espécies de Pseudomonas, género de maior abundancia dentro do filo, possuem
capacidade de degradar hidrocarbonetos e compostos halogenados em ambientes hipersalinos
(OYEWUSI et al, 2020). Com base nessa caracteristica e abundancia encontrada por este

estudo, a utilizagdo de Pseudomonas sp. como agente potencialmente biorremediador para
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limpeza de ambientes hipersalinos ou marinhos contaminados com compostos halogenados se

apresenta como uma alternativa vidvel a ser explorada.
Foster e Green (2011), analisando sequéncias do gene 16S rRNA de estromatoélitos de

Shark Bay (Australia), observaram abundéancia de Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria

nas amostras estudadas.

6.3.2. Filo Cyanobacteria
Em relacdo ao filo Cyanobacteria, observou-se que a ordem Synechococcales foi

dominante no seu nivel taxondmico, englobando 89% das cianobactérias identificadas. A
ordem Nostocoles representou 6% das sequéncias seguida pela ordem Pleurocapsales que

correspondeu somente a 0,2% das mesmas (Figura 11). A porcentagem de cianobactérias ndo

identificadas foi de 3%.

Figura 11. Representacdo da diversidade microbiana encontrada no filo Cyanobacteria.
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Fonte: Proprio autor, 2021.
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Analisando o filo a nivel de género, evidenciou-se que Synechococcus foi aquele que
apresentou maior abundancia, representando 64% das cianobactérias identificadas na amostra.
O género Synechocystis apareceu em seguida, com 23%. Os demais géneros identificados
foram: Geminocystis (2%), Calothrix (1%), Nostoc (0,9%), Microcystis (0,5%), Candidatus
Atelocyanobacterium (0,3%), Gloeothece (0,2%), Halothece (0,2%), Rippkaea (0,2%),
Arthrospira (0,2%), Planktothrix (0,2%), Oxynema (0,2%), Moorea (0,1%), Oscillatoria
(0,1%), Crocosphaera (0,1%), Crocosphaera (0,1%), Cyanothece (0,1%), Fischerella (0,1%),
Geitlerinema (0,09%), Microcoleus (0,09%), Geitlerinema (0,09%), Scytonema (0,08%),
Chondrocystis (0,07%), Raphidiopsis (0,07%), Gloeocapsa (0,06%), Nodularia (0,05%),
Sphaerospermopsis (0,04%), Anabaena (0,04%).

Analisando o filo a nivel de espécie, foi observado que Synechococcus sp. RS9909
(46%) apresentou 0 maior nimero de sequéncias, seguido por Synechocystis sp. PCC 6714
(16%), Synechococcus sp. WH 8101 (9%), Synechocystis sp. CACIAM 05 (4%),
Synechococcus sp. BMK-MC-1 (1%), Geminocystis sp. NIES-3708 (0,9%) e Calothrix sp. PCC
6303 (0,8%). Os valores referentes ao nimero de sequéncias das espécies destacadas estdo na
Tabela 5.

Tabela 5. Principais ordens, géneros e espécies identificadas no filo Cyanobacteria.

Ordem Género Principais espécies

Synechococcus sp. RS9909

Synechococcus Synechococcus sp. WH 8101

Synechococcales Synechococcus sp. BMK-MC-1

Synechocystis sp. PCC 6714

Synechocystis )
Synechocystis sp. CACIAM 05

Chroococcales Geminocystis Geminocystis sp. NIES-3708

Nostocales Calothrix Calothrix sp. PCC 6303

Fonte: Préprio autor, 2022.

Cianobactérias, microrganismos pertencentes a um antigo grupo de procariontes
fotossintéticos, apresentam uma ampla diversidade de estratégias celulares, capacidades

fisioldgicas e adaptacdes que permitem sua distribuicdo em ambientes como oceanos tropicais,
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ecossistemas marinhos costeiros e de agua doce, esteiras microbianas e aguas polares ricas em
nutrientes (SOHM et al, 2016).

As cianobactérias sdo o0s principais produtores primarios em lagos hipersalinos
interiores e costeiros, em nascentes e lagoas de evaporacdo salina e outros ambientes com
concentragOes de sal maior do que a &gua do mar que, normalmente é de 3,5% (OREN, 2015).

As habilidades de sobrevivéncia e dispersdo existente no filo foram observadas por
Callieri (2017) e Cabello-Yeves et al (2017) para o género Synechococcus. Os autores
destacaram que 0s microrganismos pertencentes ao género possuem uma parede celular espessa
de peptidoglicano e uma camada externa de glicoproteinas que aumenta a tolerancia ambiental.
Também foi destacada a existéncia de pigmentos fotossintéticos (ficocianina e ficoeritrina) que
permitem a adaptacdo a diferentes intensidades de luminosidade (comprimentos de onda de 400
a 650 nm).

Por fim, Synechococcus sp. possuem capacidade de sobreviver em uma ampla faixa de
temperatura. Mastala et al (1996) demonstrou que os microrganismos do género apresentaram
uma elevacdo na taxa de crescimento a 28-30°C, com ceélulas capazes de sobreviver a uma
variacdo de até 40°C. A faixa ideal, entre 28 e 30°C, corresponde as condi¢Oes de temperatura
encontrada em paises tropicais, 0 que torna propicia a sobrevivéncia do grupo em tais
localidades (RASCONI et al, 2015). Os fatores descritos permitem explicar a abundancia de
Synechococcus sp. na amostra estudada, uma vez que o género possui ferramentas para
adaptacdo e crescimento perante as variacdes fisico-quimicas que ocorrem na Lagoa Salgada
durante as estacdes do ano.

Corroborando com outros trabalhos, foram observados valores semelhantes para o
género Synechococcus em Clementino et al (2008). Em estudo sobre diversidade procariética
de areas marinhas hipersalinas da Lagoa de Araruama (Rio de Janeiro), os autores detectaram
amostras dominadas por fil6tipos de Synechococcus. Silva e Silva et al (2013) evidenciou a
familia Synechococcaceae como sendo aquela que apresentou a maior frequéncia quanto a
composi¢gdo microbiana relacionada a todas as etapas de formagdo e desenvolvimento dos
estromatodlitos na Lagoa Salgada. Walsby et al (1983) identificou significativas concentraces
de Synechococcus nas esteiras benténicas do lago hipersalino de Solar Lake (costa do Golfo de
Agaba, Mar Vermelho), ecossistema com caracteristicas semelhantes a Lagoa Salgada. Foster
e Green (2011) identificaram que as esteiras estromatoliticas de Highborne Cay (Bahamas)
continham uma comunidade cianobacteriana altamente distinta, que incluia representantes

unicelulares de Synechococcus spp. Burns et al (2004) observaram cianobactérias do género
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Synechococcus compondo a diversidade microbiana dos estromatolitos existentes no ambiente
marinho hipersalino da baia de Shark Bay, Austrélia. Jardillier et al (2010) estimaram que o
referido género seja responsavel por 21% da fixacdo total de didxido de carbono da regido
tropical e subtropical nordeste do Oceano Atlantico, destacando que sua participacdo na fixacédo
oceanica de CO2 nédo pode ser negligenciada.

Espécies pertencentes ao género Synechocystis foram identificadas por Fourcans et al
(2004) em um lago hipersalino raso na salina de Salins-de-Giraud, (localizado proximo a
barreira de areia e a costa maritima de Camargue, Franga). O referido género, juntamente com
outros tipos unicelulares de cianobactérias, representou 27% da contagem total de
microrganismos identificados, valores préximos ao encontrado por esse estudo. O género
Synechocystis é definido morfologicamente como organismos esféricos cocoides, com
tilacoides parietais, que apresentam capacidade de habitar variados ambientes (Korelusova, et
al., 2009). Oren (2015), evidenciou que espécies de Synechocystis podem apresentar capacidade
halotolerantes, podendo ser isoladas tanto em ambientes de &gua doce, quanto apresentar
elevado crescimento em ambientes com concentracdes de sal até 3 vezes mais altas que a agua
do mar. Sdo utilizados em estudos ecofisioldgicos e bioquimicos relacionados a regulacédo
metabolica das cianobactérias. (Korelusova et al., 2009; Oren, 2015). Nesse contexto, Liu et al
(2015), identificou a presenca dos géneros Synechococcus e Synechocystis nos sete lagos de
salinidade distintas analisados (localizados na Bacia Qaidam do Planalto Qinghai-Tibetano,
China). Os autores destacam que, apesar de apresentarem abundéancia distintas em cada area de
estudo, a capacidade de tolerar uma ampla faixa de salinidade pode explicar a onipresenca dos
géneros nos lagos da bacia.

O género Geminocystis foi proposto e descrito por Korelusova et al. (2009), em seu
estudo de revisdo do género Synechocystis. Os autores classificaram Geminocystis como sendo
um téxon irmdo do género Cyanobacterium devido as diferencas morfoldgicas, filogenéticas e
tipo de divisdo celular. Ramos et al. (2017) identificou a presenca de Geminocystis sp. em trés
lagoas hipersalinas do complexo lagunar de Araruama (Araruama, Pitanguinha e Pernambuco),
ecossistemas que apresentam caracteristicas semelhantes a Lagoa Salgada quanto a sua
formacédo geoldgica e posicdo geografica (localizadas na costa nordeste do Estado do Rio de
Janeiro). Andreote et al. (2014), identificaram espécies pertencentes ao género Geminocystis
em lagoas salino-alcalinas localizadas em Nhecoléndia, uma sub-regido do Complexo do

Pantanal.
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O género Calothrix é composto por cianobactérias filamentosas, bentonicas, com alto
nivel de diversidade genética. Apresenta uma ampla distribui¢do global, sendo encontrado em
habitats marinhos, de agua doce e terrestres, tais como: esteiras cianobacterianas, recifes
tropicais, ambientes endoliticos e fontes termais (Sihvonen et al., 2007). Silva e Silva et al.
(2013) identificou espécies de Calothirx na &gua e em esteiras microbianas da Lagoa Salgada.
Paerl, Pinckney & Steppe et al. (2000), em estudo de revisdo acerca da sobrevivéncia e
crescimento microbiano em ambientes extremos, classificou o género Calothrix como sendo
um dos grupos dominantes com a capacidade de fixacdo de nitrogénio em esteiras bentdnicas
intertidais e lagoas hipersalinas sob condi¢des fisico-quimicas de estresse (extremos de
temperaturas, radiacdo excessiva, dessecacdo, deplecdo de nutrientes, extremos de pH e

hipersalinidade).

6.3.3. Filo Actinobacteria

O filo Actinobacteria apresentou significativa diversidade de microrganismos entre 0s
grupos taxondmicos. Ao analisar os dados foi identificada diversas ordens dentro do grupo,
sendo Streptomycetales (31%) aquela com maior abundancia. A ordem Micrococcales
representou 25% das sequéncias, seguida por Corynebacteriales (16%), Propionibacteriales

(4%), Micromonosporales (2%), Pseudonocardiales (2%) e Acidimicrobiales (2%) (Figura 12).
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Figura 12. Representacdo da diversidade microbiana encontrada no filo Actinobacteria.
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Fonte: Proprio autor, 2021.

Os géneros que se destacaram foram: Streptomyces (30%), Microbacterium (6%),
Mycolicibacterium (6%), Mycobacterium (3%), Rhodococcus (2%), Corynebacterium (2%),

Nocardioides (2%), Micromonospora (1%), llumatobacter (1%).
Dentre a diversidade observada, duas espécies se destacaram, sdo elas: Pontimonas

salivibrio (2%) e llumatobacter coccineus YM16-304 (1%) (Tabela 6).

Tabela 6. Principais ordens, géneros e espécies identificadas no filo Actinobacteria.

Ordem Género Espécie
Streptomycetales Streptomyces Streptomyces sp. C8S0
Micrococcales Microbacterium Microbacterium sp. LKLO4
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Pontimonas Pontimonas salivibrio
Mycolicibacterium Mycolicibacterium confluentis
Mycobacterium Mycobacterium sp. MS1601
Corynebacteriales Rhodococcus Rhodococcus coprophilus
Corynebacterium Corynebacterium camporealensis
Propionibacteriales Nocardioides Nocardioides sp. HDW12A
Micromonosporales Micromonospora Micromonospora sp. WMMC415
Pseudonocardiales Pseudonocardia Pseudonocardia sp. HH130629-09
Acidimicrobiales Ilumatobacter [lumatobacter coccineus YM16-304

Fonte: Proprio autor, 2022.

As actinobactérias compdem um grupo de bactérias Gram-positivas com alto teor de
guanina e citosina em seu DNA, podendo habitar ambientes terrestres ou aquaticos. S&o
organismos unicelulares, sem parede celular distinta, que produzem um micélio ndo septado e
mais delgado (ANANDAN, DHARUMADURAI e MANOGARAN, 2016). O filo desempenha
importante funcdo na decomposicao de materiais organicos, como celulose e quitina, possuindo
papel vital na renovacdo da matéria organica, no ciclo do carbono, e na reposicao de nutrientes
no ambiente em que estdo inseridas (ARAUJO et al, 2020). Além disso, sdo conhecidos pela
capacidade de produzirem uma variedade de metabdlitos secundarios com alto interesse
farmacolégico e comercial (SALWAN & SHARMA, 2020; BETANCUR et al, 2017;
BERGEIK, TERLOUW, MEDENA e WEZEL, 2020).

A diversidade do grupo, em ambientes marinhos, ainda é considerada sub-explorada, o
que eleva seu potencial econémico e biotecnoldgico para a descoberta de novos produtos
naturais (BLUNT et al, 2016). Actinobactérias marinhas, por habitarem em ambientes com
caracteristicas fisico-quimicas variadas, produzem diferentes tipos de compostos bioativos em
comparagdo com as espécies terrestres (HASSAN et al, 2017). Esse fato est relacionado a
necessidade de adaptacdo a condicGes anaerobicas, e variagdes de temperatura e pressdo nesses
habitats.

Streptomyces sp., género com maior abundancia no filo, apresenta, como propriedade
intrinseca, capacidade de produzir metabdlitos secundarios bioativos como antivirais,

antifdngicos, antitumorais, anti-hipertensivos, e principalmente, antibidticos e
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imunossupressores, sendo o principal grupo estudado pela industria farmacéutica e
biotecnoldgica (TANGERINA et al, 2020; LI et al, 2021). A producdo da maioria desses
compostos varia de acordo com a espécie e, geralmente, tem como funcdo permitir a
competicdo por recursos com outros microrganismos do ambiente, sendo de géneros diferentes
ou ndo (WESTHOFF et al, 2021). Zhao et al (2016) demonstraram que fatores ambientais como
a salinidade, podem promover a evolugdo mais rapida de alguns genes de Streptomyces spp.
como forma de adaptacdo as caracteristicas do ambiente, resultando em maior expressdo de
determinados aglomerados génicos e producao de diferentes compostos.

Desta forma, os valores encontrados neste estudo para Streptomyces, assim como para
0s géneros Microbacterium, Mycobacterium, Rhodococcus, Nocardioides - grupos também
reconhecidos pela producdo de compostos bioativos (QUAN et al, 2017; CENICEROS et al,
2017; SYED et al,2019) -, sugerem que o ambiente aquatico da Lagoa Salgada apresenta
significativo potencial para a exploragdo de metabolitos secundarios. O ambiente singular e
ainda pouco explorado, somado aos fatores fisico-quimicos caracteristicos da lagoa, constitui
um cendrio promissor para a identificacdo de novos compostos ou até mesmo de novas espécies

e/ou cepas de actinobactérias.

6.3.4. Filo Bacteroidetes
O filo Bacteroidetes apresentou grupos taxonémicos bem definidos, possuindo cinco
ordens de destaque. Dentre elas, a ordem Flavobacteriales representou 72% do numero de
sequéncias, configurando-se a ordem dominante. A ordem Cytophagales correspondeu a 9% do
filo, sendo seguida por Sphingobacteriales (5%), Bacteroidales (3%), Marinilabiliales (1%)
(Figura 13).



58

Figural3. Representacdo da diversidade microbiana encontrada no filo Bacteroidetes.

Winogradskyeiia heigolandef Bacteroidetes
cteroidetes/Chiorobi groyp

Flavosacterium sp. CJ

Fonte: Proprio autor, 2021.

Analisando o filo ao nivel de género, observou-se que Flavobacterium (11%)
representou 0 maior numero de sequéncias, seguido pelos géneros Polaribacter (6%),
Nonlabens (5%), Winogradskyella (4%), todos pertencentes & mesma ordem. Outros géneros
que se destacaram foram: Blattabacterium (3%), Chryseobacterium (3%), Tenacibaculum
(2%), Hymenobacter (2%), Mucilaginibacter (2%), Spirosoma (2%), Formosa (2%),
Muricauda (2%), Myroides (2%), Gramella (2%), Maribacter (1%), Aequorivita (1%),
Lacinutrix (1%), Echinicola (1%), Bacteroides (1%), Sphingobacterium (1%). As espécies
Polaribacter sp. KT25b (3%), Blattabacterium cuenoti (2%), Formosa agariphila KMM 3901
(2%), Nonlabens ponticola (2%), Flavobacterium crocinum (2%), Nonlabens sp. Ci31 (1%),
Flavobacterium johnsoniae (1%), Tenacibaculum todarodis (1%), Winogradskyella
helgolandensis (1%) foram aquelas que se destacaram dentro do filo (Tabela 7). A porcentagem

de microrganismos nao classificados foi de 6%.
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Tabela 7. Principais ordens, géneros e espécies identificadas no filo Bacteroidetes.

Ordem Género Espécie
Flavobacterium crocinum

Flavobacterium o .
Flavobacterium johnsoniae

Polaribacter Polaribacter sp. KT25b
Nonlabens ponticola
Nonlabens
Nonlabens sp. Ci31
Winogradskyella Winogradskyella helgolandensis
Chryseobacterium Chryseobacterium sp. G0162
Blattabacterium Blattabacterium cuenoti
Flavobacteriales . . .
Tenacibaculum Tenacibaculum todarodis
Formosa Formosa agariphila KMM 3901
Muricauda Muricauda sp. 501str8
Myroides Myroides odoratus
Gramella Gramella sp. MAR_2010_147
Maribacter Maribacter sp. MJ134
Aequorivita Aequorivita sublithincola DSM 14238
Lacinutrix Lacinutrix sp. 5H-3-7-4
Hymenobacter Hymenobacter swuensis DY53
Cytophagales Spirosoma Spirosoma aerolatum
Echinicola Echinicola sp. 20G
Mucilaginibacter Mucilaginibacter xinganensis
Sphingobacteriales ) ) ) )
Sphingobacterium Sphingobacterium hotanense
Bacteroidales Bacteroides Bacteroides sp. M10
Marinilabiliales Draconibacterium Draconibacterium orientale

Fonte: Préprio autor, 2022.

O filo Bacteroidetes abriga bactérias Gram-negativas, quimio-organotréficas, nédo
formadoras de esporos, em forma de bastonetes. Microrganismos pertencentes ao grupo
colonizaram diversos tipos de habitats, incluindo solo, oceanos, ambientes de 4gua doce e trato
gastrointestinal de animais (THOMAS et al, 2011). No ambiente, as classes Flavobacteriia,
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Cytophagia, Chitinophagia, Saprospiria e Sphingobacteriia abrigam grande parte das espécies
identificadas (HAHNKE et al, 2016). A afirmativa citada foi observada nos resultados
encontrados, na qual as ordens Cytophagales, Sphingobacteriales e, principalmente,
Flavobacteriales apresentaram o maior numero de sequéncias dentro do filo.

Naghoni et al (2017), em estudo sobre a diversidade microbiana do lago hipersalino
Meyghan (Ir&), observou, dentro do filo Bacteriodetes, a dominancia das classes Flavobacteria
(pertencente a ordem Flavobacteriales) e Cytophaga (pertencente a ordem Cytophagales) em
amostra de baixa salinidade (~50g/L) enquanto Sphingobacteria (pertencente a ordem
Sphingobacteriales) dominou as amostras de maior salinidade (~180 g/L e ~300 g/L). O achado
descrito evidencia a salinidade atuando como elemento controle dentro do filo Bacteroidetes e
corrobora os resultados deste estudo, definindo que o protagonismo das ordens Flavobacteriales
e Cytophagales sobre Sphingobacteriales e as demais esta diretamente relacionado a salinidade
do meio aquatico da Lagoa Salgada, que esta mais proxima dos valores da primeira amostra do

estudo citado.

6.3.5. Filo Firmicutes

Analisando o filo Firmicutes observou-se que a ordem Bacillales (38%) foi aquela que
apresentou 0 maior nimero de sequéncias. A ordem Lactobacillales (31%) apresentou valores
relativamente  proximos, sendo sucedida pelas ordens Clostridiales (16%) e
Thermoanaerobacterales (4%) respectivamente (Figura 14). A porcentagem de microrganismos

nao classificados no filo foi de 8%.
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Figura 14. Representacéo da diversidade microbiana encontrada no filo Firmicutes.

Firmicutes
Pontibacilius sp. HMFIBIEE2S = Terrabacteria group

Fonte: Proprio autor, 2021.

Os géneros Companilactobacillus e Paenibacillus se destacaram dentro do referido
grupo, onde cada um representou 15% do filo. Os géneros Bacillus (8%), Clostridium (8%),
Streptococcus (6%), Melissococcus (5%), Staphylococcus (2%), Planococcus (2%),
Pontibacillus (2%), Petrocella (2%), Hungateiclostridium (1%) também se destacaram, porém
com porcentagens significativamente menores em relacdo aos primeiros supracitados.

A espécie Companilactobacillus allii (15%) foi aquela que representou 0 maior nimero
de sequéncias dentro do referido nivel taxonémico. Outras espécies que obtiveram
porcentagens relevantes foram: Paenibacillus protaetiae (9%), Melissococcus plutonius (5%),
Clostridium sp. CT4 (3%), Pontibacillus sp. HMF3514 (2%), Petrocella atlantisensis (2%),
Hungateiclostridium clariflavum DSM 19732 (1%) e Streptococcus dysgalactiae (1%) (Tabela
8).
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Tabela 8. Principais ordens, géneros e espécies identificadas no filo Firmicutes.

Ordem Género Espécie
Paenibacillus Paenibacillus protaetiae
Bacillus Bacillus cereus ATCC 10876
Bacillales Staphylococcus Staphylococcus saccharolyticus

Planococcus

Pontibacillus

Planococcus dechangensis
Pontibacillus sp. HMF3514

Lactobacillales

Companilactobacillus
Streptococcus

Melissococcus

Companilactobacillus allii
Streptococcus dysgalactiae

Melissococcus plutonius

Clostridiales

Clostridium

Petrocella

Hungateiclostridium

Clostridium sp. CT4
Petrocella atlantisensis
Hungateiclostridium
clariflavum DSM 19732

Thermoanaerobacterales

Mabhella

Mabhella australiensis

Fonte: Préprio autor, 2022.

O filo Firmicutes compreende microrganismos Gram-positivos, com paredes celulares

rigidas ou semi-rigidas contendo peptidoglicano (GARCIA et al, 2021). Por apresentarem
muitas bactérias com diferentes caracteristicas filogenéticas e fenotipicas, 0 grupo possui uma
hierarquia taxondmica bastante fluida, sendo necessario solidos estudos para estabelecer uma
filotaxonomia mais forte (YUTIN E GALPERIN, 2013).

As células dos microrganismos que compdem o grupo possuem formato de bastonetes
ou esferoidais e se reproduzem principalmente por fissdo binaria. Alguns formam endésporos
e sdo moveis por meio de flagelos (BEPPU E UEDA, 2015; Filippidou et al, 2016).

Membros do filo sdo abundantes no solo e ambientes aquéaticos onde estdo envolvidos
na decomposicdo e reciclagem de matéria orgéanica (LIU et al, 2019). No entanto, diversos
géneros colonizam a flora intestinal de mamiferos - participando do processo digestorio - ou

possuem acao patogénica a humanos, animais e plantas (BAMOLA et al, 2017; WANG et al,
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2019). Alguns membros do filo Firmicutes também sdo industrialmente valiosos para a
producdo de antibioticos, enzimas e produtos lacteos (Liu et al., 2012; Kwak et al., 2013).

Em ambientes aquaticos hipersalinos, Abdallah et al (2016) observou que as classes
Bacilli e Clostridia apresentaram dominancia dentro do filo Firmicutes nas amostras de agua da
lagoa Chott El Jerid (Tunisia), resultado também constatado por este estudo. No entanto, ao
analisar a abundancia por filos identificados, se tem um cenario diferente. No trabalho citado,
assim como em Jacob et al (2017), Edwarson e Hollibaugh (2018) e Han et al (2017), Firmicutes
se apresentou como grupo dominante juntamente com as proteobactérias, diferentemente do
cenario encontrado na Lagoa Salgada. A diferenca de diversidade para ambientes com
caracteristicas semelhantes pode estar relacionada a fatores fisico-quimicos. Em todos o0s
estudos citados os autores encontraram valores de salinidade significativamente mais altos (~90
a 346 g. L™1) quando comparado com os da Lagoa Salgada. Por outro lado, os valores para pH
ficaram abaixo (5,9 a 6,9) em relacdo ao da lagoa, sugerindo que tais fatores associados podem
atuar diretamente na capacidade de colonizacao do filo.

Segundo Cupit, Lomstein e Kjeldsen (2019), a baixa taxa de lise dos endésporos durante
os procedimentos de extracdo de &cido nucleico também pode contribuir para a baixa
abundéancia relativa de Firmicutes em determinadas bibliotecas de sequéncias.

6.3.6. Virus

Analisando a diversidade viral da amostra, foi observado que a mesma é composta
majoritariamente por microrganismos pertencentes ao reino Duplodnaviria (96%). O reino
Varidnaviria representou as demais sequéncias (4%).

Explorando a diversidade dos virus a nivel taxondmico de familia, observou-se que 56%
das sequéncias identificadas pertenciam ao grupo Myoviridae, sendo aquele de maior
abundancia dentro da analise. A familia Siphoviridae também se destacou, representando 29%
das sequéncias (Figura 15). As demais familias identificadas foram: Podoviridae (5%),

Phycodnaviridae (4%), Autographiviridae (3%) e Demerecviridae (1%).
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Figura 15. Representacdo da diversidade viral encontrada na amostra.

Fonte: Préprio autor, 2021.

Ao analisar o grupo dos virus a nivel taxonémico de espécie, foi observado que
Prochlorococcus phage P-TIM68 (11%) apresentou o maior nimero de sequéncias
identificadas, seguida pelas espécies Streptomyces phage Annadreamy (9%) e Synechococcus
phage S-SKS1 (9%) respectivamente. Outras espécies que apresentaram porcentagens
relevantes foram: Cyanophage KBS-S-2A (5%), Synechococcus phage S-PM2 (4%),
Synechococcus phage S-SM2 (4%), Synechococcus phage S-CBS1 (4%), Synechococcus phage
Bellamy (4%), Synechococcus phage S-CBS4 (4%), Puniceispirillum phage HMO-2011 (4%),
Pseudomonas phage PspYZUO08 (3%), Aureococcus anophagefferens virus (3%), Cyanophage
S-RIM32 (2%), Pelagibacter phage HTVCO008M (2%), Synechococcus phage S-WAM2 (2%),
Prochlorococcus phage P-SSM2 (2%), Cyanophage S-TIM5 (2%), Synechococcus phage S-
CBS3 (2%), Streptomyces phage Blueeyedbeauty (2%) (Tabela 9).
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Tabela 9. Principais espécies e familias identificadas pertencentes ao grupo dos virus.

Familia Espécies

Prochlorococcus phage P-TIM68
Synechococcus phage S-SM2
Synechococcus phage Bellamy
Cyanophage S-RIM32
Prochlorococcus phage P-SSM2
Pelagibacter phage HTVC008M
Synechococcus phage S-WAM2
Cyanophage S-TIM5
Streptomyces phage Annadreamy
Cyanophage KBS-S-22
Synechococcus phage S-CBS1

Myoviridae

Siphoviridae
Synechococcus phage S-CBS4

Synechococcus phage S-CBS3
Streptomyces phage Blueeyedbeauty

Podoviridae Puniceispirillum phage HMO-2011

Phycodnaviridae Aureococcus anophagefferens virus

Autographiviridae Pseudomonas phage PspYZUO08

Fonte: Proprio autor, 2022.

Virus, agentes bioldgicos constituidos por DNA ou RNA de fita simples ou dupla,
envolvido por uma proteina e/ou revestimento lipidico, sdo abundantes em toda a biosfera do
planeta e desempenham importantes fungdes na ciclagem bioquimica de nutrientes, assim como
na evolugéo de seus organismos hospedeiros (SIME-NGANDO, 2014; DANOVARO et al,
2011; SUTTLE, 2007).

Segundo Baxter et al (2011) e Plominsky et al (2018), os ambientes hipersalinos
abrigam as maiores densidades virais conhecidas em sistemas aquaticos, apresentando
concentragOes entre de até 109 particulas semelhantes a virus por mililitro. Essa riqueza esta

diretamente relacionada com a abundéncia bacteriana presente no ambiente, uma vez que a
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maioria dos virus sdo bacteriéfagos de eubactérias e archaea, (BETTAREL et al., 2010;
PENNAFIRME et al, 2019). Normand et al (2014) afirmam que os virus sdo os principais
fatores bidticos que controlam a estrutura das comunidades microbianas hipersalinas devido,
principalmente, a falta de outros grandes predadores.

Em relacdo a formacéo das esteiras microbianas, Pacton et al (2014) revelaram que 0s
virus podem desempenhar fun¢bes na organomineralizagdo das mesmas em ecossistemas
hipersalinos. Os autores, em estudo sobre as alteracfes na abundéncia e morfologia dos virus e
seus hospedeiros, concluiram que a precipitacdo mineral ocorre diretamente em virus livres. Os
virus sdo inicialmente permineralizados por silicatos de magnésio amorfos, que entao se alteram
para nanoesferas de carbonato de magnésio - com aproximadamente 80-200 nm de didmetro -
durante a diagénese. Em seguida, a precipitacdo mineral ocorre a partir de detritos celulares
decorrentes da lise celular apds a infeccgéo viral.

Os resultados encontrados mostraram que a maioria dos virus identificados na amostra
pertencem ao grupo dos bacteriéfagos (fagos), principalmente relacionados a cianobactérias -
Synechococcus phage S-SKS1, Cyanophage KBS-S-2A, Synechococcus phage S-PM2,
Synechococcus phage S-SM2, Synechococcus phage S-CBS1, CBS3, CBS4, Synechococcus
phage Bellamy, Cyanophage S-RIM32, Synechococcus phage S-WAM?2, Cyanophage S-TIMS5.
A abundéncia de cian6fagos esta diretamente associada a abundancia de cianobactérias
identificadas na amostra. Esse resultado levanta a questdo sobre a influéncia que tais agentes
possuem dentro da diversidade microbioldgica do filo, assim como do ambiente da lagoa.

Bacteridfagos sdo virus que infectam bactérias, e apresentam potencial de transferir
material genético entre hospedeiros por meio de transdugdo (BALCAZAR, 2017). Segundo
Sime-Ngando (2014), os fagos ambientais podem forcar os mecanismos de diversificagdo
microbiana em direcdo a evolucdo da célula hospedeira através de diversos processos
bioldgicos, nos quais se destacam: o controle de virus liticos competitivos; a alteracdo das
propriedades metabolicas das células hospedeiras que podem adquirir imunidade a infecgdes
fenotipicas e caracteristicas genotipicas, como a producdo de toxinas; a transferéncia de genes
virais e de hospedeiros entre espécies (transducdo), influenciando assim a especiacédo; os efeitos
dos mecanismos fisioldgicos envolvidos na resisténcia do hospedeiro contra virus (produgéo de
metabolitos secundarios através de muta¢des cromossomicas).

Por possuirem uma alta abundancia e grande distribuicdo por diversos ecossistemas, 0S

virus ambientais se apresentam como potenciais veiculos responsaveis pela variabilidade
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genética dos microrganismos, especialmente em ambientes aquéticos, atuando diretamente nos
processos ecolégicos e evolutivos.

Em ambientes hipersalinos, a abundéncia das familias Myoviridae, Siphoviridae,
Podoviridae também foi relatada no Grande Lago Salgado, Estados Unidos (MOTLAGH et al,
2017; BHATTARAI et al, 2021), nos lagos salinos no planalto Qinghai-Tibet (GU et al, 2021),
lago Elmenteita, Quénia (AKHWALE et al, 2019) entre outros ambientes. Davila-Ramos et al
(2019) destaca que as familias supracitadas possuem capacidade de infectar uma ampla gama
de hospedeiros bacterianos pertencentes a mais de 140 géneros procariéticos. Pennafirme et al
(2019), em estudo sobre a caracterizagdo das esteiras microbianas e particulas virais da Lagoa
Vermelha (Massambaba, RJ), identificaram a predominancia das familias Myoviridae (42%),
Podoviridae (33%) e Siphoviridae (25%) nas amostras analisadas. Os resultados descritos sdo
semelhantes ao deste estudo, indicando que tais grupos virais podem ser predominantes em

ambientes aquaticos hipersalinos localizados na regido costeira do Estado do Rio de Janeiro.
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6.4. CARACTERIZACAO FUNCIONAL DOS GENES

A andlise das fungdes génicas dos microrganismos produziu uma gama de anotacdes
funcionais (ontologia génica - termo GO).

Foi identificada a ocorréncia de 629 anotacOes funcionais, sendo 387 (61,52%)
correspondentes a categoria fungdes moleculares, 205 (32,59%) a categoria processos
bioldgicos e 37 (5,89%) relacionado a componentes celulares. As funcdes génicas de cada
categoria foram organizadas em grupos para melhor anélise.

Na categoria funcdes moleculares observou-se que grande parte dos genes estavam
relacionados a processos de ligacdo e atividades enzimaticas de liase e ligase (Tabela 10).

Tabela 10. Principais anotacGes funcionais relacionadas a categoria funcdes moleculares
(p<0,05).

Termo GO p-valor FDR
Atividade catalitica 3.4e-21 2.53e-18
Ligacdo de ions 1.09e-10  4.05e-08
Ligacdo de compostos ciclicos organicos 3.12e-07 2.11e-05
Ligacdo de compostos heterociclicos 3.12e-07 2.11e-05
Atividade de transferase 4.22e-10  1.05e-07
Ligacdo de nucleotideos 5.63e-08 5.99e-06
Ligacdo de ions metélicos 1.16e-05  0.00043
Ligacéo de derivados de carboidratos 3.01e-06  0.00016
Ligacdo de ribonucleotideos 2.93e-06  0.00016
Ligacdo de nucleotideos de purina 5.04e-06  0.00023
Ligacdo de trifosfato de ribonucleosideo de purina 5.68e-06  0.00025
Ligacéo de ribonucleotideos de purina 7.66e-06  0.00032
Ligagéo de ATP 4.77e-05 0.0017
Atividade de ligase 1.18e-07 9.81e-06
Atividade de transferase, transferindo grupos contendo

tosforo 0.001 0.0237
Atividade de liase 2.53e-07 1.89e-05

Atividade da ligase, formando liga¢6es carbono-nitrogénio 7.02e-07 4.02e-05
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Atividade catalitica, atuando no RNA 0.00093 0.0237

Atividade de transferase, transferindo grupos de um
0.00093 0.0237

carbono

Atividade de liase de carbono-oxigénio 8.41e-05 0.0025
Atividade catalitica, atuando em um tRNA 0.00032 0.0091
Atividade isomerase 0.00062 0.0164

Atividade de transferase, transferindo grupos alquil ou aril
_ 4.96e-05 0.0017
(exceto metil)

Atividade da hidrolase 0.00053 0.0147
Atividade de liase de carbono-carbono 0.00092 0.0237
Hidroximetil-, formil- e atividade relacionada a transferase 0.0012 0.0276

Fonte: Préprio autor, 2022.

Na categoria processos bioldgicos, as anota¢des identificadas foram associadas a genes
responsaveis por processos metabolicos e biossintéticos (Tabela 11).
Tabela 11. Principais anotacGes funcionais relacionadas a categoria processos bioldgicos
(p<0,05).

Termo GO p-valor FDR

Processo metabdlico celular 3.25e-28 4.67e-25
Processo metabdlico de substancia orgénica 6.41e-25 1.53e-22
Processo metabdlico primario 1.51e-22 1.81e-20
Processo metabdlico composto de nitrogénio 2.68e-27 1.93e-24
Processo biossintético celular 2.03e-24 3.24e-22

Processo metabolico do composto de nitrogénio

celular 2.86e-15 2.57e-13
Processo metabdlico de compostos ciclicos

organicos 8.76e-17 9.68e-15
Processo metabdlico de acidos organicos 6.84e-15 5.17e-13
Processo metabdlico do acido carboxilico 3.18e-14  1.98e-12
Processo metabdlico do fésforo 3.63e-09 1.21e-07
Processo biossintético heterociclico 9.9e-14 5.92e-12

Processo biossintético de compostos aromaticos 1.51e-14 9.85e-13




Processo metabdlico derivado de carboidratos
Processo metabdlico de aminoécidos celulares
Processo biossintético do acido carboxilico
Processo biossintético de organofosforados
Processo metabdlico de nucleotideos

Processo de biossintese de macromoléculas
celulares

Processo metabdlico do &cido nucleico
Processo biossintético de nucleotideos
Processo celular de biossintese de aminoécidos
Processo metabdlico do ribonucleotideo de
purina

Fosforilacdo

Nucleoside monophosphate biosynthetic process
Processo biossintético de nucleosideo
monofosfato

Processo biossintético de vitaminas solveis em
agua

Processo biossintético do acido dicarboxilico
Reparo de DNA

Processo metabdlico de aminoécidos da familia
aspartato

Processo metabdlico de aminoacidos da familia
da glutamina

Processo metabdlico do ribonucleosideo
bifosfato

Processo biossintético de composto contendo
pirimidina

Processo metabdlico da glutamina

Ciclo do acido tricarboxilico

Processo biossintético da coenzima A

1.09e-12
1.04e-09
7.01e-11
3.92e-09
5.28e-11

0.0011
0.0027
1.1e-10
8.4e-08

2.11e-09

0.0023

6.93e-08

8,00E-08

0.00032

2.4e-06

0.0024

0.0022

0.0014

1.58e-05

0.00071

0.00092

0.0019
0.0035

6.03e-11
3.64e-08
2.96e-09
1.28e-07
2.37e-09

0.0185
0.0395
4.38e-09
2.23e-06

7.21e-08

0.0353

1.91e-06

2.17e-06

0.0064

5.84e-05

0.0362

0.0346

0.0227

0.00034

0.0136

0.0167

0.0301
0.0447

Fonte: Préprio autor, 2022.
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As anotagbes que se destacaram dentro da categoria componentes celulares estavam

relacionados a genes da estrutura celular, citoplasma e citosol (Tabela 12).

Tabela 12. Principais anotacGes funcionais relacionadas a categoria componentes celulares

(p<0,05).

Termo GO p-valor FDR
Entidade anatdmica celular 7.17e-13 6.41e-11
Estrutura anatdmica intracelular 3.98e-13 6.41e-11
Citoplasma 1.4e-12 7.49-11
Citosol 8.82e-06 0.00036

Fonte: Proprio autor, 2022.

Foi observada a presenca de diversas vias metabolicas na amostra, sendo aquelas

relacionadas a hiossintese de metabdlitos secundarios, aminoacidos, metabolismo microbiano

e do carbono a apresentar 0 maior nimero de genes. As principais vias identificadas estdo

listadas na Tabela 13.

Tabela 13. Principais vias metabolicas identificadas na amostra (p<0,05).

Vias metabdlicas p-valor FDR
Biossintese de metabdlitos secundarios 7.6e-20 4.03e-18
Biossintese de aminoacidos 2.68e-10 9.48e-09
Metabolismo microbiano em diversos ambientes 5.01e-07  1.33e-05
Metabolismo do carbono 7.97e-06 0.00017
Biossintese de Pantotenato e coenzima A 2.37e-05 0.00042
Metabolismo da alanina, aspartato e glutamato 0.00023 0.0034
Metabolismo das purinas 0.00038 0.005
Metabolismo do piruvato 0.00038 0.005
Biossintese de valina, leucina e isoleucina 0.00082 0.0087
Metabolismo da riboflavina 0.0012 0.0118
Glicdlise / Gliconeogénese 0.002 0.0162
Biossintese de lisina 0.0021 0.0162
Biossintese de aminoacil-tRNA 0.0023 0.0162
Metabolismo do &cido 2-oxocarboxilico 0.0018 0.0162




Ciclo citrato (ciclo acido tricarboxilico (TCA)
Biossintese de fenilalanina, tirosina e triptofano
Biossintese de acucar de nucleotideo de antigeno O
Reservatdrio de um carbono por folato

Exportagdo de proteinas

Metabolismo da pirimidina

Metabolismo do agucar-amino e do agucar-nucleotideo
Metabolismo da glicina, serina e treonina
Biossintese de monobactam

Metabolismo da cisteina e da metionina
Biossintese da unidade de acUcar policetideo
Biossintese de folato

Metabolismo de glioxilato e dicarboxilato

0.0032
0.0045
0.0047
0.0047
0.0045
0.0059
0.0059
0.0069
0.0068
0.0071
0.0068
0.0079
0.0099

0.0212
0.0279
0.0279
0.0279
0.0279
0.0298
0.0298
0.0315
0.0315
0.0315
0.0315
0.0315
0.0374

Fonte: Proprio autor, 2022.
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Os resultados revelaram a multiplicidade de processos biologicos e rea¢fes enzimaticas

que ocorrem no ambiente da lagoa. As anota¢Oes supracitadas indicam a presenca de genes que

atuam no transporte e metabolismo de carboidratos, lipidios, nucleotideos e aminoacidos;

processamento de informacgfes genéticas, ambientais e sinalizacdo celular; mecanismos de

defesa; producdo e conversdo de energia; e processos de replicacdo, recombinacdo e reparo.

Paralelamente foi possivel observar uma gama de anotagdes relacionadas a resposta ao

estresse ambiental, na qual se destacaram aquelas associadas a resposta ao estresse oxidativo,

estresse osmotico e térmico. Dentro deste contexto, genes com funcdes de defesa também foram

identificados (Tabela 14).

Tabela 14. Anotagdes funcionais relacionadas ao estresse ambiental (p<0,05).

Termo GO p-valor FDR
Estresse oxidativo

resposta ao estresse oxidativo 2.03e-21 3.4e-49
processo biossintético de glutationa 2.76e-08 1.6e-25
NADPH: quinona oxidorredutase 8.76e-14 3.2e-19
atividade da glutationa hidrolase 6.44e-10 4.8e-16
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atividade da glutationa sintase 3.28e-13 1.6e-25
processo biossintético da glicina 3.73e-07 1.2e-17
atividade da glicina 1.3E-15
hidroximetiltransferase 0.0032

superoxido dismutase 0.0045 1.6e-23

Estresse térmico

resposta celular ao calor 0.0053 1.9e-28
ligacdo proteica de choque térmico 0.0049 7.8e-12
resposta de defesa ao virus 0.0028 6.1e-21
processo biossintético de antibidtico 0.0098 2.5e-13

Fonte: Proprio autor, 2022.

A categoria estresse oxidativo englobou a maioria das sequéncias génicas identificadas
para resposta ao estresse, com as anotacOes regulacdo do processo oxidativo, processo
biossintético da glutationa, e enzimas NADPH: quinona oxidorredutase, superéxido dismutase,
glutationa hidrolase e sintase se destacando. Também foram detectados genes responsaveis pelo
processo de biossintese da glicina e da enzima glicina hidroximetiltransferase. A glicina é um
osmélito organico que atua contra diferentes estresses ambientais como salinidade, alta
temperatura, radiacdo UV e metais pesados (ALONSO, SANCHEZ e MARTINEZ, 2001). Ja
a glutationa além de desempenhar um significativo papel de defesa contra o estresse oxidativo
(CASCELLA et al, 2014), promove a protecdo contra xenobioticos toxicos, abrangendo 0s
poluentes ambientais (GARCIA-GIMENEZ e PALLARDO, 2014). Por fim, superdxido
dismutase, é um antioxidante que possui funcdo fundamental na remocao de espécies reativas
ao oxigénio, que sdo produzidas durante o estresse por irradiancia visivel e ultravioleta em
microalgas e plantas (JANKNEGT et al, 2007).

A presenca de genes relacionados aos processos de resposta ao estresse indica como 0s
microrganismos respondem, tanto a nivel de comunidade quanto de organismo, as
caracteristicas ambientais da lagoa, permitindo assim que haja o crescimento e

desenvolvimento desses microrganismos.
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As analises permitiram identificar genes relacionados aos ciclos do carbono (C),
nitrogénio (N) e enxofre na amostra, trés principais ciclos biogeoquimicos presentes em
ecossistemas de lagoas hipersalinas (LLORENS-MARES et al, 2015).

Os resultados demonstraram que o microbioma da lagoa possui uma gama de anotacées
associadas ao processo de fotossintese, com destaque para a fixacdo de carbono. Genes
responsaveis pelo processo metabdlico da clorofila, biossintético de carboidratos e complexo
do fotossistema Il também foram identificados. As demais anota¢6es associadas estao na tabela
15.

Em relacdo ao processo de fixacdo de carbono, foram identificadas enzimas
pertencentes ao ciclo Calvin-Benson, ciclo redutivo do &cido tricarboxilico (TCA) e via
redutiva da glicina, indicando assim os multiplos caminhos metabolicos de assimilacdo do

carbono no ambiente lagunar (Tabela 15).

Tabela 15. Anotacdes relacionadas aos processos de fotossintese e fixagdo do carbono
(p<0,05).

Termo GO p-valor FDR
Fotossintese 3.2e-14 2.8e-6
Processo metabolico da clorofila 1.19%-13 7.4e-13
Complexo do fotossistema Il 2.82e-07 2.8e-6
Biossintético de carboidratos 2.42e-08 1.0e-12
Glicerol-3-fosfato desidrogenase 4.22e-16 1.4e-29
Uroporfirinogénio descarboxilase 5.63e-03 1.1e-12
Hidroximetilbilano sintase 2.73e-05 7.5e-7
Fixac&o de carbono 1.18e-05 1.1e-23
Ciclo Calvin-Benson-Bassham

Frutose-bifosfato aldolase 3.18e-12 1.4e-16
Frutose 1,6-bifosfato 1-fosfatase 3.63e-04 1.5e-5

Ciclo do &cido tricarboxilico (CAT) I
Isocitrato desidrogenase (NADP+) 3.56e-17 1.6e-21
Malato desidrogenase (descarboxilante) (NAD+) 3.07e-12 1.5e-11
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Adenilosuccinato sintase 3.84e-09 2.7e-15

Via redutiva da glicina de fixacdo autotréfica de CO»

Formato desidrogenase 5.18e-02 1.1e-27
Formato-tetrahidrofolato ligase 4.61e-09 3.5e-7
Sistema de clivagem de glicina 0.00035 1.6e-4
Acetato-coa ligase 0.0028 1.2e-29

Fonte: Proprio autor, 2022.

Resumidamente, pode-se definir fotossintese como o processo bioldgico de conversao
da energia solar em energia quimica utilizavel. Este processo chave ocorre tanto em ambientes
terrestres quanto em aquaticos, sendo todas as plantas verdes, algas e bactérias fotossintéticas
0s organismos responsaveis pela sua realizagdo. (Pan et al, 2012).

Durante as etapas fotossintéticas, dois eventos-chave ocorrem obrigatoriamente;
reacGes com presenca de luz, na qual a energia luminosa é convertida em ATP e NADPH e o
oxigénio é liberado, e reagdes escuras, onde o CO> é fixado em carboidratos utilizando os
produtos das reagdes de luz, ATP e NADPH. (CROCE e AMERONGEN, 2020).

Conforme destacado, as cianobactérias sao os principais produtores primarios em lagoas
costeiras hipersalinas, apresentando significativa atividade fotossintética. Produtores primarios
dominantes em esteiras microbianas de aguas rasas sdo geralmente fototr6ficos oxigenados
(Paerl et al, 2000). Tais fatos, associados as anotacBes e abundancia identificadas, permitem
considerar 0 género Synechococcus sp., seguido de Synechocystis sp., COmo 0s principais
grupos responsaveis pelo processo de fotossintese oxigenada da Lagoa Salgada.

Ademais, pode-se sugerir também que grande parte da fixacdo do CO2 do ambiente esta
diretamente relacionada ao processo de oxi-fotossintese supracitado, pois, conforme dito, a
comunidade de cianobactérias se mostrou abundante na amostra. Yates e Robbins (1998)
destacaram o papel de Synechococcus spp. na precipitacdo de carbonato de célcio (CaCOs3),
durante o processo de fixacdo de CO2, em ambientes aquaticos que apresentam condigdes de
pH elevado. Brito et al (2022) demonstraram que o crescimento de Synechococcus spp. em
meio alcalino (pH 10,5) pode promover o aumento da producao de substancias exopoliméricas
(SEP), como consequéncia da proliferacdo de cianobactérias (floracdo) - geralmente
caracterizadas por altas densidades celulares e taxas de fotossinteses. A SEP pode estar

associada a parede celular de alguns tipos bacterianos ou em suspensao na fase aquosa como
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SEP sollvel. Neste contexto, os autores destacam que as cianobactérias, que geralmente
possuem uma bainha de SEP mucdide espessa ao redor de sua parede celular (Figura 16),
também excretam carboidratos, possivelmente incluindo SEP solGvel, como um mecanismo
fotossintético de “transbordamento de carbono” em condi¢des onde ha limitagdao de nutrientes,

principalmente nitrogénio e fosforo.

Figura 16. Modelo de calcificacdo da bainha extracelular em cianobactérias. As cianobactérias
podem importar ativamente bicarbonato (HCO3") para suas células através de mecanismos de
concentracdo de CO2 e converté-lo em CO para a fotossintese. Essa captacdo ativa de
bicarbonato aumenta o pH préximo as células e no SEP. Se a saturacdo do mineral CaCOs3 for

alta o suficiente, os cristais podem nuclear sobre ou no SEP.

L )
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Membrana HCO4
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Fonte: Adaptado de LEE, 2021.

Segundo Scalan (2003) Synechococcus sp. possui alta relacdo superficie/volume (0,8—
1,2 um), proporcionando aos membros do grupo uma melhor eficiéncia de absor¢ao de luz por
pigmento. O género também é caracterizado por possuir diferentes pigmentos-proteinas para
captar energia luminosa e simultaneamente proteger o fotossistema Il (PSII) - complexo de
multiplas subunidades de membranas integrais (tilacoides) que inicia o fluxo de elétrons na
fotossintese oxigenada (NICKELSEN e RENGSTL, 2013) - de fotodanos.

Synechococcus sp. possui um complexo de antena extra-membrana (ficobilissoma)

composto de bastonetes de ficocianina que irradiam proteinas centrais de aloficocianina. As
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proteinas ligantes da membrana central ligam o ficobilissoma a membrana tilactide e
transferem a energia da luz colhida para a clorofila a e carotendides no complexo PSII
(GORBUNOV et al, 2011; KIRILOVSKY, 2015). Murphy et al (2017) demonstraram que
Synechococcus apresentou um retorno metabolico positivo apos ativacdo de mecanismos de
reparo do PSII em todas as faixas de luz testadas.

O estresse ambiental causado pelos fatores anteriormente destacados pode causar
significativa reducéo nos teores de pigmentos fotossintéticos, comprometendo, em especial, 0
processo metabdlico da clorofila. Essa reducdo pode ocorrer devido a degradacdo das vias
biossintéticas ou do préprio pigmento, gerando uma perda na eficiéncia de absor¢do de luz nos
fotossistemas 1, e principalmente 1l. Entretanto, o dano e a magnitude causado pelo estresse
ambiental depende da duracdo da exposicdo e tolerancia ao estresse de cada organismo.
Synechococcus sp. apresenta caracteristicas morfoldgicas (SRIVASTAVA e NEILAN, 2013) e
genéticas (LOU et al, 2018)) que possibilitam sua sobrevivéncia e desenvolvimento em
ambientes considerados extremos. Tais fatos contribuem para justificar a abundancia do género
no ambiente, assim como, evidenciar o seu papel dentro do processo fotossintético e formacéo
das esteiras microbianas da lagoa.

Ecossistemas dependem de produtores primarios, organismos autotréficos que fixam
CO- e fornecem carbono orgéanico para organismos heterotroficos. Organismos capazes de
utilizar o CO2 como Unica fonte de carbono inclui seres fototréficos e quimioautotroficos
(bactérias sulfurosas incolores, nitrificantes, metandgenos e algumas bactérias redutoras de
sulfato) (SANCHEZ-ANDREA et al, 2020). Em esteiras microbianas este processo é realizado
por eucariotas (diatomaceas) e cianobacteérias.

A fixacdo de CO: pelo ciclo de Calvin-Bensson-Bassham (denominada fase escura da
fotossintese) depende das reacfes que ocorrem na presenca de luz para o fornecimento de
energia (ATP e NADPH). A etapa inicial do ciclo de Calvin promove a ligacdo do CO: a
ribulose bifosfato por acdo da enzima RuBisCO (ribulose bifosfato carboxilase/oxigenase),
produzindo dois compostos, cada um com 3 moléculas de carbono (acido fosfoglicérico). O
conjunto de reacgdes posteriores reduzem o CO> e reciclam a molécula aceptora. Seis execucdes
deste ciclo utilizam 6 moléculas de CO> para produzir uma molécula de frutose-6-fosfato (L1U
et al, 2021).

Dentro do ciclo descrito acima, a enzima frutose-bifosfato aldolase (GO:0004332)
catalisa a condensacéo aldolica reversivel de diidroxiacetonafosfato (DHAP) e gliceraldeido 3-
fosfato (GAP) (MetaCyc, 2022). J& a enzima frutose 1,6-bifosfato (GO:0042132) participa de
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reacOes que ocorrem no estroma do cloroplasto durante o ciclo. Até o momento, ndo foi previsto
que a mesma tenha um papel direto na formacéo de sacarose citosolica (MetaCyc, 2022).

O ciclo redutivo do acido tricarboxilico (ATC) € uma via de fixacdo de didxido de
carbono encontrada em eubactérias autotroficas e Archaea. E considerada uma via primordial
para a producdo de moléculas orgénicas iniciais para a biossintese de agucares, lipidios,
aminoacidos, pirimidinas e pirréis (Metacy, 2022).

O ciclo redutor é em grande parte um o ciclo oxidativo e catabolico do ATC ao
contrario, onde a maioria das enzimas funcionam de forma reversivel, podendo catalisar ambas
as direcOes. Acredita-se que apenas trés pares de enzimas contrérias determinem a direcdo
oxidativa ou redutiva do ciclo, sdo elas: ATP citrato sintase; oxoglutarato sintase; e succinato
desidrogenase (SIEBERS et al, 2004). As enzimas listadas sdo responsaveis por catalisar a
direcdo redutiva. Por fim, a presenca dessas atividades enzimaticas em bactérias e archaea
cultivadas autotroficamente € considerada indicativa da presenca do ciclo redutivo do ATC
(Metacy, 2022).

Dentre as enzimas identificadas, o isocitrato desidrogenase (NADP™) (G0:0004450)
catalisa a descarboxilacdo oxidativa de D-treoisocitrato a 2-oxoglutarato e CO2, juntamente
com a reducdo de NADP*. Em organismos que possuem o ciclo redutivo do ATC, a enzima
NADP-dependente pode operar na direcdo reversa, catalisando a carboxilacdo redutiva do 2-
oxoglutarato. E uma enzima chave, sendo também importante para controlar o fluxo metabélico
entre o ciclo ATC e o ciclo do glioxilato (METACY, 2022); malato desidrogenase
(GO:0004471) atua na reducdo do oxaloacetato produzido com NADH transformando-o em (S)
malato (CsH40s) (HUGLER et al, 2005); a adenilosuccinato sintase (GO:0004019) utiliza o
aspartato para gerar fumarato no processo de conversdao de monofosfato de inosina em
monofosfato de adenosina (KE et al, 2015)

Inicialmente proposta por Bar-Even et al (2012), a via redutiva da glicina é considerada
a sétima via de fixacdo de CO> identificada (SANCHEZ-ANDREA et al 2020; SONG et al,
2020). Sanchez-Andrea et al (2020), descreveram 0 crescimento quimiolitoautotrofico da
bactéria redutora de sulfato Desulfovibrio desulfuricans (Deltaproteobacteria; 0,02% da
amostra) utilizando hidrogénio e sulfato como substratos energéticos. No estudo, os autores
revelaram que D. desulfuricans possui capacidade de assimilar CO pela via redutiva da glicina.
Nesta via, 0 CO2 e primeiramente reduzido a formato (CHO-), que por sua vez é reduzido e
condensado com um segundo CO: para gerar glicina. A seguir, a glicina é reduzida por D.

desulfuricans pela glicina redutase a acetil-P e depois a acetil-CoA, que posteriormente é
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condensada com outro CO» para formar piruvato. A amonia estd envolvida na operacdo da via,
o0 que se reflete na dependéncia da taxa de crescimento autotréfico da concentragdo de aménia.
O experimento demonstra um crescimento autotréfico microbiano totalmente suportado pela
referida via de fixagdo de CO2, que ¢ altamente eficiente em ATP (SANCHEZ-ANDREA et al
2020).

As enzimas identificadas atuam via das seguintes formas: formato desidrogenase
catalisa a oxidacdo reversivel de dois elétrons do formato em dioxido de carbono; formato-
tetraidrofolato ligase catalisa a ativacdo dependente de ATP do CHO; através de sua adi¢éo a
posicdo N10 do tetraidrofolato. Consiste num passo inicial nas vias para a redugéo de CO- e
outros precursores de um carbono; sistema de clivagem de glicina € um complexo
multienzimatico que catalisa a oxidacéo reversivel da glicina, produzindo diéxido de carbono,
amonia, 5,10-metilenotetrahidrofolato e um nucleotideo de piridina reduzido; acetato-CoA
ligase ativa o acetato na acetil-CoA dependente de ATP.

A identificacdo de enzimas atuantes na via redutiva da glicina exp&e a a¢do das bactérias
redutoras de sulfato e oxidadoras de sulfeto presentes no ambiente da lagoa, que mesmo nédo
apresentando uma abundancia significativa, estdo presentes nas zonas litificadas das esteiras
microbianas (BAUMGARTNER et al, 2006). Enzimas identificadas para o ciclo do enxofre (S)
serdo detalhadas nos préximos paragrafos.

Foram identificados uma gama de anotacdes funcionais relacionadas ao ciclo do
enxofre. Entre o0s processos bioldgicos foram observados genes responsaveis pela
metabolizacdo do enxofre, reducdo, transporte, transulfuracdo e assimilacdo de sulfato. Na
categoria de fungdes moleculares foram identificadas as enzimas adenililsulfato quinase e
sulfato adenililtransferase - relacionadas a reducdo e assimilacdo do sulfato; cisteina
dessulfurase, dissulfeto oxidorredutase, sulfotransferase, enxofre dioxigenase, éster sulfurico
hidrolase, proteina-dissulfeto redutase, transportador transmembranar de sulfato (Tabela 16).

Né&o foram encontrados genes da sulfato redutase e nem relacionados a reducéo de sulfito.

Tabela 16. Anotagdes relacionadas ao ciclo do enxofre (p<0,05).

Termo GO p-valor FDR
Processo metabdlico composto de enxofre 3.05e-08 2.3e-22
Tiorredoxina-dissulfeto redutase 2.43e-05 1.9e-12

Assimilacgdo de sulfato 4.04e-03 1.3e-7
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Sulfotransferase 5.38e-05 5.3e-9
Dioxigenase de enxofre 4.646e-06 1.2e-8
Atividade de hidrolase de éster sulfurico 4.97e-02 7.8e-5
Transporte de sulfato 1.19e-09 3.2e-6
Processo metabdlico composto de enxofre 0.00043 2.3e-8
Assimilagéo de sulfato 0.00081 1.3e-7
Dissulfeto de oxidorredutase 0.0025 8.4e-7
Atividade de sulfato de adenililtransferase (ATP) 3.29e-07 1.6e-13

Fonte: Proprio autor, 2022.

Embora as vias metabolicas de ciclagem do enxofre ndo tenham sido completamente
identificadas, a presenca de enzimas intermediarias diretamente associadas a reducdo e
assimilacdo de sulfato indicam a atividade de grupos microbianos no processo de dissimilagao
do composto no ambiente lagunar.

O ciclo do enxofre é uma rede complexa de reacdes quimicas que podem ocorrer
espontaneamente no ambiente, dependendo da temperatura e do pH, ou podem ser controladas
por sistemas enzimaticos microbianos. Em ambientes hipersalinos, a metabolizacdo de
compostos sulfurados é um processo tipicamente catalisado por microrganismos.

Foi observado uma significativa abundancia de microrganismos que atuam nos
processos metabdlicos do enxofre. Associadas a oxidacdo de sulfeto foram identificadas
bactérias referentes aos géneros Bradyrhizobium (0,6% da amostra; Alphaproteobacteria),
Thioalkalivibrio (0,3%; Gammaproteobacteria), Burkholderia (0,3%; Gammaproteobacteria),
Paracoccus (0,3%; Alphaproteobacteria),), Hydrogenophaga (0,07%; Betaproteobacteria),
Thiomicrorhabdus (0,01%; Gammaproteobacteria). Entre as bactérias redutoras de sulfato
destacaram-se  microrganismos  pertencentes as ordens Desulfobacterales (1%;
Deltaproteobacteria), Desulfovibrionales (0,4%, Deltaproteobacteria), Syntrophobacterales
(0,04, Deltaproteobacteria); a classe Clostridia (0,5%, Firmicutes); e géneros
Thermodesulfobacterium  (0,01%,  Thermodesulfobacteria),  Sulfurovum  (0,002%,
Epsilonproteobacteria), Sulfurimonas (0,006%, Epsilonproteobacteria), Desulfuromona
(0,007% Deltaproteobacteria), Sulfurospirillum (0,02%, Epsilonproteobacteria).

A diversidade microbiana descrita acima é semelhante aos resultados encontrados por
Lay et al (2013), Vavourakis et al (2019) e Li et al (2022) durante as etapas metabdlicas do

enxofre em diferentes ambientes hipersalinos.
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Outro fato que merece destaque é a relacdo existente entre microrganismos dos grupos
Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria e Deltaproteobacteria, que possuem funcoes
importantes no ciclo de enxofre e na formacdo de microbialitos em ambientes aquaticos
hipersalinos (DUPRAZ et al, 2009). Segundo Visscher & Stolz (2005), Deltaproteobacterias
redutoras de enxofre realizam respiragdo anoxigénica utlizando sulfato (SO42) como um
aceptor de elétrons terminal, reduzindo-o a sulfeto. Durante este processo, a concentragédo de
carbonato é aumentada, assim como a alcalinidade. Como consequéncia, se a concentracao
local de calcio for suficientemente alta, a precipitacdo de carbonato de calcio € promovida.
Monteiro et al (2019) destaca a capacidade das classes Alphaproteobacteria e
Gammaproteobacteria utilizarem o rendimento de sulfeto da redugéo de sulfato como doador
de elétrons. Neste processo, em condicGes aerdbicas, o sulfeto é oxidado promovendo a
dissolucdo do carbonato de célcio. Entretanto, em comunidades de esteiras microbianas, a
concentracdo de oxigénio disponivel pode ser limitada devido ao seu consumo por outras
bactérias, resultando um cenério onde a oxidagao do sulfeto € incompleta. Desta forma, anions
hidroxido (OH-) sdo produzidos, o que induz o sistema a precipitar o carbonato de calcio e
restabelecer o equilibrio do pH (MONTEIRO et al, 2019; BAUMGARTNER et al. 2006).

A associacdo das classes Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria ao ciclo do
enxofre e formacao de microbialitos podem indicar que tais microrganismos possuem fungdes
nos processos metabdlicos de formacdo das estruturas estromatoliticas da Lagoa Salgada, uma
vez que ha uma maior abundancia dos mesmos em esteiras microbianas (SPRING et al, 2019;
GOMEZ et al, 2018) em relagdo a coluna d’agua.

Para o ciclo do nitrogénio foram identificados genes responsaveis pelo processo
metabdlico de nitrogénio, regulacdo da utilizacdo de nitrogénio (GO:0006808), processo

metabolico de ureia, e sintetizacdo da enzima glumato sintase (Tabela 17).

Tabela 17. Anotacdes relacionadas ao ciclo do nitrogénio (p<0,05).

Termo GO p-valor FDR
Processo metabdlico composto de nitrogénio 1.3e-19 1.9e-24
Regulacéo da utilizagéo de nitrogénio 8.7e-10 4.3e-25
Atividade da glutamato sintase 2.17e-08 5.7e-15
Processo metabdlico da ureia 0.0021 1.5e-6

Fonte: Préprio autor, 2022.
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O nitrogénio utilizado pelos produtores primarios em ambientes marinhos pode derivar
da cadeia alimentar planctonica que reciclam o nitrogénio a partir da biomassa produzindo
amonio e ureia (COLLIER, BRAHAMSHA e PALENIK, 1999).

O amonio, fonte preferida de nitrogénio inorganico em cianobactérias, pode ser obtido
através meio ambiente por difusdo passiva ou absor¢do ativa, sendo assimilado pela atividade
da glutamato sintase (LINDEL e POST, 2001). J& a ureia, componente dominante dentro do
grupo compostos organicos nitrogenados, € degradada pela urease (ureia amidohidrolase), uma
metaloenzima que catalisa a hidrélise da ureia, liberando duas moléculas de aménia e uma de
acido carbonico (COLLIER, BRAHAMSHA e PALENIK, 1999).

Segundo Collier e Palenik (1999) a inativacao de genes da subunidade da urease (ureC)
inibiram o crescimento de Synechococcus sp. em ambiente com altos niveis de ureia,
confirmando a hipdtese de que tais genes sdo essenciais para que o referido género possa utilizar
a ureia como fonte de nitrogénio.

N&o foram detectados genes relacionados aos processos de oxidacdo da amonia
(nitritacdo e nitratacdo). Esse fato pode ser explicado pela baixa diversidade de microrganismos
nitrificantes presentes na amostra, como por exemplo, Nitrosospira, Nitrosomonas, Nitrospira
e Nitrobacter, géneros notadamente reconhecidos pela capacidade de oxidacdo da amdnia e
nitrito (CHOI et al, 2010). A soma do numero de sequéncias dos géneros citados correspondeu
somente a 0,022% do total de sequéncias identificadas.

A nitrificacdo, processo envolvendo a oxidacdo sequencial de aménia em nitrito e
nitrato, realizado principalmente por bactérias autotroficas nitrificantes, é essencial para a
remocdo biolégica e ciclagem global de nitrogénio. Choi et al (2010), em estudo para
determinar o impacto do crescimento fototr6fico na atividade nitrificante autotrofica,
demonstrou que o crescimento (floracdo) de cianobactérias e algas inibiu significativamente a
taxa maxima de nitrificacdo no ambiente. Zehr e Mcreynolds (1989) afirmam que, apesar da
nitrogenase - enzima catalizadora do dinitrogénio em amdnia - ser rapidamente inativada na
presenca de oxigénio, algumas espécies de cianobactérias possuem a capacidade de fixar
nitrogénio na mesma célula em que o oxigénio evoluiu. Neste contexto, os autores destacam
que Synechococcus spp. apresentam capacidade de fixac¢do de nitrogénio em tempos especificos
durante o ciclo de crescimento, em ambientes com pouca disponibilizagéo de oxigénio.

Outras hipdteses estdo relacionadas a: competicdo por NH4* entre bactérias oxidantes

de amoénia, cianobactérias e diatomaceas, principais componentes estruturais dos tapetes
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microbianos fotossintéticos; e inibicdo da atividade das bactérias oxidantes de amonia pela alta
salinidade do ambiente (COBAN et al, 2021).

Desta forma, os fatores supracitados podem explicar a identificacdo de genes
relacionados aos processos metabdlicos e de regulacdo do nitrogénio, e a auséncia de genes

relacionados especificamente as etapas de nitrificacéo e desnitrificacéo.

6.5. POTENCIAL DOS MICRORGANISMOS QUANTO A CAPACIDADE DE
PRODUGCAO DE METABOLITOS SECUNDARIOS PKS E NRPS

Microrganismos patogénicos possuem sofisticados mecanismos para inativagdo de
farmacos, tornando imprescindivel a descoberta de novos compostos que tenham a capacidade
de atuar diretamente na multirresisténcia emergente adquirida (BUTLER et al, 2013).
Ambientes extremos sdo caracterizados por condi¢Bes fisicas ou quimicas que diferem
significativamente daquelas encontradas em habitats que suportam formas de vida mais
abundantes e variadas (ZHAO et al, 2011). Dentro deste contexto, ambientes aquaticos
hipersalinos possuem as caracteristicas que se encaixam nesse cenario, uma vez que a alta
salinidade e baixas concentragcdes de oxigénio sdo fatores ambientais que podem limitar sua
biodiversidade (VENTOSA, 2006).

Metabolitos secundarios vém sendo encontrados em diversos grupos de organismos
(bactérias, fungos, plantas, dinoflagelados, moluscos e esponjas). No grupo bacteriano, o filo
Actinobacteria tem sido a fonte mais significativa de produtos naturais bioativos, com um longo
historico de producdo de novos compostos comercialmente importantes para a area da salde.
(KATSUYAMA, 2019). O filo Cyanobacteria também vem despertando interesse quanto a sua
capacidade produtora de compostos naturais. As cianobactérias, por habitarem uma ampla gama
de ecossistemas e possuirem habilidade de prosperar sob condi¢des extremas, vem sendo
exploradas em estudos farmacologicos, biotecnoldgicos e até estéticos (PATHAK et al, 2020;
GUERREIRO et al, 2020; NOWRUZI, SARVARI e BLANCO, 2020). Metabolitos
secundarios sdo frequentemente produzidos por cianobactérias em resposta ao estresse biético
e abiotico no ambiente circundante, fornecendo protecgéo e auxiliando na sobrevivéncia, e dando
vantagem sobre outras espécies (VIJAYAKUMAR & RAJA, 2018). Tais caracteristicas tornam

0 grupo uma potencial fonte de metabdlitos.
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Diante deste cenario apresentado e da identificacio de anotagBes funcionais
relacionadas a genes codificadores para processo biossintético de antibiéticos, foram analisadas
as espécies que apresentaram 0 maior nimero de sequéncias pertencentes aos filos
Actinobacteria e Cyanobacteria. A andlise visou avaliar o potencial de sintetizacdo de

metabdlitos secundarios NPRS e PKS pelas principais espécies pertencentes aos grupos citados.

6.5.1. Actinobactérias

Os resultados demonstraram que as espécies pertencentes ao género Streptomyces (6%
da amostra total; 174 espécies), foram aquelas com a maior diversidade de metabdlitos
secundarios por regido génica. Também foi observado uma grande diversidade de compostos
identificados, totalizando 22 substancias.

A espécie Streptomyces pluripotens apresentou o0 maior nimero de regides
codificadoras de interesse (10) de um total de 30 regides identificadas (10/30), sendo PKS tipo
I (PKS 1) o metabdlito mais sintetizado pelos aglomerados. Os compostos identificados
apresentaram significativa diversidade (Tabela 18). As substancias de destaque, e respectivas
similaridades foram: Antimicina (100%), E-837 (100%) - metabdlito associado a producao de
Tetronomicina (GONTANG et al, 2010) -, e Pigmento de esporos (83%) - composto associado
a biossintese de melanina a partir da malonil-CoA por PKS tipo Il, e armazenados em esporos
(OMURA et al, 2001).

Analisando os resultados referentes a espécie Streptomyces sp. C8S0 foram observadas
23 regibes génicas com capacidade para codificacdo de metabdlitos secundarios, sendo 8
relacionadas as classes NRPS (4), PKS | (1) e PKS IlI (3). Foi constatado novamente uma
significativa variedade de compostos identificados. Todos os aglomerados génicos produziram
compostos bioldgicos diferentes, com destaque para a Anisomicina (84%), que obteve a maior
porcentagem de similaridade, sucedido pela Feglimicina (42%) e Tiolutina (36%).

Ja a espécie Streptomyces venezuelae apresentou a menor quantidade de regibes
codificadoras para PKS e NRPS (6/31). No entanto, a mesma expressou as maiores
porcentagens de similaridade para os compostos identificados, com destaque para a Venemicina
(100%) e Alquilresorcinol (100%).



Tabela 18. Potencial de sintetizacdo de metabolitos PKS e NRPS para Streptomyces sp.

Espécies Rgg_iéo Interval_o Enzima _Compc_)sto Similaridade
génica  do contig (Classe) identificado

1090
4 g;:gzg © PKSIII Herboxidieno 6%
5 gé?ggg i PKS | Neocarzinostatina 34%
6 g;g:isg " NRPS Esporalida A e B 19%
7 2?03(5;‘_0729;) PKS | Cinnamicina 14%
8 ol NRPS Enduracidina 8%
10 ggégggi © PKSII Pigmento de esporos 83%
15 j:gg;:ggz " NRPS Glicinocina 16%
18 g:gzg%g © PKSI 4 Z-animicina 77%
26 g:g;g:igg " PKSI E-837 100%
28 LS Antimicina 100%

S o
2 ggg:gfg i NRPS Herboxidieno 3%
6 gigggg i Zﬁié Diisonitrila 11%
9 2?002';1?5036 PKS | Lactonamicina 15%
10 ﬂgiégg " NRPS Tiolutina 36%
14 g:gg;;gg " NRPS Istamicina 10%
15 g:iig:ggg © PKS I Feglimicina 42%
17 g:;gg:ggé " NRPS Indigoidina 20%
22 gzgggzggg " PKS I Anisomicina 84%
3 285282 i E::usoé Venemicina 100%
16 D PKSII Flaviolina 50%
20 gzggi:ggg © PKSII Auricina 55%
26 ;332222 © PKSII Pigmento de esporos 83%
28 71.704.299 - \pps Salinichelinas 61%

7.757.163
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7.943.079 -

30 7984236 PKS Il Alquilresorcinol 100%
Streptomyces 6/31
venezuelae
3 502.898 - PKS Venemicina 100%
602.505
16 5.784.219- PKS Il Flaviolina 50%
5.822.599
20 6.473.487 - PKSII Auricina 55%
6545.282
26 7.403.744 - PKSII Pigmento de esporos 83%
7.476.256
28 7.704.299 - NPRS Salinichelinas 61%
7.757.163
30 7.943.079- PKSIII Alquilresorcinol 100%
7.984.236

Fonte: Proprio autor, 2022.

O género Mycolicibacterium, segundo maior grupo presente no filo Actinobacteria com
45 espécies identificadas, e correspondendo a 1% do total da amostra, apresentou aglomerados
génicos sintetizando majoritariamente metabdlitos PKS |. Dentre 0s microrganismos
analisados, a espécie Mycolicibacterium sediminis destacou-se na produgdo do respectivo
metabolito com 4 regibes génicas. O composto Micobactina foi identificado em todas as
espécies do género, obtendo a maior similaridade (80%) nos organismos Mycolicibacterium
confluentes e Mycolicibacterium sediminis. (Tabela 20).

O género Microbacterium (6.683.789 sequéncias) ndo apresentou diversidade de
regibes génicas capacitadas para a producdo de metabdlitos secundarios. As trés espécies de
destaque do grupo, Microbacterium sp. LKLO04, Microbacterium sp. HY82 e Microbacterium
sp. Y-01, expressaram apenas uma regidao com potencial para producdo do metabdlito PKS 3
cada, com baixos valores de similaridade, sendo o composto Microansamicina (7%) o de maior
destaque (Tabela 19).

As espécies pertencentes ao género Mycobacterium (3.650.931 sequéncias)
apresentaram significativa diversidade quanto ao tipo de metabolito sintetizado.
Alquilresorcinol e Micobactina foram as substancias com as maiores porcentagens de
similaridade - valores méaximos de 100% e 80% respectivamente. Destaca-se também a
identificacdo de outros compostos como: Coelichelin (36%), FD-891 (25%) - antibidtico
citotoxico especialmente ativo contra leucemia humana (KUDO et al, 2010) -, e Nifimicinas
(22%) (Tabela 20).
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O género Rhodococcus (2.670.701 sequéncias) apresentou espécies com aglomerados
de genes produzindo majoritariamente metabolitos da classe NRPS. Dentro deste contexto,
Rhodococcus opacus foi o microrganismo com maior numero de regides (16), sendo 14 com
capacidade de sintetizar a classe supracitada (Tabela 20). Em relagdo aos compostos houve uma
significativa diversidade. Foram identificadas 17 substéncias diferentes, na qual Rodoquelina
(100%), Heterobatina A (54%) e Coechelin (54%) apresentaram as maiores porcentagens de

similaridade.

Tabela 19. Potencial de sintetizagdo de metabdlitos PKS e NRPS para Mycolicibacterium sp.,
Microbacterium sp., Mycobacterium sp., e Rhodococcus sp.

Ani Regido Intervalo  Enzima Composto s
Espécies génica  docontig (Classe) identificado Similaridade
E/Iktlz_rgfacterlum sp. 13

2.213.775 -
3 5554806 PRSI - :
Microbacterium sp. Y-01  1/3
Microbacter 1 %%?S%g T PKS I Microansamicina 7%
icrobacterium sp.
HY82 P 15
525.345 -
2 564,795 PKS Il SF2575 4%
Myc%i)lici{gacterium 4/13
confluentis
4 g’ggg%g T PKSIHII Alkytresorcinol 100%
5 %ggggg T PKSI Micobactina 80%
6 5007205 PKSIII Lagunapirona A 22%
12 gg%glggg - PKSI Fusamina 5%
Mgcol_ic_ibacterium 4/15
sediminis
7 %ﬁggggg T PKSI Simociclina 4%
11 %%ggg%i T PKSI Fusamina 5%
14 %ggéégg ) i:;; é Estreptobactina 11%
o 15 5034001 PKS1 Micobactina 80%
rl\]/l colicibacterium 418
elvum
! 2251125  NPRS Micobactina 20%
12 gé{ég% T PKS I Alkytresorcinol 100%
17 g%g%%g T PKSI Estreptobactina 11%
R/I/I)écl%%alcterium sp. 5/16
3 ig%gggg i EE: :II Alkylresorcinol 100%
10 4429709  NPRS' Micobactina 80%

11 j’fggg%g T PKSIII Alkytresorcinol 66%
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13 2403678 NPRS Coelichelin 36%
Mycopactrium sp. 1;117 205187 PKSI Estreptobactina 11%
a 2 aaq73r  NRPS Micobactina 70%
6 5980504'782452 " PKSI Estreptobactina 11%
1 2030987~ PKSHI  Alkytresorcinol 100%
Mvcobacteri 15 Q13758 PKSI Borrelidina 5%
ycobacterium 2118
! T449355 NRPS Micobactina 80%
8 %%8?382 ) y&g? Eucumicina 10%
o 5309368~ PKSI FD-891 25%
1 5528%98 - NRPS Zorbamicina 4%
12 2815720 BRI Nihimicinas 22%
16 207845~ NRPs Borrelidina 506
Coprophiids” 411
2 j:gg%gg " NRPS Cloranfenicol 11%
S %%ﬁ’gzg " NRPS Heterobatina A 54%
L M N i S %
Rhodococcus opacus 12/27 354733 NRES ) i
1 123827 NRPs Oxamolicina 12%
3 829210 NRPs Quartomicina 5%
6 5800578 NRPS Atratumycin 7%
! 5316389 NRPS Rodoquelina 100%
8 %g?ggég " NRPS Saquayamicina 5
1t 5883510 NRPS - -
13 is3o8s  PKSI - :
14 2‘9823% " PKSI Tetrocarcina A 11%
17 2708543 NRPS Coechelin 54%
18 2908843 NRPS Atratumycin 5%
19 20055 NRPS - _
20 8124845  NRPS - :
22 O 13905 NRPS Chloromyxamide 10%
23 ;2?%;89 " NRPS Fluvirucin B2 5%
24 L 23205 NRPS WS9326 10%
I e _
U 4 1.531.385-  \Rrps Fluvirucin B2 -

1.573.625
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6 %ggggﬁ " NRPS Caliqueamicina 2%
7 %g%gggg " NRPS Meilingmycin 2%
10 %%%ggﬁ " NRPS Amychelin 18%
12 2?258?% T PKSI Selvamicin 11%

Fonte: Proprio autor, 2022.

Actinobactérias sdo bactérias Gram-positivas que possuem um alto teor de guanina e citosina
(G+C) em seu genoma. S&o considerados microrganismos cosmopolitas de vida livre com capacidade
de adaptacdo a uma ampla gama de ecossistemas ambientes terrestres e aquaticos (DHAKAL et al,
217), podendo apresentar diferentes estilos de vida - desde organismos patogénicos, habitantes do
solo, plantas simbiontes a comensais gastrointestinais (BARKA et al, 2016).

Seu crescimento ocorre por através do processo de ramificacdo das hifas, que por sua
vez produzem micélio radial, permitindo assim a colonizacao de substratos distantes do centro
de origem. Algumas espécies produzem esporos como estratégia de dispersao e sobrevivéncia
(MEW et al, 2017).

As actinobactérias desempenham um papel relevante nos ecossistemas em que estéo
inseridas, pois atuam na degradacdo de matéria organica através da producdo e liberacdo de
enzimas hidroliticas,

A diversidade ecol6gica presente no filo esta diretamente relacionada ao seu potencial
metabdlico. Actinobactérias sdo produtoras versateis de produtos naturais bioativos, sendo
responsaveis por aproximadamente dois tercos de todos 0s antibidticos conhecidos e utilizados
atualmente (BARKA et al, 2016; HEUL et al, 2018). O grupo também se destaca pela
capacidade de sintetizar compostos anticancerigenos, imunossupressores, anti-helminticos,
herbicidas e compostos antivirais, além de enzimas extracelulares (BERDY, 2005). A
diversidade do filo Actinobacteria também foi observada por este estudo. Arasu et al (2015)
afirmam que ambientes hipersalinos se apresentam como uma significativa fonte de
actinomicetos ndo cultivaveis com potencial para sintetizar produtos nataurais. Os autores ainda
destacam alguns géneros identificados em regides hipersalinas, tais como: Prauserella,
Pseudonocardia, Salinispora, Streptomyces, Microbacterium, Salinobacterium, Rhodococcus,
Verrucosispora, Gordonia, Marinophilus, Actinomadura. Das espécies citadas, somente duas
(Salinobacterium e Marinophilus) ndo foram encontradas no ambiente da Lagoa Salgada.

Quanto ao potencial do filo para producdo de produtos naturais foi observado que as

especies pertencentes ao género Streptomyces apresentaram maior diversidade de aglomerados
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génicos quando comparado as demais espécies analisadas. Essa caracteristica inata do género
0 torna grupo primario para a exploragdo de novos compostos naturais. Tangerina et al (2020)
destacam a notavel capacidade de sintetizacdo de metabdlitos secundarios ativos - antibioticos,
antitumorais, antimalaricos e agentes imunossupressores - pelas mais de 900 espécies de
Streptomyces ja identificadas.

O potencial destacado acima foi observado nas espécies Streptomyces sp. C8S0,
Streptomyces  pluripotens,  Streptomyces  venezuelae.  Mycolicibacterium  helvum,
Mycobacterium sp. MS160, Mycobacterium sp. EPa45 e Mycobacterium marseillense. Todas
apresentaram diversidade de agrupamentos génicos, sendo esses capazes de codificar
metabolitos NRPS e pelo menos dois tipos distintos de PKS (Gréfico 2).

Gréfico 2. Tipo e numero de metabolitos secundarios sintetizados pelas espécies de

actinobactérias.

Rhodococcus sp. PBTS 1
Rhodococcus opacus
Rhodococcus coprophilus
Mycobacterium marseillense
Mycobacterium sp. EPa45
Mycobacterium sp. MS1601
Mycolicibacterium helvum
Mycolicibacterium sediminis
Mycolicibacterium confluentis
Microbacterium sp. Y-01
Microbacterium sp. HY 82
Microbacterium sp. LKL04
Streptomyces venezuelae
Streptomyces pluripotens
Streptomyces sp. C8S0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18

n° de metabdlitos secundarios

EPKS | PKS I PKS 111 NRPS PKS I-PKS 111 NRPS-PKS |

Fonte: Proprio autor, 2022.

A diversidade de regides génicas observada no género Streptomyces é corroborada por
Komaki et al (2019) onde o autor destaca que a andlise genébmica de Streptomyces sp.

evidenciou que cada espécie do grupo possui agrupamentos de genes para metabdlitos
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secundarios, e que obrigatoriamente parte de tais agrupamentos correspondem a enzimas da
classe PKS e NRPS.

No género Mycolicibacterium, Ong & Tan (2019) identificaram, em uma cepa extraida
de amostras marinhas, um total de 16 agrupamentos génicos, sendo eles: trés agrupamentos que
codificavam a via biosintética para PKS I; dois agrupamentos de para PKS I-NRPS; dois
agrupamentos para PKS I1lI; e dois para NRPS; resultados proximos ao encontrado por este
estudo.

O género Mycobacterium € conhecido por possuir microrganismos patogénicos a
humanos e animais, sendo espécies como Mycobacterium tuberculosis, responsaveis por
milhdes de 6bitos em todo o mundo (QUAN et al, 2017). Entretanto, alguns organismos do
grupo apresentam caracteristicas sapréfitas com potenciais aplicacBes biotecnoldgicas.
Cabezon & Garcia (2016) demostraram que certas espécies micobaterianas podem ser utilizadas
como excelentes ferramentas para realizar a biotransformacéao de esterdis (e seus derivados) em
valiosos compostos farmacéuticos como forma de competir com os tradicionais procedimentos
de sintese quimica. Syed et al (2019) constatou que apesar de alguns metabolitos secundarios
auxiliarem certas espécies micobacterianas a sobreviverem em seus hospedeiros causando o
enfraquecimento do sistema imunol6gico, outros possuem propriedades antibacterianas
(incluindo antimicobacterianas), antifungicas e antivirais passiveis de serem exploradas.

Todas as espécies pertencentes ao género Rhodococcus apresentaram agrupamentos
génicos codificando majoritariamente NRPS com destaque para Rhodococcus opacus. Esse
cenario também foi observado por McLeod et al (2006), cujo estudo analisou 0 genoma da
espécie Rhodococcus sp. RHAL, obtendo ao final 24 aglomerados sintetizando NRPS e 7 PKS,
valores proporcionais semelhantes encontrados neste estudo. Os autores ainda destacam que o
género Rhodococcus € um grupo metabolicamente versatil, porém ainda pouco explorado em
termos de produtos naturais, possuindo até a data do referido estudo um total de 110 genomas,
1981 agrupamentos génicos e 717 NRPS identificados em bancos de dados. Enfatizando o
potencial biossintético do género. Ceniceros et al (2017) evidenciou que a maioria dos
agrupamentos génicos de determinadas cepas de Rhodococcus sp. sdo especificas de clado, e
ndo possuem qualquer homologia com agrupamentos que codificam produtos naturais
conhecidos. Os autores sinalizam que essas regifes parecem codificar a biossintese de
lipopeptideos, podendo ser uma interessante via para a descoberta de novos biossurfactantes e

antimicrobianos.
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Por fim, dentre as actinobactérias analisadas, foram identificados um total de 72
produtos naturais, sendo 16 apresentando percentual de similaridade acima de 50%. Este
resultado, somado ao fato de que pelo menos um aglomerado biossintetizante de NRPS ou PKS
foi identificado em todas as especies, demonstra o potencial do filo para sintetizacdo de
produtos naturais no ambiente da lagoa, indicando a existéncia de um cenario promissor

passivel de ser explorado, visando a bioprospecgdo de novos compostos.

6.5.2. Cianobactérias

Cianobactérias se apresentam como um dos microrganismos mais antigos e competentes
do planeta, com capacidade de colonizar diversos tipos de ambientes como solo, ambientes
marinhos e de agua doce, rochas (endoliticas), plantas ou animais (como endossimbiontes)
(JONES et al, 2021).

Habitar esta vasta multiplicidade de ecossistemas exige adaptacdes bem-sucedidas a
condic¢des ambientais muito diferentes. Desta forma, microrganismos pertencentes ao grupo das
cianobactérias evoluiram e desenvolveram uma grande variedade de metabolitos secundarios
(HARTMANN, 2008). Tais produtos naturais podem apresentar fungdes de defesa contra
outros organismos (antibioticos, herbicidas, fungicidas etc.); de agentes transportadores de
metais; de facilitadores da simbiose, como fotoprotetores, antioxidantes entre outros
(PEREIRA e GIANI, 2014).

As cianobactérias também se destacam pela capacidade de sintetizar uma grande
variedade de metabolitos toxicos, cujos efeitos podem ser deletérios para a saude humana. Os
principais grupos funcionais relacionados aos metabdlitos citados sdo as hepatotoxinas,
neurotoxinas, citotoxinas e dermatotoxinas, alem das toxinas irritantes (lipopolissacarideos)
(WIEGAND e PFLUGMACHER, 2005).

Diante do cendrio apresentado, foi realizada a analise dos aglomerados génicos das
cianobactérias que apresentaram 0 maior nimero de sequéncias entre os principais géneros
identificados com o objetivo de avaliar o potencial biossintetizante para os metabolitos
secundarios das classes PKS e NRPS.
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As andlises mostraram que as espécies pertencentes ao género Synechococcus nao
possuiram a mesma diversidade de regides génicas quando comparadas aos demais grupos de
cianobactérias (Gréafico 3).

Gréfico 3. Tipo e numero de metabolitos secundarios sintetizados pelas espécies de

cianobactérias.

Gloeothece citriformis PCC 7424
Gloeothece verrucosa PCC 7822
C. Atelocyanobacterium
Microcystis aeruginosa PCC 7806SL
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Nostoc sp. ‘L. p. (5183) cyanobiont’
Nostoc sp. NIES-4103

Calothrix sp. 336/3

Calothrix sp. NIES-2098

Calothrix sp. PCC 6303
Geminocystis herdmanii PCC 6308
Geminocystis sp. NIES-3709
Geminocystis sp. NIES-3708
Synechocystis sp. PCC 6714
Synechocystis sp. CACIAM 05
Synechococcus sp. BMK-MC-1
Synechococcus sp. WH8101
Synechococcus sp. RS9909
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o
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m PKS1 PKS3 mPKS1-PKS3 PKS1-NRPS m®mNRPS

Fonte: Proprio autor, 2022.

Synechococcus sp. RS9909, espécie com maior nimero de sequéncias dentro do filo,
apresentou somente 3 aglomerados de genes relacionados a sintese de metabolitos secundarios,
sendo 1 aglomerado biossintetizante para o PKS 11l (1/3). A Hierridina B foi o composto
identificado para o aglomerado em questdo (43%) (Tabela 20). O mesmo cenario foi
encontrado para Synechococcus sp. BMK-MC-1 (1/3). A espécie Synechococcus sp. WH8101

ndo apresentou regides produtoras de metabolitos secundarios.
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Tabela 20. Potencial de sintetizacdo de metabdlitos PKS e NRPS para Synechococcus sp.

A Regido Intervalo  Enzima il
Espécies génica docontig  (Classe) Composto Similaridade
Synechococcus sp. RS9909 1/3

2 1.032.519 - PKSII Hierridina B 42%
1.073.655
Synechococcus sp. WH8101 - - - -
Synechococcus sp. BMK-MC-1 1/3
1 983.280 - PKS 111 Hierridina B/C 42%
) 1.024.374
Synechocystis sp. PCC 6714 - - - - -
Synechocystis sp. CACIAM 05 - - - - -
Geminocystis sp. NIES-3708 - - -
Geminocystis sp. NIES-3709 2/4 o
6 3.993.737 - NRPS Kijaniicina 4%
3.262.153
7 3.993.737- PKS| 1- 100%
) ) B 4.042.229 Heptadeceno
6G§6%|nocyst|s herdmanii PCC 2/5
2 1.589.072 - PKSI 1- 100%
1.637.531 Heptadeceno
4 2.669.419 - NRPS Kijaniicina 4%
2.738.814

Fonte: Proprio autor, 2022.

Resultado semelhante foi encontrado por Brito et al (2015) em estudo sobre
bioprospecc¢do de cianobactérias para metabolitos secundarios bioativos. No referido trabalho,
os autores isolaram 61 géneros de cianobactérias da costa atlantica portuguesa, constatando, ao
final, que o género Synechococcus foi 0 Unico a ndo apresentar sequéncias de dominio KS e/ou
A (genes codificadores de PKS e NRPS) na amostra. Shih et al (2013) evidenciou a auséncia
de agrupamento de genes NRPS e presenca somente de metabolitos PKS tipo Il nas espécies
de Synechococcus estudadas, corroborando os resultados deste estudo.

Outros estudos demostraram uma maior frequéncia de genes codificadores de PKS e
NRPS em cianobactérias que possuem linhagens filamentosas (CALTEAU et al, 2014; BRITO
et al, 2015). Esta caracteristica estrutural, associada a fatores metabdlicos, pode explicar a
diferenca de potencial biossintetizante encontrado nas espécies de Synechococcus em relagao
as demais cianobactérias analisadas, uma vez que género em questdo € morfologicamente
diferente, sendo microrganismos cocoides. No entanto, o potencial para sintetizar os compostos
hierridina B (Synechococcus sp. RS9909; Synechococcus sp. BMK-MC-1) e hierridina C
(Synechococcus sp. BMK-MC-1) identificados nos microrganismos analisados destaca o
potencial metabolico existente no ecossistema da Lagoa Salgada. A hierridina € um composto
sintetizado unicamente pela PKS tipo Il que apresenta significativa atividade antitumoral,
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atuando como inibidor do crescimento da linhagem celular HT-29 de adenocarcinoma de c6lon
(FREITAS et al, 2016). Costa et al (2019) descreve o processo de sintese do produto no qual
0 policetideo é modificado por uma metiltransferase e uma oxidorredutase para produzir
herridina B. Larsen, Pearson e Neilan (2021) afirmam que agrupamentos génicos com
capacidade de sintetizar o composto em questéo estdo presentes principalmente em algumas
espécies do género Prochlorococcus e Synechococcus, sugerindo assim que a produgdo de
hierridinas e compostos relacionados € comum em algumas cianobactérias marinhas.

Apesar da austeridade de aglomerados génicos nas especies de Synechococcus
analisadas, o género possui relevancia na producdo de metabdlitos secundéarios. A identificacdo
de microrganismos com potencial para sintetizar hierridina é um indicativo promissor para a
exploracdo gendmica de outros grupos dentro do filo, além de demonstrar o potencial do
ambiente como fonte para a descoberta de novos produtos naturais bioativos.

As espécies pertencentes aos géneros Synechocystis ndo possuiram regides génicas
biossintetizantes para os metabdlitos de interesse.

No entanto, os microrganismos pertencentes ao género Geminocystis, especialmente
Geminocystis sp. NIES-3709 (2/5) e Geminocystis herdmanii PCC 6308 (2/5), apresentaram
aglomerados com 100% de similaridade para a sintese de 1-Heptadeceno, composto derivado
de reacdes de acidos graxos de cadeia longa relacionado a biossintese de alcanos (ZHU et al,
2018) (Tabela 21). Kawahara e Hihara (2021), em estudo sobre o aprimoramento de
desempenho de enzimas biossintéticas de alcano, comparou varias espécies de cianobactérias
visando avaliar a quantidade de hidrocarbonetos de interesse biotecnoldgico produzidos por
enzimas solveis disponiveis nas mesmas.

As espécies pertencentes ao género Calothrix apresentaram regifes génicas com
capacidade de sintetizar metabolitos majoritariamente da classe NRPS (Tabela 21). A sintese
do metabolito PKS | também foi observada durante a analise. Em relacdo a producdo de
compostos bioativos, foi identificado que o0s microrganismos analisados apresentaram
significativo percentual de similaridade para as substancias: anabaenopeptina NZ875 (100%),
nostamida A (100%), nostopeptokide A (50%) e glicolipideos de heterocistos (85%). Demay et
al (2020), em estudo sobre a capacidade de produgdo de compostos bioativos com agdes anti-
inflamatdrias por cianobacteérias, identificaram que espécies de Calothrix estavam entre aquelas
que apresentaram o0s maiores nimeros de aglomerados e produtos naturais produzidos, sendo
NRPS a principal classe. Os resultados citados sdao semelhantes aos achados por este trabalho.

Chen, Smith e Waring (2003) demonstraram a agdo e eficacia da calotrixina A, composto
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bioativo produzido por cianobactérias do género Calothrix, contra células cancerigenas HelLa
humanas. As anabaenopeptinas sao hexapeptideos compostos por seis mddulos em quatro genes
individuais, na qual variacdes na composicdo dos aminoacidos geram diferentes membros desta
familia, sendo a anabaenopeptina e a nostamida A os principais produtos. Tais compostos
exibem uma forte atividade inibidora de proteases, sendo de alto interesse para as pesquisas
biomédicas (GREUNK et al, 2018).

Tabela 21. Potencial de sintetizagdo de metabolitos PKS e NRPS para Calothrix sp.

Regido Intervalo Enzima

Espécies génica do contig (Classe) Composto Similaridade
Calothrix sp. PCC 6303 2/13
3 2.067.516 - NRPS Anabaenor;e 100%
2.110.921 tina NZ875;
ostamida A
8 3.045.911 - NRPS- Nostopeptoki 50%
) 3.131.378 PKS I de A
Calothrix sp. NIES-2098 7124
4 1.374.870 - - -
1.421.759
6 1.728.182 - NRPS Anabaenoge 100%
1.771.470 tina NZ875;
ostamida A
9 2719.125 - NRPS Tiacumicina 6%
2.766.698 B
13 3.996.130- NRPS Anabaenoge 100%
4.065.102 tina NZ875;
ostamida A
15 4.535.066 - NRPS Puwainaficin 40%
4.590.875 a A/B/C/D
19 6.407.425 - NRPS- Nostoficina 27%
6.461.507 PKS |
24 8.623.981 - NRPS Anabaenope 42%
) 8.656.060 ptina
Calothrix sp. 336/3 2/8 ]
4 2.420.213- NRPS-  Hapalosina 40%
2.288.249 PKS | S
7 4545743 - PKS|I Glicolipidios 85%
4.599.047 heterocistos

Fonte: Proprio autor, 2022.

As espécies pertencentes ao género Nostoc foram aquelas que apresentaram o maior
namero de regides génicas, com destaque para Nostoc sp. NIES-4103 (16/32). Os metabdlitos
NRPS e PKS | obtiveram a maior frequéncia nos aglomerados identificados (Tabela 22).
Piccardi et al (2000) analisaram 50 espécies de Nostoc de diferentes ambientes (solo, campos
de arroz, aguas doces e marinhas) quanto as respectivas atividades antifingicas, antibacterianas
e citotoxicas. Ao final, foram identificados 24 tipos microbianos com potencial de acdo
metabolica contra, pelo menos, um dos organismos alvo. Os resultados encontrados por este

estudo corroboram com os achados dos autores, pois evidenciam a capacidade do grupo em
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produzir uma ampla gama de metabolitos com atividade antibidtica ou citotoxica, além de
identificar o potencial biossintetizante existente no género para ambientes hipersalinos. Os
compostos anabaenopeptina, nostamida A, hapalosina, micropeptina K139, microcierodermina
e glicolipideos de heterocistos obtiveram similaridade acima de 50% nas espécies do grupo. A
hapalosina € um ciclodepsipeptideo com habilidade de reverter a resisténcia adquirida a
multiplas drogas em linhas de células tumorais (JIN, MILLER e LINDSEY, 2021). Segundo
Bolatkan et al (2017), a micropeptina, um depsipeptideo ciclico, quando extraida de
cianobactérias pertencentes a familia Nostocaceae, apresenta significativa acdo antitumoral e
antifungica contra o organismo alvo. A microesclerodermina, um hexapeptideo ciclico, se
destaca por ser um potente agente antifungico, e também possuir atividade antiproliferativa
contra células de cancer de pulmao, leucemia e pancreas (ZHANG, XIA e ZHANG, 2021). Tal

composto possui significativo potencial biotecnoldgico na area farmacoldgica.

Tabela 22. Potencial de sintetizagdo de metabdlitos PKS e NRPS para Nostoc sp., Microcystis

sp. e Gloeothece citriformis.

Regido Intervalo Enzima

Espécies génica do contig (Classe) Composto Similaridade
Nostoc sp. NIES-4103  16/32 )

1 104.814 - NRPS Anabaenopeptina 100%

145.432 NZ875
Nostamida A

3 857.102 - NRPS Hapalosina 40%
909.466 S

4 1.108.780 - PKS I Minutisamida 38%
1.156.246 A/C/D

5 1.487.719 - PKS I- Merociclofano 55%
1.538.277 PKS 1l C/D )

7 1.912.254 - NRPS Teonelamida 20%
1.951.372 )

8 2.174.157 - NRPS- Nocuolin 42%
2.231.590 PKS | o

12 2.920.008 - PKS I Glicolipideos de 85%
3.007.369 heterocistos

13 3.065.101 - NRPS Anabaenopeptina 100%
3.118.683 NZ875

Nostamida A

14 3.259.669 - PKS I Minutisamida 46%
3.312.766 A/C/D

16 3.597.104 - NRPS Vioprolide A 16%
3.638.811 )

17 3.692.414 - NRPS- Hapalosina 80%
3.792.351 PKS | )

19 4.058.533 - NRPS- Nostopeptolido 50%
4.115.327 PKS | A2

22 5.249.232 - PKS I Minutisamida 38%
5.307.780 A/C/ID

23 5.668.006 - NRPS- Minutisamida 15%
5.741.602 PKS | A/C/ID

28 7.698.160 - NRPS- Malingamida | 29%
7.767.737 PKS | o

31 8.258.232 - NRPS- Nostoficina 27%

8.350.117 PKS |




Nostoc sp. 'Lobaria 6/12
pulmonaria (5183)
cyanobiont' o
1 302.236 - NRPS- Nostoficina 27%
394.968 PKS I )
2 616.349 - NRPS- Hapalosina 40%
666.548 PKS I o
4 1.020.290 - PKS I Glicolipideos de 100%
1.72.677 heterocistos
6 2.906.361 - NRPS Micropeptina 75%
2.971.210 K139
8 3.719.503 - NRPS -
3.763.667
10 5.154.163 - NRPS -
) 5.200.114
Nostoc punctiforme 9/20
PCC 73102 o
1 42.449 - PKS I Glicolipideos de 100%
94.118 heterocistos
2 1.541.129-  PKS| Glicolipideos de 57%
1.591.247 heterocistos
3 2.504.882 - PKS I Aranazol 25%
2.564.790 A/B/IC/ID
4 2.637.229 - NRPS- Nostopeptolido 100%
2.723.092 PKS I A2 )
5 3.036.926 - NRPS Micropeptina 62%
3.096.852 K139
10 3.072.419 - NRPS- Nostoficina 27%
3.799.405 PKS | )
11 3.881.815 - NRPS- Crocacina 23%
3.974.643 PKS | )
14 4.167.587 - PKS I Microescleroderm 57%
4.349.893 ina )
20 8.130.738 - NRPS- Nostopeptolido 50%
) ) ) 8.187.006 PKSI A2
E/Itl)%frocystls aeruginosa 4/11
3 2.093.804 - PKS I Bartoloside 2/3/4 27%
2.133.221 o
4 2.333.391. - PKSI Ambiguina 6%
2.381.106 isonitrila
8 4.001.480 - NRPS Micropeptina 5%
4.067.467 K139
9 4.885.273 - NRPS Aerugmosma 98- 85%
) ) 4.949.555 A/B/
Microcystis sp. MC19 4/8
4 2.204.252 - PKS I - -
2.245.439
5 2.246.110 - NRPS- Myxalamid 27%
2.325.436 PKS I
7 2.749.030 - PKS I Calcheamicin 5%
2.794.990 ) )
8 4.697.549 - NRPS Microcystin 23%
) ) ) 4.756.319
Microcystis aeruginosa  5/11
PCC 7806SL )
2 1.386.506 - PKS I- Merociclofano 55%
1.442.136 PKS 11l ciD
3 1.475.183 - NRPS Aerugmosma 98- 85%
1.538.079 A/B/IC
4 1.650.347 - PKS | Bartoloside 2/3/4 27%
1.687.552 ) )
6 3.009.072 - NRPS- Microcystina-LR 94%
3.098.514 PKS | ) )
9 4.353.268 - NRPS Micropeptina 100%
) 4.527.985 K139
Candidatus . - - - -
Atelocyanobacterium
thalassa isolate
LOHA ) o
Gloeothece verrucosa  2/10 PKS I Caliqueamicina 6%
PCC 7822
3 318.599 - PKS I 1-Heptadeceno 100%
363.943
7 2.009.235 -
2.057.562
Gloeothece citriformis  4/7

PCC 7424

98
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2 894.213 - NRPS - -
936.388

4 2.073.766 - PKS | 1-Heptadeceno 100%
2.132.680 o

5 2.997.342 - PKS I- Carbamidociclofa 46%
3.728.786 PK 111 no )

7 5.517.902 - NRPS Hexose-palythine- 57%
5.561.912 serine/ Hexose-

shinorine

Fonte: Proprio autor, 2022.

Os resultados encontrados para o0 género Microcystis demonstraram predominancia de
aglomerados biossintetizantes para NRPS e PKS I, com as espécies apresentando quantidades
semelhantes de regifes génicas para estas classes (Tabela 23). O destaque do grupo esta
relacionado a diversidade de compostos identificados. Foram encontradas 9 substancias nos
respectivos aglomerados, sendo micropeptina K139 (100%) - também identificada no género
Nostoc - aquela com maior percentual de similaridade. Microcistina-LR (94%), aeruginosina
98-A, B, C (85%) e merociclofano (55%) foram outros compostos que se destacaram. A
pluralidade de compostos detectados nas espécies de Microcystis também foi encontrada por
Manach et al (2019) que, ao analisar a producdo de metabdlitos entre espécies de Microcystis
de localidades distintas, encontrou um amplo conjunto de produtos naturais quimicamente
dispares, incluindo microcistinas, muitas aeruginosinas, microgininas, cianopeptolinas e
anabaenopeptinas, juntamente com um grande conjunto de moléculas desconhecidas. As
aeruginosinas sdo oligopeptideos bioativos produzidos em alta diversidade estrutural por
espécies dos géneros Microcystis e Planktothrix, cuja principal atividade bioldgica esta
associada a acdo inibitéria in vitro de serinoproteases (ISHIDA et al, 2009). Entre as
cianotoxinas, a microcistina-LR é a isoforma de microcistinas mais comum e a que apresenta
maior toxicidade (PUDDICK et al, 2014). O composto pode atuar diretamente em animais
aquaticos, afetando a sobrevivéncia, imunidade e/ou desenvolvimento do organismo. Através
do processo de bioacumulagdo, a microcistina-LR pode ser transmitida aos humanos via cadeia
alimentar, sendo o intestino o érgdo alvo de toxicidade (MASSEY et al, 2018). Merociclofano
C e D, pertencentes ao grupo dos paraciclofanos, possui significativa atividade antiproliferativa
contra células cancerigenas humanas, em especial melanomas (MAY et al, 2017).

A espécie Candidatus Atelocyanobacterium thalassa isolate ALOHA ndo apresentou
regides génicas biossintetizantes para 0s metabdlitos de interesse.

Nas espécies do género Gloeothece a classe PKS | foi encontrada na maioria dos
aglomerados detectados (Tabela 23). A diversidade de regides génicas observadas nos grupos

Nostoc e Microcystis ndo foi refletida no género em questdo. Os compostos 1-Heptadeceno -
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também identificado no género Geminocystis -, Hexose-palythine-serina e Hexose-shinorina
apresentaram valores de similaridade acima de 50%. Uma maior diversidade de aglomerados
foi encontrada por Popin et al (2021) para a espécie Gloeothece verrucosa PCC 7822.
Analisando genes plasmidicos, os autores identificaram cinco regides biossintetizantes de
metabolitos, sendo duas NRPS e uma NRPS-PKS 1. D’ Agostino et al (2016) afirma que embora
as fungdes da hexose-shinorina e hexose-palythine-serina ndo sejam totalmente conhecidas, é
provavel que as mesmas estejam associadas a matriz extracelular e envolvidas na protecédo
contra raios UV, dessecacdo e/ou estresse oxidativo.

Dentre as espécies de cianobactérias analisadas, foram identificados um total de 42
produtos naturais, com 20 apresentando percentual de similaridade acima de 50%. A
identificacdo de compostos com ac¢des antibacterianas, antitumorais e antifangicas, mesmo em
espécies que possuiam poucas regides biossintetizantes, exemplifica o potencial existente nos
microrganismos pertencentes ao filo. Além disso, conforme descrito na se¢do 6.2 dos
resultados, 3% das sequéncias relacionadas ao filo Cyanobacteria ndo foram identificadas.
Apesar de ser considerado um baixo percentual, tal dado é um fator adicional que corrobora a
diversidade existente no grupo passivel de ser investigada.

Os resultados obtidos também indicam que a comunidade de cianobactérias presente na
Lagoa Salgada, além de estar atuando diretamente na formacdo dos estromatélitos, também
possui um promissor potencial biotecnolégico e farmacoldgico. Conforme referenciado
anteriormente, ambientes hipersalinos costeiros ainda ndo sdo totalmente explorados,
principalmente quanto a capacidade de sintese de produtos naturais pela microbiota presente.

Por fim, destaca-se que os resultados obtidos para o filo Cyanobacteria advém da analise
da coluna d’agua. O potencial do grupo pode ser ainda maior com a utilizagdo de substratos
provenientes das esteiras microbianas como material amostral, comumente formada por uma

alta diversidade de cianobactérias.
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7. CONCLUSAO

As andlises fisico-quimicas apresentaram valores elevados para cloro total, carbono
organico total e nitrogénio total, estando em desacordo com os parametros estabelecidos pela
Resolucdo CONAMA n° 357/2005. No entanto, a analise colimétrica evidenciou que os valores
dos indicadores de contaminacdo fecal estdo dentro das faixas de balneabilidade, segundo a
Resolucdo CONAM n° 274/2000. Desta forma, visando preservar a saude humana e a
conservagdo do ambiente, recomenda-se que as atividades recreativas desenvolvidas na area da
lagoa possuam carater sustentavel e educacional, valorizando o patriménio natural e cultural do
ambiente, sem que haja um contato primario prolongado.

As bactérias foram os tipos microbianos de maior abundancia no ambiente lagunar da
Lagoa Salgada. Os dominios Eukaryota e Archaea estiveram presentes, porém em menores
porcentagens. Grande parte da diversidade viral estava relacionada a classe dos fagos,
principalmente de cianobacteérias.

Proteobacteria foi o filo com maior nimero de sequéncias identificadas, seguido pelas
cianobactérias e actinobactérias. A nivel de género, Synechococcus apresentou a maior
abundancia dentre os demais, sendo o grupo dominante da amostra. A alta representatividade
no ambiente, indica que o género pode possuir significativa participacdo nos processos
bioldgicos associados a fotossintese e de formacéo das estruturas estromatoliticas.

A diversidade de anotagGes funcionais demonstrou a riqueza microbiana do ambiente
assim como sua complexidade. Grande parte dos genes identificados possuiam funcoes
relacionadas a transporte, processos metabolicos, mecanismos de defesa, producédo de energia
e processos de replicacdo, recombinacdo e reparo. A salinidade e temperatura podem ser
considerados os fatores de maior influéncia sobre a comunidade microbiana da lagoa, definindo
a representatividade de cada grupo.

A analise dos filos Actinobacteria e Cyanobacteria quanto ao potencial de biossintese
de metabdlitos secundarios revelou que a maioria das espécies pertencentes aos respectivos
grupos apresentam capacidade para a producdo de produtos naturais bioativos. Géneros como
Streptomyces, Rhodococcus e Nostoc, possuiam multiplos aglomerados génicos sintetizando os
diversos tipos de complexos enzimaticos PKS, assim como para NRPS. Os resultados obtidos
podem ser considerados indicativos promissores quanto a existéncia de uma comunidade

microbiana com relevante potencial biotecnolégico passivel de ser explorado.
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Este estudo contribuiu para definir a diversidade microbiana existente na Lagoa
Salgada, assim como suas caracteristicas funcionais. O ambiente lagunar nunca havia sido
explorado de forma téo detalhada quanto aos aspectos taxondmicos e funcionais.

A abordagem metagenémica, pioneira no ambiente, se mostrou eficaz para cumprir 0s
objetivos estabelecidos. O elevado volume de dados gerados possibilitou anélises precisas,
assim como permitiu visualizar novas possibilidades de trabalho e linhas de pesquisa.

Por fim, o estudo serve como mais um argumento sobre a necessidade de preservacédo e
protecdo integral do ecossistema lagunar. A diversidade microbiana, o potencial
biotecnoldgico, a presenca singular e continua da atividade estromatolitogénica pelas
cianobactérias sdo riquezas ambientais de valor inestimaveis, que necessitam ser, firmemente,
protegidas pelos érgdos competentes tanto para estudos futuros quanto como heranca para as

préximas geracOes. Ainda ha muito a ser descoberto no ambiente da Lagoa Salgada.
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8 ACOES FUTURAS

Devido a pandemia por coronavirus, SARS-CoV-2 (doengca Covid-19), que
impossibilitou a realizagdo de algumas etapas programadas, destaco algumas possibilidades de

analises que podem ser desenvolvidas futuramente:

e Analisar a diversidade microbiana comparativamente a partir de novos pontos de coleta

e em diferentes estagdes do ano.
e Analisar exclusivamente, por meio da metagenémica, o potencial para producdo de
metabolitos secundarios existente em microrganismos presentes nas esteiras

microbianas.

e Auvaliar a qualidade da agua lagunar quanto a presenca de agentes inorganicos toxicos.
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APENDICE A - PROTOCOLO DE EXTRACAO DE DNA - KIT DNEASY POWER
WATER (QUIAGEN)

Notas previas:

Aquecer a solucdo PW1 a 55°C por 5-10 minutos para dissolver eventuais
precipitados. A solugéo deve ser usada enquanto estiver aquecida.

Aquecer a solugéo PW3 a 55°C por 5-10 minutos para dissolver eventuais
precipitados.

Agitar a solu¢do PW4 para misturar antes do uso.

Etapas:

1. Filtrar as amostras de agua usando um filtro acoplado a uma bomba a vacuo.

0. Remover a porc¢éo superior do funil do filtro.

0. Utilizando um férceps (pinga) esterilizado, pegar a membrana filtrante
lateralmente.

0. Inserir a membrana em 5 ml do tubo Power Water DNA Bead Tube.

0. Adicionar 1 ml da solu¢cdo PW1 no tubo Power Water DNA Bead Tube.

0. Prender o tubo horizontalmente a um adaptador de vértice.

0. Vortex na velocidade maxima por 5 minutos (etapa opcional, caso tenha
centrifuga para tubo de 15 ml).

0. Transferir o sobrenadante para um novo tubo de 2ml;
Coletar o sobrenadante usando um tip de 1ml, inserindo 0 mesmo dentro do Bead.
Nota: E necessario inserir o tip dentro do bead para melhor obten¢édo do
sobrenadante. Pipetar até remover todo o sobrenadante. Espera-se recolher 600-650 uL
de sobrenadante.

0. Centrifugar a 13.000 RPM por 1 minuto.

0. Evitando o pellet, transferir o sobrenadante um novo tubo de 2 ml.

0. Adicionar 200 uL da solucéo IRS, e vortex rapidamente para misturar.

0. Centrifugar os tubos a 13.000 RPM por 1 minuto.

0. Evitando o pellet, transferir o sobrenadante para um novo tubo de 2 ml.
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Adicionar 650 uL da solucdo PW3 e vortex rapidamente para misturar.

Carregar 650 uL do sobrenadante para dentro da coluna (MB Spin Column);
Centrifugar a 13.000 RPM por 1 minuto.

Descartar o sobrenadante. Repetir até que todo o sobrenadante tenha sido processado.
Acoplar a coluna em um novo tubo de 2 ml.

Adicionar 60 uL da solucdo PW4 (agitar antes de usar), e centrifugar a 13.000
RPM por 1 minuto.

Descartar o fluxo, adicionar 650 uL de etanol, e centrifugar a 13.000 RPm por 1
minuto.

Descartar novamente o fluxo, e centrifugar mais uma vez a 13.000 RPM por 2
minutos.

Acoplar a coluna em um novo tubo de 2 ml.

Adicionar 100 uL da solucédo EB no centro do filtro da coluna.
Centrifugar a 13.000 RPM por 1 minuto.

Descarte a coluna.

Fechar o tubo e guardar a amostra no freezer.
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APENDICE B - GRAFICO DA PONTUACAO DE QUALIDADE DE TODAS AS
PARES DE BASE (BP) DO SEQUENCIAMENTO

Quality scores across all bases (Sanger/ lllumina 1.9 encoding)
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Fonte: Proprio autor, 2022
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