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RESUMO

Diversidade de cianofagos em lagoas salino-alcalinas do Pantanal

Bacteri6éfagos (fagos) sdo virus que infectam bactérias com o objetivo de
assumir o controle do seu metabolismo para produzir proteinas necessarias a sua
replicacdo. Os virus que infectam especificamente cianobactérias sdo chamados de
cianofagos. Esses fagos sdo capazes de se manter em estado latente, sem
expressar genes, com 0 seu genoma integrado ao genoma bacteriano. O objetivo
deste estudo foi usar a plataforma de bioinformatica Phaster para realizar a busca de
cianofagos em 4 genomas de cianobactérias [Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563,
Geminocystis sp. CENA526, Limnospira sp. CENA597, Limnospira sp. CENA650] e
em 23 MAGs (Metagenome Assembled Genome) recuperadas a partir do
sequenciamento metagendmico das lagoas salino-alcalinas do Pantanal. O grupo de
pesquisa do Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia
Nuclear na Agricultura da Universidade de S&o Paulo (CENA-USP) coletou amostras
de agua nestas lagoas nos anos de 2017, 2018 e 2019. As regibes que foram
identificadas como pertencentes a fagos foram analisadas para a identificacdo das
provaveis familias destes cianofagos usando a plataforma de bioinformatica NCBI
BLASTP. Foram obtidos resultados para as familias Myoviridae, Siphoviridae e
Podoviridae, o que indica que as cianobactérias dessas lagoas salino-alcalinas
podem estar sendo infectadas por cianofagos. Identificar a presenca de cianofagos é
importante, pois estes organismos podem ser utilizados para realizar o controle
biolégico de floracbes de cianobactérias. Quando ndo sdo controladas, essas
floragcbes podem prejudicar a qualidade de sistemas aquaticos provocando danos
ambientais, econémicos e de saude publica.

Palavras-chave: Cianofagos, Genoma, Metagenoma, Profagos, Bioinforméatica



ABSTRACT

Diversity of cyanophages in saline-alkaline lagoons of the Pantanal

Bacteriophages (phages) are viruses that infect bacteria with the aim of taking
control of their metabolism to produce proteins necessary for their replication. Viruses
that specifically infect cyanobacteria are called cyanophages. These phages are able
to keep in a latent state, without expressing genes, with their genome integrated into
the bacterial genome. The aim of this study was to use the Phaster bioinformatics
platform to search for cyanophages in 4 genomes of cyanobacteria [Anabaenopsis
elenkinii CCIBt3563, Geminocystis sp. CENA526, Limnospira sp. CENA597,
Limnospira sp. CENA650] and 23 MAGs (Metagenome Assembled Genome)
recovered from the metagenomic sequencing of the soda lakes of the Pantanal. The
research group of the Laboratory of Cellular and Molecular Biology of the Center for
Nuclear Energy in Agriculture of the University of Sdo Paulo (CENA-USP) collected
water samples in these lakes in the years 2017, 2018 and 2019. The regions that
were identified as belonging phages were analyzed for the identification of likely
families of these cyanophages using the NCBI BLASTP bioinformatics platform.
Results were obtained for the Myoviridae, Siphoviridae and Podoviridae families,
which indicates that the cyanobacteria of these soda lakes may be being infected by
cyanophages. ldentifying the presence of cyanophages is important, as these
organisms can be used to carry out the biological control of cyanobacterial blooms.
When not controlled, these blooms can harm the quality of aquatic systems causing
environmental, economic and public health damage.

Keywords: Cyanophages, Genome, Metagenome, Prophage, Bioinformatics
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1. INTRODUCAO

Os bacteriofagos ou fagos sdo virus que infectam bactérias e séo
reconhecidamente os organismos mais abundantes presentes na biosfera e também
com maior diversidade genética (Mann, 2005). Esses organismos infectam bactérias
com o objetivo de controlar o seu metabolismo e utiliza-lo para produzir proteinas
essenciais a sua replicacdo. Para infectar a bactéria, o fago se anexa a ela em um
processo conhecido como adsor¢cdo, em seguida ele realiza o traslado do seu
material genético para dentro da bactéria e expressa seus genes no citoplasma da
célula hospedeira com o intuito de assumir o controle do metabolismo desta e
produzir as proteinas de seu interesse. ApGs esse processo, o fago provoca a lise
celular e as novas particulas celulares séo lancadas para o meio extracelular num
processo conhecido como ciclo litico (Dennehy e Abedon, 2021). Também existem
fagos que possuem a capacidade de infectar a bactéria hospedeira e se manter em
estado latente com o seu material genético integrado ao cromossomo bacteriano,
sendo denominados de profagos. Nesse caso, ndo ocorre a expressado dos genes.
Esses fagos que se encontram dormentes acabam por serem replicados quando a
célula hospedeira se divide no que é conhecido como ciclo lisogénico (You Zhou et.
al., 2011). Desse modo, sequéncias do genoma de fagos podem ser encontradas no
genoma bacteriano, chegando a representar em torno de 20% do genoma da
bactéria (Hatfull el. al., 2011).

Os cianofagos sdo fagos que infectam especificamente cianobactérias. Eles
sdo morfologicamente bastante semelhantes aos demais bacteriéfagos existentes.
Entre as particularidades que possuem em relacdo aos demais fagos estdo, por
exemplo, a necessidade de luz para que ocorra a infecgéo e a sua capacidade de se
manter estavel em pHs que variam de 4 até 11, diferente dos demais bacteriéfagos
gue costumam se manter estaveis em pHs de variam de 5 a 8 (Saffermann e Morris,
1964; Sherman e Brown, 1978). Segundo Saffermann (1983), taxonomicamente, 0s
cianofagos podem ser classificados como sendo pertencentes a trés familias
distintas de fagos: a familia Myoviridae, Siphoviridae e Podoviridae. A familia
Myoviridae inclui fagos com um tubo central e uma bainha contratil separada da
cabeca por um pescoco. O género Cyanomyovirus da familia Myoviridae se hospeda
em cianobactérias unicelulares dos géneros Anacystis e Synechococcus.

Morfologicamente, possui cabec¢a isométrica com didametro de 90 nm e uma cauda
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estendida de 244 x 23 nm contraindo para 93 nm; os pinos de cauda curtos sao
fixados a uma placa de base, com 40 nm de largura. O género Cyanomyovirus é
constituido por 30 proteinas estruturais e sua replicacdo é feita no nucleoplasma
(Saffermann, 1983).

Segundo a descricdo de Safferman (1983), a familia Siphoviridae compreende
fagos com caudas longas e néo contrateis. O género Cyanosiphovirus da familia
Siphoviridae possui caudas ndo contrateis e se hospeda em cianobactérias
unicelulares do género Synechococcus. Morfologicamente, possui cabeca isométrica
com diametro de 50 nm e cauda rigida ndo contratil de 140 nm de comprimento.
Possui 13 proteinas estruturais (Safferman, 1983). Segundo o mesmo autor, a
familia Podoviridae, contém fagos com caudas curtas. O género Cyanopodovirus da
familia Podoviridae possui caudas curtas e se hospeda em cianobactérias
filamentosas dos géneros Lyngbya, Plectonema e Phormidium. Morfologicamente,
possui cabeca isométrica com diametro de 59 nm e uma cauda 15-20 nm
comprimento e 15 nm de largura. Possui 10 proteinas estruturais e multiplicam-se na
regido periférica (estroma virogénico) da célula hospedeira. O deslocamento lateral
das lamelas fotossintéticas € a primeira alteracdo morfolégica observada (Safferman,
1983).

Hurst (2011) relata que até o momento, a grande maioria dos fagos liticos de
Synechococcus e Prochlorococcus sao da familia Myoviridae, possivelmente porque
0s myovirus podem ser mais faceis de isolar do que os podovirus e siphovirus. Tal
como acontece com o0s resultados da maioria dos estudos baseados em cultura,
esses dados podem ndo ser representativos do padrdo que existe na natureza.

Esses cianofagos tém sido estudados devido a possibilidade de utiliza-los
para realizar o controle biolégico de floracdes de cianobactérias que sao nocivas
para ambientes aquaticos e produzem substancias toxicas. Em ambientes aquaticos
de com grande abundancia de cianofagos nota-se que as cianobactérias ndo sao
abundantes (Safferman e Morris, 1964). Realizar o controle destas floracbes é
fundamental, pois elas podem comprometer a qualidade de sistemas aquaticos
provocando danos ambientais, econdmicos e de salde publica.

Atualmente, diversas plataformas de bioinforméatica estdo sendo
desenvolvidas com o objetivo de identificar essas sequéncias de fagos em genomas

bacterianos e também em metagenomas ambientais. Essas plataformas atuam



realizando uma varredura do genoma bacteriano para encontrar locais abundantes
em material genético viral. O método computacional para aferir a presenca de fagos
em genomas de bactérias que ja tiveram o seu genoma sequenciado surge como
uma alternativa aos métodos experimentais tradicionais de deteccdo de fagos que
consistiam em induzir na bactéria hospedeira as condicbes necessarias para que
liberasse fagos viaveis (Hurwitz et. al., 2017).

De acordo com You Zhou et. al. (2011), analisar sequéncias de cianofagos
em genomas sequenciados de cianobactérias e MAGs (Metagenome Assembled
Genome) utilizando o método computacional tem como vantagem em relacdo a
outros métodos experimentais que s6 detectam fagos viaveis, a possibilidade de
detectar a presenca de profagos cujos genomas se encontram integrados a
genomas bacterianos. Métodos experimentais podem ser falhos, ja que nem sempre
as condicdes necessarias para induzir a bactéria hospedeira a liberar fagos viaveis
serdo iguais para todos os fagos e para que nao ocorra falhas é necessario saber
quais sdo essas condi¢cdes. Conhecer o genoma de cianofagos pode também nos
trazer informacg@es acerca da coevolucdo destes e das cianobactérias, ja que estas
adquirem genes dos fagos, por meio da transferéncia horizontal de genes, que
podem ser Uteis a sua adaptacdo e sobrevivéncia no meio em que habitam (You
Zhou et. al., 2011).

1.1. Objetivo geral

Este trabalho tem como objetivo identificar, por meio de plataformas
computacionais, sequéncias de provaveis cianofagos em 4 genomas de
cianobactérias e de 23 MAGs provenientes de amostras de aguas coletadas em seis
lagoas salino-alcalinas localizadas na Reserva de Sdo Roque no municipio de
Aquidauana (MS) nos anos de 2017, 2018 e 2019. O segundo objetivo € identificar

as familias a que pertencem esses provaveis cianofagos.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Areade estudo

As lagoas salino-alcalinas sao caracterizadas pela grande quantidade de
carbonatos e bicarbonatos em suas aguas resultando em altamente alcalinas e
frequentemente salinas. O pH dessas lagoas pode variar de 9,5 a 11 (Sorokin et al.,
2014; Tindall, 1988).

Na sub-regido do Pantanal sul Matogrossense, conhecida como Nhecolandia,
o grupo do Laboratério de Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear
na Agricultura da Universidade de S&do Paulo (CENA-USP) coletou amostras de
dgua de lagoas salino-alcalinas na Reserva de Sdo Roque no municipio de
Aquidauana (MS). Essas coletas foram realizadas em trés anos consecutivos: em
outubro de 2017 durante o periodo de seca, em setembro de 2018 durante o periodo
de chuva e em 2019 durante o periodo de seca. Na coleta realizada no ano 2017, o
periodo de seca foi mais intenso do que em outros anos e a coluna d’agua se
encontrava bastante reduzido. Este estudo realizado por Pellegrinetti, et al. (2022)

aferiu a presenca de cianobactérias nessas lagoas do Pantanal.

NHECOLANDIA
Mato Grosso (MT)

Bolivia

Mato Grosso
do Sul (MS)

BRAZIL

-22.0

9 Paraguay

-24.0

-62.0 -60.0 -58.0

Figura 1. DistribuicAo geografica das lagoas salino-alcalinas amostradas no

Pantanal da Nhecolandia, MS, Brasil.
Fonte: Pellegrinetti, Thierry A. et al.; 2022.
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2.2. Genomas de cianobactérias

Apés a coleta, este mesmo grupo realizou em laboratério o isolamento das
cianobactérias presentes nas amostras coletadas de agua. ApGs a sua purificacédo
(uma unica cianobactéria por cultivo), o seu DNA foi extraido e enviado para
sequenciamento no Centro de Gendmica funcional no Departamento de Zootecnia
da Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz” (ESALQ/USP). As estirpes
analisadas foram quatro: Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563, Geminocystis sp.
CENA526, Limnospira sp. CENA597, Limnospira sp. CENA650. A plataforma
utilizada para realizar o sequenciamento dos genomas das cianobactérias isoladas
foi a “lllumina HiSeq 2500” (lllumina, Inc., EUA).

2.3. Obtencéo dos dados de metagenoma

2.3.1. Extracdo de DNA total

Para a obtencéo dos dados de metagenoma das amostras de agua coletadas,
estas foram submetidas ao processo de liofilizacdo antes de obter o seu DNA.
Depois, foi utilizado o kit “PowerLyzer® PowerSoil® DNA Isolation” (MoBio
Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EUA) para realizar a extragcdo de DNA das amostras
de agua liofiizadas e nao filtradas. No espectofotometro “NanoDrop” e no
fluorometro “Qubit 2.0” (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), foi realizado a
guantificacdo desse DNA extraido. Em seguida, foi preparado em laboratério um gel
de agarose 1% (m/v) em solucdo tampéao TBE 1x (400 mM Tris, 20 mM &acido acético
global, 1ImM EDTA), com aplicacao de 1 uyL do DNA extraido com adi¢cédo de 2 uL de
corante fluorescente GelRed TM para avaliar a integridade do DNA que foi extraido
por meio da eletroforese. Por fim, utilizou-se um fotodocumentador da marca “Kodak
Gel Logic 212 — Molecular Imaging Softwre, v. 5,0 (Carestrean Health, INC.,

Rochester, EUA) para visualizar o resultado (Pellegrinetti, et al., 2022).

2.3.2. Sequenciamento dos metagenomas

Para realizar o sequenciamento dos metagenomas, Pellegrinetti, et al. (2022)

utilizou o kit “Nextera XT DNA Sample Preparation” (lllumina, Inc., EUA) para criar
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bibliotecas metagenémicas. O Laboratério de Multiusuarios Centralizado de
Genbmica Funcional Aplicada a Agropecuaria e Agroenergia, da Universidade de
Sao Paulo (ESALQ-USP) foi o responsavel por processar e sequenciar as amostras
de DNA que passaram pelos processos de purificacdo e fragmentacao, para isso o
laboratério fez uso da plataforma “lllumina HiSeq 2500” (lllumina, Inc., EUA) com o
kit “HiSeq Reagent Kit V4” (lllumina, Inc., EUA). E como ultima etapa, foi utilizada a
ferramenta “FastQC 0.10.1” para criar graficos que permitissem avaliar a qualidade
do sequenciamento metagenomico.

Em seguida, é feita a recuperacdo dos genomas por meio da sobreposicao
dos fragmentos sequenciados. Durante esse processo, busca-se analisar
fragmentos que sejam similares e que se complementem. Apds essas montagens,
0s genomas que foram recuperados pelo grupo de pesquisa por meio do
sequenciamento metagenémico foram filtrados. Estabeleceu-se uma completude de
sequéncia superior a 70% e contaminacéo inferior a 10% com a plataforma CheckM.
A classificagdo taxon6mica e andlises filogenémicas foram realizadas utilizando a
plataforma de bioinformatica chamada GTDBtk que, por sua vez, usa como banco de
dados o Genome Taxonomy Database (GTDB). As 23 MAGSs recuperadas que foram
afiliadas ao género Cyanobacteria foram selecionadas e analisadas. A descricdo das
MAGs utilizadas nesse trabalho é feita a seguir.

No ano de 2017, foram analisados trés MAGs identificadas como
pertencentes ao filo Cyanobacteria recuperados dos metagenomas de duas lagoas
salino-alcalinas (SR04 e SR06) do Pantanal. As MAGs analisadas foram: Nodularia
(MAG27-SR04-2017), Arthrospira platensis (MAG41-SR04-2017) e Cyanobiaceae
PCC7001 (MAG17-SR06-2017).

No ano de 2018, foram analisados 10 MAGs identificadas como pertencentes
ao filo Cyanobacteria recuperados dos metagenomas de 4 lagoas salino alcalinas
(SRO1, SR04, SRO5 e SR08) do Pantanal. As MAGs analisadas sao:
Phormidesmiaceae (MAG11-SR01-2018), Nodularia (MAG19-SR01-2018),
Phormidesmiaceae (MAG14-SR04-2018), Arthrospira platensis (MAG36-SR04-
2018), Nodularia (MAG42-SR04-2018), Cyanobiaceae (MAG48-SR05-2018),
Phormidesmiaceae (MAG49-SR05-2018), Nodularia (MAG18-SR08-2018),
Raphidiopsis brookii (MAG45-SR08-2018) e Snowella (MAG56-SR08-2018).
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No ano de 2019, foram analisados 10 MAGs identificados como pertencentes
ao filo Cyanobacteria recuperados dos metagenomas de cinco lagoas salino-
alcalinas (SR0O1, SR04, SR05, SR06, SR08 e SR09) do Pantanal. As MAGs
analisadas sdo: Phormidesmiaceae (MAG33-SR01-2019), Cyanobiaceae (MAG44-
SR01-2019), Cyanobiaceae PCC7001 (MAG12-SR04-2019), Nodularia (MAG19-
SR04-2019), Raphidiopsis brookii (MAG34-SR05-2019), Nodularia (MAG35-SR05-
2019), Cyanobiaceae PCC7001 (MAG19-SR06-2019), Raphidiopsis brookii (MAG7-
SR08-2019), Phormidesmiaceae (MAG13-SR08-2019) e Cyanobacteriia (MAG26-
SR09-2019).

2.3.3. PHAge Search Tool Enhanced Release: Phaster

Para averiguar a presenca de sequéncias gendmicas de cianofagos que se
encontram integradas ao cromossomo bacteriano nos 4 genomas de cianobactérias
e nas 23 MAGs, utilizou-se a plataforma de bioinformatica Phaster. Esta plataforma
mede a densidade de agrupamento de genes, identifica e anota sequéncias de
profago que estdo contidas no genoma de bactérias e identifica as proteinas que
podem ajudar na identificacdo (You Zhou et. al., 2011). A plataforma Phaster foi
escolhida para a realizacdo deste trabalho por ser a mais popular, mais precisa e
mais rapida na analise de resultados (Arndt et. al., 2016).

O Phaster utiliza dois bancos de dados: o banco de dados de fagos do
National Center for Biotechnology Information (NCBI) que possui 46.407 proteinas
de 598 genomas de fagos e o Prophage Database desenvolvido por Srividhya et al.
(2006), que possui 159 regibes de profago e 9.061 proteinas ndo disponiveis no
banco de fagos do NCBI. A plataforma sO apresenta como resultado as proteinas
cuja funcédo em fagos € conhecida para evitar que proteinas bacterianas sejam tidas
erroneamente como sendo pertencentes a fagos (You Zhou et. al., 2011). Apés
consultar os dois bancos de dados, a plataforma realiza o agrupamento de genes
gue apresentam semelhanca entre si com base em um algoritmo chamado
DBSCAN. Esses genes aparecem nos resultados agrupados em regifes de profagos
(Arndt et. al., 2016).

Esta plataforma tem como limitacéo, a dificuldade de identificar novos fagos.

Desse modo, a presenca de muitas proteinas cuja funcdo ndo é conhecida pode
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apontar para um fago novo (You Zhou et. al., 2011). Também € importante ressaltar,
gue os resultados sempre tém um grau de incerteza quanto a extensao do profago
que foi previsto pela plataforma (Arndt et al., 2019).

A plataforma aceita arquivos no formato Gen Bank e FASTA. Neste trabalho,
foi processado no Phaster os quatro genomas de cianobactérias e as 23 MAGs em
arquivos FASTA para procurar por provaveis regides de profago de cianofagos. Apos
a identificacdo de uma provavel regido de profago pelo programa, as sequéncias
gendmicas das proteinas indicadas como pertencentes a este foram avaliadas pelo
seu valor de e-value. As proteinas com valor de e-value abaixo de 0.001 tiveram as

suas sequéncias utilizadas para a identificacdo da provavel familia do profago.

2.3.4. NCBI BLAST: Basic Local Alignment Search Tool

A plataforma de bioinformética utilizada para identificar as familias € a NCBI
BLAST. O BLAST é o software de bioinformética mais utilizado do mundo. Ele
analisa sequéncias de proteinas, RNA e DNA possibilitando descobrir a sua funcéo e
a classificacdo taxondmica do organismo do qual aquela sequéncia gendémica é
originaria. Para isso a sequéncia de uma proteina, por exemplo, € comparada as
sequéncias proteicas dos bancos de dados do NCBI para descobrir regides de
similaridade, ou seja, € realizado o alinhamento das sequéncias para saber quantos
aminoacidos elas possuem em comum (Stover e Cavalcanti, 2017).

ApoOs identificar as provaveis regibes de profagos dos genomas de
cianobactérias e das MAGs utilizando a plataforma de bioinformatica Phaster, a
proxima etapa metodoldgica do trabalho foi tentar identificar as provaveis familias
desses profagos utilizando as sequéncias gendmicas das proteinas fornecidas pelo
Phaster. Foram utilizadas as proteinas que apresentaram valor de e-value abaixo de
0.001.

O Blast possui cinco plataformas: BLASTN, BLASTP, BLASTX, TBLASTN,
TBLASTX. A plataforma escolhida para identificar as familias foi o BLASTP, esta
plataforma é usada especificamente para consultar a sequéncia genémica de uma
proteina que sera comparada com as sequéncias proteicas homélogas presentes

nos bancos de dados do NCBI (Stover e Cavalcanti, 2017).
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Todas as sequéncias de proteinas das provaveis regibes de profago
identificadas pelo Phaster foram processadas no BLASTP para descobrir a
classificacdo das familias desses cianofagos. Para avaliar a qualidade dos
alinhamentos obtidos no BLASTP, foram avaliadas as seguintes métricas

estatisticas: e-value, a porcentagem de query cover e porcentagem de identidade.

2.4. Meétricas estatisticas

2.4.1. e-value

O e-value é Util para avaliar a qualidade e escolher o melhor alinhamento. E
recomendado que ele seja menor do que 0.001. Quanto mais préximo de zero,
melhor é o e-value e melhor é o alinhamento. Essa métrica indica a probabilidade de
o alinhamento ocorrer ao acaso, tendo em vista um banco de dados aleatério e do
mesmo tamanho do banco de dados alvo.

Segundo Stover e Cavalvanti (2017), o e-value é a métrica mais importante de
ser analisada. A probabilidade da sequéncia gendmica que estd sendo analisada
apresentar ancestralidade comum com o resultado aumenta, quanto mais proximo
de zero for o e-value. A confianca da analise feita sobre os resultados obtidos
também serd maior.

Neste trabalho, foram consideradas e avaliadas as sequéncias gendmicas de
proteinas fornecidas pelo Phaster com e-value < 0.001. Os resultados fornecidos
pelo BLASTP acerca da classificacao das familias das provaveis regiées de profago
também foram avaliados quanto a esta métrica privilegiando sempre o valor de e-

value < 0.001 e mais proximo de zero.

2.4.2. Query Cover

O query cover € uma métrica estatistica que indica a porcentagem da
sequéncia gendmica que esta sendo analisada que se encontra alinhada a
sequéncia encontrada no banco de dados pela plataforma, ou seja, aponta a
extensdo da sequéncia que esta alinhada, que corresponde a sequéncia alvo
(Boratyn et. al., 2013).
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Neste trabalho, foram considerados os resultados dos alinhamentos obtidos

no BLASTP com a maior porcentagem de query cover possivel.

2.4.3. Porcentagem de identidade

A porcentagem de identidade € uma métrica estatistica que indica a
proporcao de matches dentro de um alinhamento em relagcdo ao total alinhado. O
seu célculo é feito dividindo o nimero de letras que s&o idénticas pelo comprimento
do alinhamento que, por sua vez, € a soma do numero de letras que deram match
mais o numero de lacunas (Boratyn et. al., 2013).

Neste trabalho, foram considerados os resultados dos alinhamentos obtidos

no BLASTP com uma porcentagem de identidade acima de 50%.

3. Resultados

3.1. Genomas de cianobactérias

3.1.1. Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563

O genoma da cianobactéria Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563 processado no
Phaster apresentou como resultados 2 provaveis regides de profago.

Na regido 1, o processamento da sequéncia gendmica desta proteina no
BLASTP obteve um resultado para a familia Siphoviridae com bons valores de e-
value e query cover. A porcentagem de identidade de 62.80% ficou acima dos 50%
estabelecidos para este trabalho, embora ndo seja um valor muito alto. Na oitava e
nona colunas da Tabela 1, € possivel observar respectivamente a funcdo da
sequéncia identificada e o tamanho da sequéncia comparada.

Na regidao 2, novamente foi obtido no BLASTP resultado para a familia
Siphoviridae com bons valores de e-value e query cover. A porcentagem de
identidade € de 62%.
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3.1.2. Limnospira sp. CENA597

O genoma da cianobactéria Limnospira sp. CENA597 processado no Phaster
apresentou como resultados 8 provaveis regides de profagos. Na regido 1, a
sequéncia gendémica foi processada no BLASTP obtendo um resultado para a familia
Myoviridae. Os valores de e-value, query cover e porcentagem de identidade podem
ser observados na Tabela 1.

Nas regides de profago 2, 3, 4, 5, 6 e 7, o Phaster identificou proteinas com
valores de e-value menores do que 0.001. No entanto, ao processar as sequéncias
dessas proteinas no BLASTP as porcentagens de identidade ficaram abaixo dos
50% estabelecidos para este trabalho, ndo sendo possivel identificar ou sugerir uma
classificacdo taxonémica e constam como nao classificados na Tabela 1.

Na regido 8, a sequéncia gendmica dessa proteina obteve resultado para a
familia Siphoviridae no BLASTP. Os valores de e-value, query cover e porcentagem
de identidade podem ser observados na Tabela 1.

3.1.3. Limnospira sp. CENA 650

O genoma da cianobactéria Limnospira sp. CENA 650 processado no Phaster
apresentou como resultados 8 provaveis regides de profago. Na regido 1, 4 e 5, o
Phaster identificou proteinas com valores de e-value menores do que 0.001. No
entanto, ao processar as sequéncias dessas proteinas no BLASTP as porcentagens
de identidade ficaram abaixo dos 50% estabelecidos para este trabalho.

Na regido 2, as proteinas identificadas pelo Phaster apresentaram valores
ruins de e-value. Por isso, as sequéncias gendmicas dessas proteinas ndo foram
processadas no BLASTP.

Na regido 3, a sequéncia gendmica da proteina obteve resultado para a
familia Siphoviridae. Na regido 6, a sequéncia gendmica da proteina obteve
resultado para a familia Myoviridae no BLASTP. Na regido 7, a sequéncia genémica
da proteina obteve resultado para a familia Podoviridae no BLASTP. Na regido 8, a
sequéncia da proteina obteve resultado para a familia Myoviridae no BLASTP.

Todos os valores de e-value, query cover e porcentagem de identidade
podem ser observados na Tabela 1. Assim como a funcdo da sequéncia identificada

e o tamanho da sequéncia comparada.
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3.1.4. Geminocystis sp. CENA650

O genoma da cianobactéria Geminocystis sp. CENA526 processado no
Phaster apresentou como resultado 1 provavel regido de profago. A sequéncia
gendmica da proteina foi analisada no BLASTP. A familia que apareceu com o score
mais alto foi a Inoviridae, que € uma familia de bacteri6fagos, mas ndo de
cianofagos especificamente. A segunda familia que apareceu com o score mais alto
foi a familia Myoviridae. Os alinhamentos do BLASTP apresentaram bons valores de

e-value e query cover. A porcentagem de identidade € de 57.19%.
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Tabela 1. Anotacédo de sequéncias identificadas como pertencentes a cianofagos no

genoma de cianobactérias.

Tamanho
Quant. de da
Genomade provaveis x Phaster Blast Query % Funcéo da sequéncia PO .
. - - Regido . : h T sequéncia Familia
Cianobactérias regides de e-value e-value cover identidade identificada
rofago comparada
P (Length)
Anabaenopsis . -
elenkinii 2 1 6200137 00  97% 6280 [T Sadenosyimethionine 5, Siphoviridae
CCIBt3563 y
2 1.05e-113 0.0 93% 62.00 TPA: chaperonin 540 Siphoviridae
Limnospira sp. -
CENAB97 8 1 1.80e-22 3.0e-30 57% 66.67 Transposase 402 Myoviridae
2 9.84e-20 - - - - - Nao
classifcado
3 1.80e-103 - - - - - Nao
classifcado
N&o
4 3.01e-39 ) ) ) . . classifcado
5 3.65e-50 - - - - - Nao
classifcado
6 3.92¢-38 - - - - - Nao
classifcado
Nao
! 4.86e-75 ) ) ) . . classifcado
8 1.32e-35 8.0e-39 75% 60.18 TPA: endonuclease 367 Siphoviridae
Limnospira sp. : ) ) ) ) ) Nao
CENAG50 8 1 1.25e-48 classificado
valores ruins Nao
de e-value classificado
3 5.32e-38 9.0e-48 96% 55.56 dUTPase 154 Siphoviridae
4 9.55€-49 - - - - ; Néo
classificado
N&o
5 3.92e-38 ) ) ) . . classificado
: ) Hypothetical protein -
6 2.26e-36 2.0e-59 96% 59.49 b3_ 0124 218 Myoviridae
7 780e-30 1.0e30 77% 5152 | ontapeptiderepeat 356 Podoviridae
family protein
8 110e-95 9.0e-95 43% 5683 | ormylglycine-generating 266 Myoviridae
enzyme family protein
Geminocystis o . _ . .
sp. CENA526 1 1 1.81e-86 0.0 98% 58.29 TPA: replicative helicase 869 Inoviridae
1 1.81e-86 0.0 99% 57.19 TPA: replicative helicase 863 Myoviridae

Legenda: (-) Sequéncia analisada ndo apresentou resultado ou apresentou resultado com
estatisticas abaixo dos valores estabelecidos para este trabalho.

3.2.

3.2.1. MAGs 2017

MAGs (Metagenome Assembled Genome)

métricas

A MAG Nodularia (MAG27-SR04-2017) processada no Phaster apresentou
como resultado 3 provaveis regioes de profago. Na regido 1, a sequéncia genémica

desta proteina foi identificada pela plataforma BLASTP como sendo pertencente a
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familia Myoviridae com bons valores de e-value e de query cover. A porcentagem de
identidade ficou em 51.04%, acima do estabelecido para este trabalho.

Na regido 2, a sequéncia genémica da proteina obtida no Phaster apresentou
valor de e-value igual a zero, o que € excelente. No entanto, ao ter sua sequéncia
processada no BLASTP o resultado obtido foi de virus de DNA néo classificado. Ao
processar no BLASTP, a segunda proteina com melhor e-value obtida no Phaster, a
proteina com valor de e-value de 2.45 e-82, foi obtido resultado para a familia
Myoviridae.

Na regido 3, a sequéncia gendmica da proteina obtida no Phaster com e-
value obteve resultado para a familia Siphoviridae no BLASTP. Os alinhamentos do
BLASTP apresentaram bons valores de e-value e query cover.

A MAG Arthrospira platensis (MAG41-SR04-2017) processada do Phaster
apresentou como resultado 1 provavel regido de profago. No BLASTP, a sequéncia
genbmica da proteina da regido 1 foi identificada como sendo pertencente a familia
Siphoviridae.

A MAG Cyanobiaceae PCC7001 (MAG17-SR06-2017) processada no Phaster
apresentou como resultado 2 provaveis regides de profago. As proteinas dessas 2
regides apresentaram valores de e-value menores do que 0.001. No entanto, ao
terem as suas sequéncias processadas no BLASTP apresentaram valores de
porcentagem de identidade menores do que os 50% estabelecidos para este
trabalho. E por isso, as suas familias constam como nao classificadas na Tabela 2.

Em todos os resultados apresentados, a porcentagem de identidade é

superior a 50%.
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Tabela 2. Anotacdo de sequéncias identificadas como pertencentes a cianofagos em

metagenomas (Ano 2017).

Quant. de Tamanho da
MAGS provaveis Regi&o Phaster Blast  Query _ % Fun(;_ao de_l sequéncia sequéncia Eamilia
regies de e-value e-value cover identidade identificada comparada
profago (Length)
Nodularia . : o TPA: GDP-D-mannose .
(MAG27-SR04-2017) 3 1 4.15e-108 2.0e-117 98% 51.04 dehydratase 344 Myoviridae
Virus de DNA
2 0.0 1.0e-171 86% 54.84 AAA ATPase 524 ndo
classificado
2 245e82 20e98 96% 5405 /v oysteinesynthase 310 Myoviridae
TPA: DNA
3 8.00e-172 0.0 100% 53.68 TOPOISOMERASE IV, 640 Siphoviridae
B SUBUNIT
Arthrospira platensis 1 1 53238 90e48 96% 5556  dUTP 154 Siphovirid
(MAGA1-SR04-2017) .32e .0e ) . ase iphoviridae
Cyanobiaceae PCC7001 2 1 4.05e-58 : ; ) ) ) Né&o
(MAG17-SR06-2017) D€ classificado
2 6.05e122 - - - - ; Néo
classificado

Legenda: (-) Sequéncia analisada ndo apresentou resultado ou apresentou resultado com métricas
estatisticas abaixo dos valores estabelecidos para este trabalho.

3.2.2. MAGS 2018

Na Tabela 3, as MAGS Phormidesmiaceae (MAG14-SR04-2018) e
Cyanobiaceae (MAG48-SR05-2018) foram processadas no Phaster e néo
apresentaram resultados para provaveis regifes de profagos.

As MAGs Phormidesmiaceae (MAG11-SR01-2018), Phormidesmiaceae
(MAG49-SR05-2018), Nodularia (MAG18-SR08-2018), Raphidiopsis brookii
(MAG45-SR08-2018) e Snowella (MAG56-SR08-2018) foram processadas na
plataforma Phaster e apresentaram resultados para provaveis regidées de profagos.
As proteinas obtidas apresentaram valores de e-value menores do que 0.001. No
entanto, ao serem processadas no BLASTP nao foram obtidos resultados para
familias de fagos.

A MAG Nodularia (MAG19-SR01-2018) processada no Phaster apresentou 1
provavel regido de profago. A proteina com valor de e-value igual a zero foi
analisada no BLASTP e foi identificada pela plataforma como virus bacteriano nao
classificado. A segunda proteina com menor valor de e-value (2.45 e-82) foi
analisada no BLASTP e obteve resultado para a familia Myoviridae. Os alinhamentos

do BLASTP apresentaram bons valores de e-value e query cover.
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A MAG Arthrospira platensis (MAG36-SR04-2018) processada no Phaster
apresentou 1 provavel regidao de profago. No BLASTP, a sequéncia gendmica da
proteina da regido 1 foi identificada como sendo pertencente a familia Siphoviridae.

A MAG Nodularia (MAG42-SR04-2018) foi processada no Phaster e
apresentou resultados para 3 provaveis regides de profagos. As 3 regides
apresentaram bons valores de e-value e query cover no BLASTP. As porcentagens
de identidades ficaram acima dos 50% estabelecidos neste trabalho. No BLASTP, a
sequéncia gendmica da proteina da regido 1 foi identificada como sendo pertencente
a familia Myoviridae. A sequéncia gendmica da regido 2 foi identificada como sendo
pertencente a familia Siphoviridae. A sequéncia gendmica da regido 3 identificada
como sendo pertencente a familia Myoviridae. Os alinhamentos do BLASTP
apresentaram bons valores de e-value e query cover.

Em todos os resultados apresentados, a porcentagem de identidade é

superior a 50%.
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Tabela 3. Anotacdo de sequéncias identificadas como pertencentes a cianofagos em

metagenomas (Ano 2018)

Quant. de Funcio da Tamanho da
provéaveis x Phaster Blast Query % 640 @ sequéncia -
MAGs L Regido . : sequéncia Familia
regies de e-value e-value cover identidade . e comparada
identificada
profago (Length)
Phormidesmiaceae Nio
(MAG11-SR01- 1 1 6.68e-17 lassificad
2018) classificado
Virus
Nodularia (MAG19- o bacteriano
SR01-2018) 1 1 0.0 1.0e-171 86% 54.84 AAA ATPase 524 3o
classificado
1 245082 10e98 96% 5405 -/ Cysteinesynthase 310 Myoviridae
Phormidesmiaceae Sem
(MAG14-SRO4- resultado )
2018)
Arthrospira
platensis i i 0 ) .
(MAG36-SR04- 1 1 5.32e-38  9.0e-48 96% 55.56 dUTPase 154 Siphoviridae
2018)
Nodularia (MAG42- ) } 0 TPA: GDP-D-mannose .
SR04-2018) 3 1 4.15e-108 2.0e-117 98% 51.04 dehydratase 344 Myoviridae
TPA: DNA
2 8.00e-172 0.0 100% 53.68 TOPOISOMERASE 1V, 640 Siphoviridae
B SUBUNIT
3 245082 10098 96% 5405 /v cysteinesynthase 310 Myoviridae
Cyanobiaceae Sem
(MAGA8-SROS5- resultado )
2018)
Phormidesmiaceae N0
(MAG49-SRO05- 1 1 1.41e-13 classificado
2018)
Nodularia (MAG18- 1 1 0.0 Nao
SR08-2018) ' classificado
Raphidiopsis N0
brookii (MAG45- 2 1 2.23e-171 classificado
SR08-2018)
2 367e-114 Nao
classificado
Snowella (MAG56- Nao
SR08-2018) L 1 1.89e-76 classificado

Legenda: (-) Sequéncia analisada ndo apresentou resultado ou apresentou resultado com métricas
estatisticas abaixo dos valores estabelecidos para este trabalho.

3.2.3. MAGs 2019

A MAG Phormidesmiaceae (MAG33-SR01-2019) foi analisada na plataforma
Phaster e n&o apresentou resultados para a presenca de regides de profagos.

A MAG Cyanobiaceae (MAG44-SR01-2019) foi analisada no Phaster e
apresentou como resultado 4 provaveis regides de profagos. As proteinas da regido
2 apresentaram valores ruins de e-value, menores que 0.001, e por isso ndo foram
analisadas no BLASTP. Na regido 3, apesar da proteina apresentar um bom valor de
e-value, ao ser analisada no BLASTP os valores da porcentagem de identidade

ficaram baixo dos 50% estabelecidos para este trabalho. Na regido 1, a sequéncia
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gendmica da proteina com maior valor de e-value (7.89 e-1170) foi identificada pelo
BLASTP como sendo pertencente a familia Phycodnaviridae. A segunda proteina
com maior valor de e-value (1.81e-120) foi identificada pelo BLASTP como sendo
pertencente a familia Myoviridae. Na regido 4, a sequéncia genémica da proteina foi
identificada como sendo pertencente a familia Myoviridae. No BLASTP, as 2 regifes
identificadas apresentaram bons valores de e-value e query cover como pode ser
observado na Tabela 4.

A MAG Cyanobiaceae PCC7001 (MAG12-SR04-2019) apresentou como
resultado 1 provavel regido de profago no Phaster. No BLASTP, a sequéncia
gendmica da proteina foi identificada como sendo pertencente a familia Myoviridae.
Os alinhamentos do BLASTP apresentaram bons valores de e-value e query cover.

A MAG Nodularia (MAG19-SR05-2019) apresentou como resultado 1 provavel
regido de profago no Phaster. A proteina com maior valor de e-value (0.0) foi
identificada pelo BLASTP como virus de DNA ndo classificado. A segunda proteina
com maior valor de e-value (2.45 e-82) foi identificada pelo BLASTP como sendo
pertencente a familia Myoviridae. Os alinhamentos do BLASTP apresentaram bons
valores de e-value e query cover.

A MAG Raphidopsis brookii (MAG34-SR05-2019) apresentou como resultado
2 provaveis regides de profago no Phaster. No BLASTP, a sequéncia gendmica da
proteina da regido 1 foi identificada como sendo pertencente a familia Siphoviridae.
A sequéncia genbmica da proteina da regido 2 foi identificada como sendo
pertencente a familia Myoviridae. A proteina do Phaster apresentou bom valor de e-
value. Os alinhamentos do BLASTP apresentaram bons valores de e-value e query
cover.

A MAG Nodularia (MAG35-SR05-2019) apresentou como resultado 2
provaveis regides de profago no Phaster. No BLASTP, a sequéncia genbmica da
proteina da regido 1 foi identificada como sendo pertencente a familia Siphoviridae.
Na regido 2, a proteina com maior valor de e-value (0.0) foi identificada pelo
BLASTP como virus de DNA néo classificado. A segunda proteina com maior valor
de e-value (2.45 e-82) foi identificada pelo BLASTP como sendo pertencente a
familia Myoviridae. Os alinhamentos do BLASTP apresentaram bons valores de e-

value e query cover.
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A MAG Cyanobiaceae PCC7001 (MAG19-SR06-2019) apresentou como
resultado 3 provaveis regides de profago no Phaster. No BLASTP, a sequéncia
gendmica da proteina da regido 1 e 2 foi identificada como sendo pertencente a
familia Siphoviridae. Na regido 3, a sequéncia genémica da proteina obtida no
Phaster apresentou um valor e-value menor que 0.001, no entanto, o alinhamento
obtido no BLASTP apresentou porcentagem de identidade abaixo dos 50%
estabelecidos neste trabalho. Por esse motivo, a regido de profago consta como néo
classificada na Tabela 4.

A MAG Raphidopsis brookii (MAG7-SR08-2019) apresentou como resultado 1
provavel regido de profago no Phaster. No BLASTP, a sequéncia genémica da
proteina foi identificada como sendo pertencente a familia Myoviridae. A proteina do
Phaster apresentou bom valor de e-value. Os alinhamentos do BLASTP
apresentaram bons valores de e-value e query cover.

A MAG Phormidesmiaceae (MAG13-SR08-2019) apresentou como resultado
1 provéavel regido de profago no Phaster. No BLASTP, a sequéncia gendmica da
proteina foi identificada como sendo pertencente a familia Siphoviridae.

A MAG Cyanobacteriia (MAG26-SR09-2019) apresentou como resultado 2
provaveis regides de profago no Phaster. No BLASTP, a sequéncia gendmica da
proteina da regido 1 foi identificada como sendo pertencente a familia Siphoviridae.
Na regido 2, a sequéncia gendmica da proteina foi identificada pelo BLASTP como
sendo pertencente a familia de bacteriéfagos Herelleviridae. O segundo resultado
com maior score que apareceu para esta regido de profago foi o da familia
Siphoviridae. Os alinhamentos do BLASTP apresentaram bons valores de e-value e
query cover.

Em todos os resultados apresentados, a porcentagem de identidade é

superior a 50%.
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Tabela 4. Anotacao de sequéncias identificadas como pertencentes a cianofagos em

metagenomas (Ano 2019)

Quant. de Tamanho
provaveis Funcgéo da da
MAGs regides Regiéo Phaster Blast Query . % sequéncia sequéncia Familia
e-value e-value cover identidade . o
de identificada comparada
profago (Length)
Phormidesmiaceae Sem
(MAG33-SR01- ltad - - - - - - -
2019) resultado
Cyanobiaceae GDP-D-mannose
(MAG44-SR01- 4 1 7.89e-170 7.0e-172  92% 67.24 dehvd 374 Phycodnaviridae
2019) ehydratase
1 181e-120  9.0e-124 88% 6201  Jucose-l-phosphate 296 Myoviridae
thymidylyltransferase
2 Vg?ﬁ:;ﬂgs - - - - - Nao classificado
2.77e-115 - - - - - Néo classificado
4 6.60e-32  8.0e-100 99%  53.46 gs)/;i:ypothencal 325 Myoviridae
Cyanobiaceae
PCC7001 ) _ o Glucose-1-phosphate -
(MAG12-SR04- 1 1 3.56e-113 1.0e-131 97% 62.67 thymidylyltransferase 296 Myoviridae
2019)
Nodularia Virus bacteriano
- - - 0,
(zf\gfgm SR04 1 1 0.0 1.0e-171 86% 54.84 AAA ATPase 524 ndo classificado
1 2.45e-82 1.0e:98 96%  54.05 l;ﬁaggzti'”e 310 Myoviridae
Raphidiopsis brookii TPA: ATP-dependent
(MAG34-SR05- 2 1 5.10e-171 0.0 99% 61.59 protease ATP- 435 Siphovirirdae
2019) binding subunit
2 367e-114  20e130 97% 6272  Oucose-l-phosphate 296 Myoviridae
thymidylyltransferase
. TPA: DNA
Nodularia (MAGSS- 2 1 8.00e-172 00  100%  53.68 TOPOISOMERASE 640 Siphovirirdae
SR05-2019)
1V, B SUBUNIT
2 0.0 3.0e-171 86%  54.84  AAA ATPase 524 Virus de DNA
néo classificado
2 2.45¢-82  1.0e98 96%  54.05 Z;At;];g:tz'”e 310 Myoviridae
Cyanobiaceae
PCC7001 (MAG19- 3 1 6.77e-22 2.0e-43 51% 55.84 Putative recombinase 210 Siphoviridae
SR06-2019)
8.6550  20e102 90% 5085 |l family 385 Siphoviridae
3 2.60e-58 - - - - - Nao classificado
Raphidiopsis brookii ) ) o Glucose-1-phosphate .
(MAG7-SR08-2019) 1 1 3.67e-114 2.0e-130  97% 62.72 thymidylyltransferase 296 Myoviridae
Phormidesmiaceae TPA: DNA-directed
(MAG13-SR08- 1 1 9.83e-17 0.0 78% 61.56 RNA polymerase 1046 Siphoviridae
2019) subunit beta
Cyanobacteriia . .
(MAG26-SR09- 2 1 522¢-100  40e-121 97% 5330 A hypothetical 357 Siphoviridae
2019) protein
2 7.25e-118 0.0 95% 61.83 TPA: chaperonin 542 Herelleviridae
2 7.25e-118 0.0 95% 60.11 TPA: chaperonin 540 Siphoviridae

Legenda: (-) Sequéncia analisada nao apresentou resultado ou apresentou resultado com métricas
estatisticas abaixo dos valores estabelecidos para este trabalho.

3.3.

Diversidade de familias

Nos quatro genomas das cianobactérias, foram identificadas 19 provaveis

regides de profago pelo Phaster, onde destas quatro foram identificadas pelo
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BLASTP como sendo pertencentes a familia Siphoviridae com o score mais alto; trés
foram identificadas como sendo pertencentes a familia Myoviridae com o score mais
alto; uma regido foi identificada como sendo pertencente a familia Podoviridae e
uma regido de profago obteve como primeira identificacdo a familia Inoviridae e
como segunda identificacdo a familia Myoviridae. As 10 regibes de profagos
restantes ndo foram classificadas por conta de valores ruins nas métricas
estatisticas.

Com relacdo as MAGs, no ano de 2017 foram identificadas 6 provaveis
regides de profago pelo Phaster nas MAGs, onde duas foram identificadas pelo
BLASTP como sendo pertencentes a familia Siphoviridae com o score mais alto, 1
foi identificada como sendo pertencente a familia Myoviridae com o score mais alto,
uma regido de profago teve como primeira identificacdo um virus de DNA n&o
classificado e como segunda identificacdo a familia Myoviridae e duas ndo foram
classificadas por conta de valores ruins nas meétricas estatisticas.

No ano de 2018, foram identificadas 11 provaveis regides de profago pelo
Phaster nas MAGs, 2 foram identificadas pelo BLASTP como sendo pertencentes a
familia Siphoviridae com o score mais alto; duas foram identificadas como sendo
pertencentes a familia Myoviridae com o score mais alto; uma regido de profago teve
como primeira identificacdo um virus bacteriano nédo classificado e como segunda
identificacdo a familia Myoviridae e seis ndo foram classificados pois ndo obtiveram
resultados para familias de fagos no BLASTP.

No ano de 2019, foram identificadas 17 provaveis regides de profago pelo
Phaster nas MAGs, destas 4 foram identificadas pelo BLASTP como sendo
pertencentes a familia Myoviridae com o score mais alto, 6 foram identificadas como
sendo pertencentes a familia Siphoviridae com o score mais alto, 1 regido de
profago teve como primeira identificacdo a familia Phycodnaviridae e como segunda
identificacdo a familia Myoviridae, duas regides de profago tiveram como primeira
identificagdo um virus bacteriano e um virus de DNA néo classificado e como
segunda identificagdo a familia Myoviridae, uma regido de profago teve como
primeira identificagdo a familia Herelleviridae e como segunda identificagdo a familia
Siphoviridae e trés ndo foram classificadas por conta de valores ruins nas métricas

estatisticas.
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No total, foram analisadas 23 MAGs no Phaster. Em trés destas MAGs néo
foram encontradas provaveis regibes de profago no Phaster, as MAGs s&o:
Phormidesmiaceae (MAG14-SR04-2018), Cyanobiaceae (MAG48-SR05-2018) e
Phormidesmiaceae (MAG33-SR01-2019). Nas outras 20 MAGs, foram encontradas
34 provaveis regides de profagos. Destas, 10 foram identificadas no BLASTP como
sendo pertencentes a familia Siphoviridae com o score mais alto, sete foram
identificadas como sendo pertencentes a familia Myoviridae, quatro regides de
profago tiveram como primeira identificacdo um virus bacteriano e um virus de DNA
nao classificado e como segunda identificacdo a familia Myoviridae, uma regido de
profago teve como primeira identificacdo a familia Phycodnaviridae e como segunda
identificacdo a familia Myoviridae, 1 regido de profago teve como primeira
identificagdo a familia Herelleviridae e como segunda identificagcdo a familia
Siphoviridae e 11 ndo foram classificadas por conta de valores ruins nas métricas
estatisticas.

No total, contabilizando os genomas das cianobactérias e as MAGs, foram
encontrados pelo Phaster 53 provaveis regibes de profagos. Destas, 14 foram
identificadas no BLASTP como sendo pertencentes a familia Siphoviridae com o
score mais alto, 10 foram identificadas como sendo pertencentes a familia
Myoviridae, uma regido foi identificada como sendo pertencente a familia
Podoviridae, quatro regides de profago tiveram como primeira identificacdo um virus
bacteriano e um virus de DNA néo classificado e como segunda identificacdo a
familia Myoviridae, uma regido de profago teve como primeira identificacdo a familia
Phycodnaviridae e como segunda identificacdo a familia Myoviridae, uma regido de
profago obteve como primeira identificagdo a familia Inoviridae e como segunda
identificacdo a familia Myoviridae, uma regido de profago teve como primeira
identificagdo a familia Herelleviridae e como segunda identificacdo a familia
Siphoviridae e 21 nao foram classificadas por conta de valores ruins nas métricas
estatisticas.

Os resultados obtidos no BLASTP sobre a classificacdo das familias dessas
provaveis regides de profagos indicaram para as trés familias de cianofagos
conhecidas e documentadas: Siphoviridae (cyanosiphovirus), Myoviridae

(cyanomyovirus) e Podoviridae (cyanopodovirus).
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4. Discussao

Considerando o conjunto dos resultados obtidos a partir da analise dos
genomas das cianobactérias isoladas e das MAGs, é possivel sugerir que as
cianobactérias que habitam as lagoas salino-alcalinas do Pantanal podem estar
sendo infectadas por cianofagos e que a afiliagdo taxondmica desses fagos sugere
que eles pertencam as familias Siphoviridae, Myoviridae e Podoviridae.

Um estudo realizado por Peduzzi et. al. (2014), em uma coluna de agua
salino-alcalina localizada no Parque Nacional do Lago Nakuru, no Quénia, rastreou a
infeccdo de cianofagos que provocavam a alta mortalidade da cianobactéria
Arthrospira fusiforme que é o principal alimento da ave Flamingo. Como resultado, o
estudo apresentou o maior numero de fagos em ambiente aquatico natural ja
relatado. O que indica responsabilidade desses cianofagos na alta mortalidade da
Arthrospira fusiforme. Esse trabalho é um exemplo de como os cianofagos podem
ser abundantes em ambientes salino-alcalinos.

Neste trabalho, a familia que ocorreu com mais frequéncia, quando se
considera apenas o0 score mais alto, foi a familia Siphoviridae (14 regides de
profagos), seguida pela familia Myoviridae (10 regibes de profagos) e por fim pela
familia Podoviridae com apenas uma regido de profago. Se considerarmos as
regibes de profago que apresentaram as familias Myoviridae e Siphoviridae como
segundo score mais alto, a familia Myoviridae passa a frente com 16 regides de
profagos e a familia Siphoviridae fica em segundo com 15 regides de profagos.

Segundo Whitton e Potts (2007), os cianofagos mais abundantes e que
tiveram 0s seus genomas isolados mais vezes sdo os da familia Myoviridae. Eles
foram os primeiros a serem descritos como virus que infectam cianobactérias. O
segundo maior grupo de cianofagos € o da familia Podoviridae, os cyanopodovirus.
E por fim, tem-se o grupo de cianofagos da familia Siphoviridae, os cyanosiphovirus,
gue tiveram os seus genomas isolados menos vezes (HUANG, Sijun et al., 2012).
No entanto, apesar de os cianofagos da familia Siphoviridae terem tidos os seus
genomas isolados menos vezes, a familia foi um dos resultados mais comuns neste
trabalho.

E apesar de os cianofagos da familia Podoviridae terem tido os seus
genomas isolados e sequenciados mais vezes, a familia apareceu apenas na

identificacdo de uma regidao de profago. Em um estudo conduzido em piscinas de
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cultura na Franca, Jacquet et. al. (2013) identificou um cyanopodovirus que infecta a
cianobactéria Arthrospira platensis pela primeira vez. Neste estudo foi observado,
que o cyanopodovirus identificado provocava a lise celular apenas desta
cianobactéria em especifico. Assim, como esse estudo a maior parte dos
cyanopodovirus identificados apresentam alta especificidade. Diferentemente, por
exemplo, dos cyanomyovirus que infectam uma quantidade muito mais ampla de
hospedeiros (Jacquet et. al.,, 2013). Neste trabalho, a Unica regido de profago
identificada como sendo pertencente a familia Podoviridae é do genoma da
cianobactéria Limnospira sp. CENA 650.

Todos os resultados descritos neste trabalho apresentaram valores razoaveis
de e-value e alguns resultados apresentaram valores 6timos com e-values bastante
proximos de zero ou até mesmo igual a zero. Tanto nos resultados das sequéncias
gendmicas das proteinas obtidas no Phaster, quanto nos alinhamentos obtidos no
BLASTP. Segundo Stover e Cavalvanti (2017), quanto mais proximo o e-value
estiver do zero, maior a probabilidade da sequéncia que estd sendo analisada
apresentar ancestralidade comum com o resultado obtido no alinhamento do
BLASTP. Os valores de query cover da maioria dos resultados mostrou que a maior
parte da extensdo das sequéncias analisadas se encontrava alinhadas as
sequéncias do banco de dados. A maior parte dos resultados apresentou valor de
query cover superior a 95%.

Das trés métricas analisadas, os valores da porcentagem de identidade foram
0S que apresentaram o0s valores mais inconclusivos. A maioria dos genomas de
cinaobactérias e MAGs analisadas apresentaram valores de porcentagem de
identidade entre 50% e 60%, poucos apresentaram valores de identidade superiores
a 60%. Esses valores baixos de identidade podem indicar limitacdes nos bancos de
dados da plataforma, jA que se trata de um ambiente muito diverso e pouco
explorado. Segundou You Zhou et. al. (2011), assim como muitas plataformas de
anotacdo de sequéncias gendmicas baseadas em bancos de dados, o Phaster
também possui capacidade bastante limitada para descobrir novos fagos. A
identificagcdo de muitas proteinas com funcdo desconhecida pode indicar que se
trata de um fago novo.

No caso das MAGs Phormidesmiaceae (MAG11-SR01-2018),
Phormidesmiaceae (MAG49-SR05-2018), Nodularia (MAG18-SR08-2018),
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Raphidiopsis brookii (MAG45-SR08-2018) e Snowella (MAG56-SR08-2018), que
apos terem sido analisadas pelo Phaster tiveram regides de profagos identificadas,
no entanto, ao serem analisadas no BLASTP esta plataforma n&o encontrou
nenhuma familia de fago (hem mesmo com métricas estatisticas ruins), o problema
também pode estar na limitacdo dos bancos de dados ou no algoritmo que
identificou o fago. Segundo You Zhou et. al. (2011), ao analisar a sequéncia de um
genoma o algoritmo DBSCAN do Phaster atribui uma densidade uniforme aos “hits”
gue apontam para as similaridades com fagos ao longo de toda a sequéncia, o que
pode ser enganoso. Desse modo, o algoritmo pode cometer erros caso a distribuicdo

dos genes seja muito irregular.

5. Concluséo

A plataforma Phaster nos fornece resultados interessantes sobre as
sequéncias genbmicas de profagos que podem estar integradas aos genomas de
cianobactérias e as MAGs. E o BLAST NCBI nao é a plataforma de bioinforméatica
mais utilizada do mundo por acaso. As duas ferramentas sdo muito Uteis para
realizar uma andlise dos genomas de organismos com 0s quais se pretende
trabalhar. Para investigar com mais profundidade a classificacdo desses cianofagos,
seria interessante em posse desses dados realizar a montagem de arvores
filogenéticas. Também seria interessante realizar experimentos laboratoriais para

tentar induzir a cianobactéria hospedeira a liberar cianofagos viaveis.
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