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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo analisar e caracterizar genomas bacterianos
recuperados a partir de metagenomas (MAGs) em sedimentos do Lago Florencia,
localizado na Ilha James Ross, Antartica. A pesquisa buscou compreender a diversidade
microbiana e suas funcbes ecoldogicas em um ambiente extremo, marcado por
temperaturas congelantes, radiacdo ultravioleta intensa e escassez de nutrientes. Foram
recuperados 21 MAGs, classificados principalmente nos filos Actinomycetota,
Pseudomonadota e Acidobacteriota, com destaque para as classes Gammaproteobacteria,
Limocyclinira e Acidimicrobiia. As analises funcionais dos MAGs revelaram a presenca
de genes relacionados a adaptacdo ao frio, metabolismo energético e biossintese de
metabolitos secundarios, indicando estratégias de sobrevivéncia em condi¢cfes extremas.
A presenca de genes envolvidos na producédo de proteinas anticongelantes, crioprotetores
e exopolissacarideos sugere que essas bactérias desenvolveram mecanismos especificos
para lidar com o estresse ambiental. Além disso, a diversidade taxonémica observada
corrobora com estudos anteriores, que identificaram a predominancia de Proteobactérias,
Actinobactérias e Bacteroidetes em ambientes antarticos. O estudo também destacou o
potencial biotecnolégico dos micro-organismos antarticos, especialmente para a
producdo de compostos bioativos e enzimas adaptadas ao frio, com aplicacdes em
diversas areas, como a industria farmacéutica e a biorremediagdo. A técnica de
recuperacdo de MAGs mostrou-se essencial para desvendar a diversidade microbiana em
ambientes extremos, onde a maioria dos micro-organismos ndo pode ser cultivada em
laboratorio. Em concluséo, a pesquisa contribuiu para o entendimento da biodiversidade
microbiana antartica e reforcou a importancia dessas comunidades na manutencdo dos
ecossistemas polares, além de destacar a necessidade de mais estudos para monitorar os
impactos das mudangas climéaticas sobre a microbiota polar e explorar o potencial
biotecnolégico desses micro-organismos.

Palavras-chave: Adaptacdo ao frio, diversidade microbiana, metagendmica shotgun,
metabolismo energético, potencial biotecnoldgico;



ABSTRACT

The present study aimed to analyze and characterize bacterial genomes recovered from
metagenome-assembled genomes (MAGS) in sediments from Lake Florencia, located on
James Ross Island, Antarctica. This research sought to understand microbial diversity and
its ecological functions in an extreme environment characterized by freezing
temperatures, intense ultraviolet radiation, and nutrient scarcity. A total of 21 MAGs were
recovered, primarily classified within the phyla Actinomycetota, Pseudomonadota, and
Acidobacteriota, with notable representation from the classes Gammaproteobacteria,
Limocyclinira, and Acidimicrobiia. Functional analyses of the MAGs revealed the
presence of genes associated with cold adaptation, energy metabolism, and secondary
metabolite biosynthesis, indicating survival strategies in extreme conditions. The
presence of genes involved in producing antifreeze proteins, cryoprotectants, and
exopolysaccharides suggests that these bacteria have developed specific mechanisms to
cope with environmental stress. Furthermore, the observed taxonomic diversity aligns
with previous studies that identified the predominance of Proteobacteria, Actinobacteria,
and Bacteroidetes in Antarctic environments. The study also highlighted the
biotechnological potential of Antarctic microorganisms, particularly for the production of
bioactive compounds and cold-adapted enzymes, with applications in various fields such
as the pharmaceutical industry and bioremediation. The MAG recovery approach proved
to be essential for uncovering microbial diversity in extreme environments, where most
microorganisms cannot be cultivated in the laboratory. In conclusion, this research
contributes to the understanding of Antarctic microbial biodiversity and reinforces the
importance of these communities in maintaining polar ecosystems. Additionally, it
underscores the need for further studies to monitor the impacts of climate change on polar
microbiota and explore the biotechnological potential of these microorganisms.

Keywords: Cold adaptation, microbial diversity, shotgun metagenomics, energy
metabolism, biotechnological potential;
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1 INTRODUCAO

O continente Antartico, com seus lagos isolados e ecossistemas extremos, € um
ambiente que esconde por trds de sua aparente desolacdo, um mundo microscopico
inteiro, marcado por aspectos, vibrantes e resilientes (LI; MORGAN-KISS, 2019). Micro-
organismos adaptados a condigdes extremas como: temperaturas congelantes, radiacéo
ultravioleta intensa e escassez de nutrientes, ndo apenas sobrevivem, mas prosperam,
desempenhando papeis esséncias nos ciclos biogeoquimicos, mantendo assim, o
equilibrio desses ecossistemas (CAVICCHIOLI et al., 2019). Esses micro-organismos
sdo pegas-chave para entender como a vida responde as mudangas climaticas globais,
especialmente em regides polares, onde os efeitos do aquecimento sdo mais evidentes
(ORTIZ et al., 2020). A Antartica, portanto, ndo é apenas um continente gelado, € um
laboratdrio natural que nos oferece insights fascinantes sobre a adaptacéo e a evolucdo da
vida em ambientes hostis (GOORDIAL; WHYTE, 2014).

Os lagos da Antéartica sdo considerados ecossistemas fascinantes, onde a vida
persiste sob condicBes extremas de frio, isolamento e baixa disponibilidade de nutrientes
(CAVICCHIOLI, 2015). Nessas aguas geladas, que passam por periodos de
congelamentos e descongelamentos, as comunidades microbianas desempenham um
papel central, atuando como os principais reguladores dos ciclos biogeoquimicos e
garantindo a funcionalidade do ecossistema (KOO et al., 2018). Dentro do dominio
Bacteria, grupos como as Proteobacteria, Actinobacteria e Cianobactéria sdo
frequentemente dominantes, cada um contribuindo de maneira distinta para a manutencao
do ambiente. AsProteobacteria, por exemplo, sdo conhecidas por sua versatilidade
metabolica, participando ativamente da decomposicdo de matéeria organica e da ciclagem
de nutrientes como nitrogénio e enxofre (KUMAR et al., 2019). J& as Actinobactérias
destacam-se pela produgcdo de compostos bioativos e pela capacidade de degradar
polimeros complexos, como celulose e quitina, liberando compostos essenciais para
outras formas de vida (ZHU et al., 2015). Entre os grupos bacterianos, as Cianobactérias
merecem destaque por sua capacidade de realizar fotossintese em condigdes extremas,

fornecendo carbono organico para o ecossistema e sustentando redes tréficas inteiras
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(VELICHKO etal., 2021). Além disso, algumas linhagens de Cianobactérias sdo capazes
de fixar nitrogénio atmosférico, um processo crucial em ambientes onde esse nutriente é
escasso (JUNGBLUT et al., 2016). Esses micro-organismos ndo apenas sustentam a base
da cadeia alimentar, mas também ajudam a mitigar os efeitos das mudancas climaticas,
atuando como bioindicadores sensiveis as alteracfes ambientais (LAURO et al., 2011).
Essas descobertas ndo apenas ampliam nosso entendimento sobre a vida microbiana em
ambientes extremos, mas também destacam o papel desses organismos ha manutencao da
resiliéncia dos ecossistemas polares frente as mudancgas climaticas globais (PESSI et al.,
2016).

Estudar essas comunidades microbianas dos lagos antarticos vai além do interesse
cientifico, € uma necessidade urgente em compreender como esses ecossistemas
responderdo as pressdes ambientais futuras. A Antartica, como um dos locais mais
sensiveis do planeta, serve como um modelo para entender os impactos das mudancas
climéticas em escala global (CONVEY etal., 2014). Ao desvendar as funces e interacdes
dos principais grupos bacterianos nesses ambientes, podemos ndo apenas prever cenarios
futuros, mas também desenvolver estratégias para a conservacdo desses ecossistemas
Unicos (BOWMAN et al., 2016). Portanto, investigar a diversidade e o funcionamento
dessas comunidades microbianas € essencial para garantir a preservacdo dos lagos
antarticos e, por extensdo, do equilibrio ecologico global (LAYBOURN-PARRY;
PEARCE, 2007).No entanto, um desafio intrigante a ser superado, deve-se ao fato de que,
a maioria desses micro-organismos ainda apresentam resisténcia ao cultivo em
laboratorio. Isso significa que, por décadas, grande parte da diversidade microbiana
antartica permaneceu invisivel aos nossos olhos, limitada pelas técnicas tradicionais de
isolamento e cultivo (RUPARELIA et al., 2022).

O uso do sequenciamento do gene 16S rRNA para estudar comunidades
microbianas na Antartida enfrenta varias limitacbes (PORETSKY et al., 2014). Embora
esse método fornega informacdes valiosas sobre a composicdo da comunidade, ele é
limitado pela disponibilidade de genomas representativos em bancos de dados publicos,
onde micro-organismos antarticos acabam sendo sub-representados (BOWMAN, 2018).
Diferentes regides hipervariaveis do gene 16S rRNA podem produzir resultados variados
em termos de resolucéo taxonémica e padrdes de diversidade (VARLIERO et al., 2023).
No entanto, o conjunto de primers VV4-V5 mostrou-se promissor na captura da diversidade



11

bacteriana e arqueal em ambientes articos (FADEEV et al., 2021). Fatores ambientais,
especialmente a salinidade, influenciam fortemente a estrutura da comunidade
microbiana em lagoas de agua derretida da Antartida, destacando a importancia de
consideraces especificas do habitat (JACKSON; HAWES; JUNGBLUT, 2021). Com o0s
avancos tecnoldgicos que ocorreram nos Ultimos anos, como o sequenciamento de nova
geracdo (NGS), novas abordagens de estudo surgiram e abriram as portas para um
universo antes desconhecido, revelando ndo apenas quem esta la, mas também o que esses
micro-organismos sdo capazes de fazer, além de identificar suas principais estratégias
metabdlicas, suas interacbes ecoldgicas e seu papel na manutencao do ecossistema como
um todo (KHAN et al., 2023).

Dentro desse universo metagendmico, diversos avancos na ciéncia foram
necessarios para mudar esse cenario, onde uma técnica em particular tem se destacado
positivamente em superar esse déficit, a recuperacdo de genomas montados a partir de
metagenomas, ou MAGs (do inglés Metagenome-Assembled Genomes) (ZHOU; LIU;
YANG, 2022). Essa técnica possibilita reconstruir os genomas de forma completa ou
quase completa desses micro-organismos sem nunca o ter cultivado (MEZITI et al.,
2021). Eles permitem desvendar as funcdes bioldgicas e os papéis ecoldgicos de micro-
organismos que, de outra forma, permaneceriam no anonimato (BICKHART et al., 2022).
Em ambientes extremos como a Antértica, onde a diversidade microbiana ¢
frequentemente subestimada, os MAGs tém sido uma ferramenta indispensavel,
revelando segredos que antes estavam além do nosso alcance (LAPIDUS;
KOROBEYNIKOV, 2021). Ao estudar esses genomas, ndo apenas ampliamos nosso
conhecimento sobre a vida em condicBes extremas, mas também ganhamos insights
valiosos sobre processos biogeoquimicos criticos e potenciais aplicagdes biotecnologicas
que podem beneficiar a sociedade em varias areas (SETUBAL, 2021).

Estudos recentes recuperaram MAGs de diversos ecossistemas, incluindo tapetes
microbianos bentdnicos em lagos cobertos de gelo (POWELL et al., 2024), aguas
marinhas (ROYO-LLONCH et al., 2021), regides costeiras (DUTTA et al., 2023) e solos
influenciados por col6nias de animais marinhos (RAMIREZ-FERNANDEZ et al., 2021),
revelando uma ampla diversidade microbiana, com MAGS representando espécies ainda
ndo descritas para ambientes polares. Diante desse cenario, o estudo de micro-organismos

como as bactérias em ecossistemas extremos, particularmente no continente gelado, é
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crucial para entender as adaptacbes microbianas e descobrir novos compostos
antimicrobianos. Bactérias antérticas, incluindo filos como Proteobacteria,
Actinobacteria e Bacteroidetes, mostraram potencial para a producdo de novos
antibidticos contra patdgenos humanos e micro-organismos industriais (NUNEZ-
MONTERO; BARRIENTOS, 2018). Além disso, por serem extremamente adaptadas ao
frio possuem vantagens funcionais, tornando-as valiosas para diversas aplicacGes
biotecnologicas (TAMANG et al., 2024). As técnicas de sequenciamento de ultima
geracdo aceleraram a identificacdo de espécies microbianas anteriormente desconhecidas
em ambientes antarticos (DOYTCHINOV; DIMOV, 2022). Portanto, essa pesquisa nao
apenas aprimora nossa compreensdo dos mecanismos de sobrevivéncia microbiana, mas
também contribui para a descoberta de novos metabdlitos e o monitoramento dos

impactos das mudancas climaticas em ambientes intocados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Analisar e caracterizar 0s genomas bacterianos recuperados a partir de
metagenomas (MAGs) em amostras de sedimentos do Lago Florencia, localizado em
Clearwater Mesa, llha James Ross, na Antértica, a fim de compreender a diversidade

microbiana e suas potenciais fungdes ecoldgicas nesse ambiente extremo.

2.2 Objetivos especificos

e Reconstruir e identificar genomas bacterianos (MAGs) a partir dos dados
metagendmicos utilizando ferramentas bioinformaticas apropriadas.

e Analisar a diversidade taxonémica dos genomas bacterianos recuperados,
determinando suas caracteristicas gerais.

e Investigar o potencial funcional e metabdlico das comunidades bacterianas
reconstruidas, inferindo possiveis estratégias adaptativas ao ambiente antartico.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Locais de estudo e amostragem de sedimentos

O lago Florencia esta situado na llha James Ross, na Antartica, apresentando
caracteristicas geologicas Unicas que exercem influéncia sobre as comunidades
microbianas presentes (GONCALVES et al., 2023). Trata-se de um lago profundo,
localizado em uma depressdao formada por geleiras na regido do Foreland, diretamente
conectado a geleira Blancmange (Figura 1). A Clearwater Mesa, originada a partir de um
vulcdo tuya do periodo Pleistoceno, é constituida por camadas de lava basaltica dispostas
de forma sub-horizontal e ocupa uma area de cerca de 8 kmz, atingindo uma altitude de
250 metros. Essa regido é delimitada pela Baia Croft a oeste, pela Calota de Gelo
Haddington a leste, pela geleira Blancmange ao nordeste e por uma geleira sem nome ao
sul, abrigando mais de 70 lagos e lagoas que sdo alimentados pelo derretimento do gelo,
alguns dos quais estdo interligados (CORIA et al., 2024). Essas particularidades fazem
do lago Florencia um ambiente excepcional em termos de profundidade e condicGes
hidrogréficas, impactando diretamente a ecologia dos micro-organismos presentes.
Adicionalmente, a Clearwater Mesa, localizada na Peninsula Antartica, sofre os efeitos
das alteracGes climaticas regionais, servindo como um laboratorio natural para o estudo

dos impactos dessas mudancas ao longo do tempo (GONCALVES et al., 2022).
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Antarctica D

James Ross Island

0 1.000 km

| Florencia Lake_|

0 1.500 m

Figura 1. Lago na Peninsula Antartica, llha James Ross. (a) Antartica com o retangulo em vermelho
indicando a ilha James Ross. (b) Ilha James Ross, com o retangulo em vermelho indicando a regido de
Clearwater Mesa. (c) Clewater Mesa, com um retangulo em vermelho mostrando o Lago Florencia. (d)
Lago Florencia (64°0127.8" S; 57°40’ 00,6" W). As imagens foram obtidas através do Quantarctica e 0s

mapas produzidos no software QGis 3.16. Foto: Matej Roman.

Os sedimentos do lago foram coletados durante o periodo correspondente ao verdo
austral, compreendido entre outubro de 2020 e marco de 2021, em triplicata, utilizando-
se tubos de PVC previamente desinfetados (60 mm de diametro x 50 mm de
comprimento), conforme o protocolo estabelecido por Ogaki et al., (2020), com o intuito
de minimizar potenciais contaminac@es. A coleta foi realizada em trés pontos distintos,
distanciados aproximadamente 50 metros entre si, nas regides costeiras do lago, em
profundidades variando entre 20 e 50 cm. Apos a coleta, cada amostra de sedimento, com
massa aproximada de 500 g, foi subamostrada e acondicionada em sacos estéreis Whirl-
pack (Nasco, Ft. Atkinson, WI, EUA), sendo subsequentemente armazenadas a -20 °C

para preservacdo até o processamento laboratorial. As anélises foram conduzidas no
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Laboratorio da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Brasil. Para o
processamento, as amostras foram descongeladas gradualmente a 4 °C por um periodo de
24 horas, visando preservar a integridade do material bioldgico. A extracdo de DNA foi
realizada sob condicdes controladas, utilizando fluxo laminar para garantir a esterilidade
do ambiente e evitar contaminagOes externas. Todos os procedimentos foram executados
seguindo rigorosos protocolos de biosseguranca, assegurando a obtencéo de DNA de alta

pureza e qualidade para andlises subsequentes.
3.2 Extracéo de DNA, construcéo de biblioteca e sequenciamento

A extragcdo do DNA total das amostras foi realizada empregando o QIAGEN
PowerLyze PowerSoil Kit (QIAGEN, Carlsbad, EUA), seguindo rigorosamente as
especificacbes do fabricante. A avaliacdo da qualidade do DNA foi conduzida por meio
de eletroforese em gel de agarose a 1%, utilizando tampéo Tris-borato-EDTA (TBE 1x),
e a quantificacdo foi realizada atraves do ensaio Quanti-i7™ PicoGreen dsDNA
(Invitrogen), que permite a detecgdo sensivel de DNA de fita dupla. Para a construcéo das
bibliotecas de DNA, foi utilizado o TruSeq Nano DNA Kit da Illumina, seguindo o
protocolo estabelecido para sequenciamento metagendmico (parte #15041110 Rev. D).
O sequenciamento paired-end (2 x 151 pares de bases) foi executado em um sistema

HiSeq (Illumina), operado pela Macrogen Inc. (Coreia do Sul)
3.3 Analise bioinforméatica, anotacéo taxondmica e funcional dos MAGs

Para recuperacdo do genomas a partir dos metagenomas (MAGS) foi utilizado o
workflow automatizado Metaphor v1.7.14 (SALAZAR et al., 2023). O controle de
qualidade das leituras foi  realizado utilizando o FastQC v0.12.1

(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) e a ferramenta fastp

(https://github.com/OpenGene/fastp) para filtragem. A montagem dos genomas foi

conduzida com Megahit v1.2.9, e a qualidade da montagem foi avaliada através do

MetaQUAST v3.2 (https://quast.sourceforge.net/metaquast). As leituras originais foram

entdo mapeadas contra os contigs montados utilizando Minimap2 v2.28 (LI, 2018), os
arquivos resultantes foram processados com Samtools v1.21 (DANECEK et al., 2021).
Para o binning, os contigs foram agrupados utilizando as ferramentas Vamb v4.1.3
(NISSEN et al., 2021), MetaBAT v2.12.1 (KANG et al., 2014) e CONCOCT
(ALNEBERG et al., 2013), o refinamento foi realizado com DAS Tool v1.1.7 (SIEBER


https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://github.com/OpenGene/fastp
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et al., 2018) para melhorar a precisdo dos bins. Apds a recuperagédo, 0os genomas foram
selecionados com base em métricas de qualidade: completude > 70% e contaminagdo
<20% utilizando o CheckM v1.0.18 na plataforma KBase (ARKIN et al., 2018), outras
métricas de qualidade dos MAGs como N50, contigs, RNA, tRNA e tmRNA foram
avaliadas utilizando a ferramenta Quast v5.3.0 (GUREVICH et al., 2013) dentro do
servidor online Galaxy v24.1.4.dev0 (https://usegalaxy.org/). A atribuicdo taxonémica
dos MAGs foi feita usando GTDB-Tk v2.4.0 (CHAUMEIL et al., 2020) no servidor
online Galaxy v24.1.4.devO0 (https://usegalaxy.org/).

A anotacdo funcional dos MAGs foi realizada utilizando a ferramenta Prokka
v1.14.5 na plataforma KBase. As categorias funcionais foram determinadas usando o
eggNOG-mapper v.2 (CANTALAPIEDRA et al., 2021), com base na anotacdo COG
(Cluster of Orthologous Genes), utilizando o banco de dados eggNOG v5.0 (HUERTA-
CEPAS et al., 2019), ja 0 banco de dados KEGG foi utilizado para identificar as principais
vias metabdlicas, enzimas e genes de interesse presentes nos MAGs utilizando a
ferramenta KEGG mapper reconstruct v5.2 (KANEHISA; SATO, 2020).


https://usegalaxy.org/
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4 RESULTADOS
4.1 Caracteristicas gerais dos genomas bacterianos recuperados

Duas réplicas pertencentes as amostras de sedimentos do Lago Florencia ndo
obtiveram quantidade de DNA suficiente para o sequenciamento, portanto, esse trabalho
possui apenas uma replica com um total de 42,488,062 reads brutas, que foram
processadas para recuperacdo dos genomas. Apos a recuperacao, um total de 39 MAGs
foram obtidas, todas atribuidas ao dominio Bacteria, sendo posteriormente selecionadas
com base em metricas de qualidade como >70% de completude e <20% de contaminacao,
resultando em um total de 21 MAGs que atendiam 0s requisitos. Todas as caracteristicas
gerais dos MAGs recuperados como, tamanho, completude, contaminacdo, G+C, N50,

contigs e CDS podem ser encontradas na tabela suplementar 1.
4.2 Classificacdo taxonémica dos MAGs

Os MAGs foram classificados taxonomicamente em diferentes niveis
hierarquicos como filo, classe, ordem, género e espécie. A distribuicdo da frequéncia dos
diferentes grupos taxonémicos € apresentada nos graficos da Figura 2.

A nivel de filo, os grupos mais frequentes incluem Actinomycetota (23,80%)
Pseudomonadota (19,05%) e Acidobacteriota (19,05%) enquanto outros filos, como
Bacteroidota (9,52%), Chloroflexota (9,52%), Eisenbacteria (9,52%), Gemmatimonadota
(4,76%) e Planctomycetota (4,76%) aparecem em menor frequéncia.

Com relacéo as classes, Gammaproteobacteria (19,05%) é a mais predominante,
seguida por Limocyclinira (9,52%) e Acidimicrobiia (9,52%), com algumas outras
classes que aparecem em menor frequéncia como, Actinomycetes (1),
Thermoanaerobaculia (1), Gemmatimonadetes (1), Phycisphaerae (1), Vicinamibacteria

(1), Blastocatellia (1), Bacteroidia (1) (33.33%) e outras com identificacOes
desconhecidas (28,57%).
A nivel de ordem, Burkholderiales (9,52%) se destaca como a mais frequente,

seguida por Acidimicrobiales (9,52%), outras pouco frequentes como, Limnocylindrales
(1), Gemmatimonadales (1), Pseudomonadales (1), Pyrinomonadales (1),
Chitinophagales (1), Xanthomonadales (1) (28,57%) enquanto uma grande parcela
permanece sem identificacdo (52,38%).

Com relagcdo ao nivel de género, a maioria dos MAGS permanece sem
identificacéo, sendo que, apenas um MAG foi classificado como pertencente ao género

Pseudomonas.
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4.3 Caracterizacao Funcional dos MAGs

As categorias mais abundantes entre os MAGs incluem traducdo, estrutura
ribossomal e biogénese (J), transporte e metabolismo de aminoacidos (E), producao e
conversdo de energia (C) e modificacdo pods-traducional, turnover de proteinas e
chaperonas (O).

Os MAGs que apresentaram o maior nimero de genes funcionalmente anotados
foram BAC13_F (Pseudomonas), BAC14 F (llumatobacteraceae), BAC16_F
(Vicinamibacteria) e BAC17_F (Pyrinomonadaceae), demonstraram abundancia de genes
envolvidos em categorias como, metabolismo energético, biossintese de metabdlitos
secundarios e reparo do DNA. Em contrapartida, os MAGs BACO0l F
(Xanthomonadales), BACO07_F (Limnocylindria) e BAC20_F (Bacteroidota)

apresentaram menor frequéncia de genes funcionais.

|| B A — RNA processing and modification 5
B — Chromatin structure and dynamics

D — Cell cycle control, cell division, chromosome partitioning 0
M — Cell wall/membrane/envelope biogenesis

O — Posttranslational modification, protein turnover, chaperones -2
E — Amino acid transport and metabolism

I — Lipid transport and metabolism

] — Translation, ribosomal structure and biogenesis

C — Energy production and conversion, )

Q — Secondary metabolites biosynthesis, transport and catabolism
H — Coenzyme transport and metabolism

S — Function unknown

F — Nucleotide transport and metabolism

L — Replication, recombination and repair

T — Signal transduction mechanisms

G — Carbohydrate transport and metabolism

V — Defense mechanisms

P — Inorganic ion transport and metabolism

N — Cell motility

U — Intracellular trafficking, secretion, and vesicular transport

# —Not in COG

K — Transcription
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BAC13 - Pseudomonadota BACO02 - Pseudomonadota

BACO05 + BACOS - Actinomycetota BACO06 - Actinomycetota

BACO07 + BACO09 - Chloroflexota BAC04 + BAC14 - Actinomycetota + Pseudomonadota
BACIS - Actinomycetota BACI16 - Acidobacteriota

BACI10 + BAC19 - Acidobacteriota BACO1 - Pseudomonadota

BACI11 + BAC21 - Gemmatimonadota + Bacterioidota BACO03 + BAC17 - Actinomycetota + Acidobacteriota

BAC18 + BAC20 - Eisenbacteria + Bacterioidota

Figura 3. Mapa de calor representando o perfil funcional dos MAGs recuperadas, com anotagées
baseadas no banco de dados COG. As categorias funcionais foram atribuidas pelo nimero de genes
anotados. O dendrograma sugere padr8es de agrupamento entre os MAGSs com base nas suas
caracteristicas funcionais.
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5 DISCUSSAO
5.1 Composigéo taxondmica dos MAGs e comparagao com outros estudos

Os 21 genomas bacterianos recuperados nesse estudo foram classificados nos filos
Actinomycetota, Pseudomonadota e Acidobacteriota, com destaque para as classes
Gammaproteobacteria, Limocyclinira e Acidimicrobiia. Esse perfil taxondmico
observado € por estudos anteriores, como o de Rizzo et al., (2020), onde foi identificado
um perfil similar em comunidades microbianas antarticas, com abundancia de
Proteobacteria, Bacteroidetes e Actinobacteria. Além disso, Millan-Aguifiaga et al.,
(2019) destacaram a abundancia de Actinobacteria em sedimentos antarticos,
principalmente da ordem Actinomycetales, reconhecidas por suas propriedades
antitumorais promissoras, sendo fontes valiosas de estudos relacionados a compostos
bioativos que apresentem potenciais aplicagcdes farmacéuticas (SILVA et al., 2020).

A ocorréncia de Bacteroidota nos sedimentos do Lago Florencia, também foi
observada corroborando com estudos que identificaram esse filo com grande importancia
para o ecossistema, dominando as comunidades bacterianas em salmouras de lagos
cobertos de gelo (LO GIUDICE et al., 2021). Nos sedimentos lacustres de dgua doce da
Peninsula de Fildes, Bacteroidota também estava entre os filos mais abundantes e
demonstrou potencial de oxidacdo de metano em temperaturas mais altas, sugerindo um
possivel candidato ao papel de mitigador em futuras emissdes de metano (ROLDAN et
al., 2022).

Esses lagos antarticos também abrigam uma grande variedade de comunidades
microbianas, com espécies do género Pseudomonas desempenhando um papel
significativo, além de serem abundantes em lagos de agua doce do norte da Terra de
Victoria (MICHAUD et al., 2012). Espécies psicrofilas de Pseudomonas detectadas em
lagos na Peninsula de Stornes, Larsemann Hills, sugerem que esses ambientes fornecem
condic¢des adequadas para seu crescimento e sobrevivéncia (CHAUHAN et al., 2015). A
presenca de Pseudomonas nesses lagos é atribuida a sua capacidade de se adaptar a
condigdes extremas, incluindo baixas temperaturas e disponibilidade de nutrientes
(BHARTI; NIYOGI, 2015).

Pesquisas na llha King George revelaram espécies potencialmente novas de
Pseudomonas, formando um novo subgrupo dentro do complexo Pseudomonas
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fluorescens ao lado de outras espécies antarticas (VASQUEZ-PONCE et al., 2018). As
cepas de Pseudomonas sdo prevalentes em lagos antarticos, particularmente em
condigdes com limitagdo de nutrientes, tendo sua composi¢do comunitaria influenciada
por gradientes ambientais, como disponibilidade de nutrientes e salinidade (PICAZO et
al., 2019). Orellana-Saez et al., (2019) apresentam a versatilidade metabolica excepcional
de uma cepa psicotolerante antartica Pseudomonas sp. MPC6, que exibe a capacidade de
degradar compostos aromaticos e utilizar agucares C5 e C6, além disso, possui multiplas
PHA sintases, permitindo a producdo de diversos biopolimeros, possui alta tolerancia a
metais pesados e baixas temperaturas, tornando as cepas de Pseudomonas antarticas
candidatas promissoras para usos na biorremediacdo e producdo de biopolimeros em
condicbes extremas. Além disso, Pseudomonas antarticas possuem plasmideos Unicos
que facilitam a transferéncia horizontal de genes dentro de suas populagdes
(ROMANIUK et al., 2019).

Além disso, ha evidencias de que existem diversos processos que vao influenciar
nos padrdes de distribuigdo microbiana nesses ambientes extremos (CAl et al., 2024).
Como por exemplo, estudos atuais que reforcam a importancia do filo Actinomycetota,
particularmente de ambientes antarticos, como fontes valiosas de novos clusters de genes
biossintéticos (BGCs) com potenciais aplicacfes biotecnoldgicas (BRUNA et al., 2024).
As classes Burkholderiales e Actinomycetales sdo grupos bacterianos dominantes
compartilhados entre os diferentes lagos tibetanos, antarticos e articos (LIU et al., 2021).

5.2 Formacao e estruturacdo das comunidades microbianas ao longo de gradientes
ambientais nos lagos Antarticos

A andlise dos MAGs recuperadas no Lago Florencia também permitiu inferir
sobre as estratégias adaptativas das comunidades microbianas em resposta as condi¢Ges
extremas do ambiente antartico. Como por exemplo, a presenca de genes nos MAGs
relacionados ao metabolismo energético, biossintese de metabolitos secundarios e reparo
de DNA sugere que essas bactérias desenvolveram mecanismos especificos para
sobreviver em temperaturas congelantes, radiagdo UV intensa e escassez de nutrientes
como proteinas induzidas pelo frio, crioprotetores e producdo de exopolissacarideos
(KOO et al., 2018). No Vale Seco de McMurdo, os lagos sdéo moldados por colunas de
agua estratificadas com comunidades microbianas distintas em camadas Oxicas e anoxicas
(LI; MORGAN-KISS, 2019). As comunidades de aguas superficiais sdo particularmente
sensiveis a distdrbios como aumento do nivel do lago ou a perda de cobertura de gelo,
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apresentando mudancas na composi¢do e aumento do carbono organico dissolvido
(SHERWELL et al., 2022).

Estudos metagendmicos reforcam o papel de diversos tdxons e vias metabolicas
nesses ambientes utilizando diferentes camadas dos lagos (GRECO et al., 2024).
Salmouras hipersalinas em lagos congelados por exemplo, apresentam abundancia
procaridtica, além de uma importante viabilidade em respostas metabdlicas (AZZARO et
al., 2021). Além disso, Panwar et al., (2020) ilustram em seu estudo que, o ciclo da luz
polar pode afetar significativamente a estrutura da comunidade microbiana, em particular
os fototréficos como bactérias sulfurosas verdes e cianobactérias, cuja abundancia tende

a apresentar variacdes significativas entre o verao e o inverno.

5.3 Funcdes Metabolicas e Estratégias de sobrevivéncia

As analises funcionais dos MAGs revelaram a abundancia de genes envolvidos
em categorias como traducdo, transporte de aminoacidos, producdo de energia e
modificacdo pos-traducional de proteinas. Essas fun¢des estéo diretamente relacionadas
as estratégias de sobrevivéncia em ambientes extremos, como a producdo de proteinas
anticongelantes, crioprotetores e exopolissacarideos (KOO et al., 2018). Viver nesse
extremo, fez com que esses micro-organismos antarticos desenvolvessem rapidas
adaptacOes extremas Unicas, como por exemplo, as espécies de Pseudoalteromonas, que
séo utilizadas como organismos modelo para estudar os mecanismos de adaptacéo ao frio
(PARRILLI et al., 2021). Além disso, bactérias antarticas, incluindo os filos
Proteobacteria, Actinobacteria e Firmicutes, sdo fontes de grande potencial para o
isolamento de novos compostos antimicrobianos, visto que ha uma crescente preocupacao
com a resisténcia a antibi6ticos (NUNEZ-MONTERO; BARRIENTOS, 2018).

Psychrobacter sp. possuem adaptacdes ao frio por meio da regulagao positiva de
genes envolvidos na traducdo, dobramento de proteinas e fluidez da membrana em
temperaturas abaixo de zero (KOH et al., 2017). Chryseobacterium frigidisoli PB4T,
isolado de solos de campo frontal de geleiras antarticas, apresenta reestruturacao
complexa de acidos graxos da membrana celular em resposta a mudancas de temperatura
e pH (BAJERSKI; WAGNER; MANGELSDORF, 2017). Planococcus sp. ANT_H30 e
Rhodococcus sp. ANT_H53B podem produzir metabolitos biotecnologicamente valiosos,
como surfactantes, siderdéforos e carotenoides (STYCZYNSKI et al., 2020). A levedura

psicrofila Glaciozyma antarctica PI12 emprega varias estratégias moleculares e



23

fisioldgicas para adaptacdo ao frio, incluindo a producéo de proteinas anticongelantes e
modificagOes na fluidez da membrana (YUSOF; HASHIM; BHARUDIN, 2021).

Pseudomonas antarctica isoladas de ambientes extremos exibem estratégias
adaptativas notdveis para lidar com condi¢fes adversas, demonstrando tolerdncia a
temperaturas congelantes, radiacdo UV e outros estressores (MUKHIA et al., 2022).
Pseudomonas extremaustralis possui genes associados a resisténcia ao frio e a radiacéo,
bem como a regulacéo positiva de genes de oxidacdo do etanol em baixas temperaturas
(TRIBELLI et al., 2015). Além disso, um estudo evidenciou que isolados de
Pseudomonas podem produzir enzimas ativas a frio e polihidroxialcanoatos (PHAS) em
temperaturas baixas e moderadas, mostrando seu potencial biotecnolégico (PACHECO
etal., 2019).

A notéavel adaptabilidade de Pseudomonas as condi¢des extremas da Antartica, se
deve ao fato de conseguirem modificar a fluidez da membrana aumentando os acidos
graxos insaturados, utilizar enzimas e moléculas adaptadas ao frio, além de mecanismos
eficientes de reparo de DNA (PAVANKUMAR; MITTAL; HALLSWORTH, 2021).
Além disso, o extenso genoma de Pseudomonas contribui significativamente para sua
ampla capacidade adaptativa (JURADO-MARTIN; SAINZ-MEJIAS; MCCLEAN,
2021). As espécies pertencentes ao grupo das Pseudomonas, desempenham papéis
cruciais nos processos ecoldgicos e tém diversas aplicacBes biotecnoldgicas, incluindo
promocgdo do crescimento das plantas, biocontrole, biodegradacdo e biorremediagédo
(CHAUHAN et al., 2023).

Esses psicréfilos possuem enzimas tolerantes ao frio, mantém a fluidez da
membrana e expressam genes especificos para sobrevivéncia em baixas temperaturas
(LAURITANO et al., 2020; SATHYANARAYANA REDDY; CHATTOPADHYAY;
SHIVAJI, 2016). Eles possuem capacidade de empregar antioxidantes e proteinas
universais do estresse afim de combater o estresse oxidativo associado ao frio, com
adaptagdes no metabolismo energético, como a indugéo de enzimas do ciclo do glioxilato
em baixas temperaturas (ALIYU; DE MAAYER; COWAN, 2016). Estudos identificaram
diversas enzimas de reparo de DNA em metagenomas do Vale Seco da Antartica,
incluindo nucleases Unicas e ligases de DNA dependentes de ATP (RZOSKA-SMITH et
al., 2023).
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A Dbactéria marinha Rhodococcus sp. NJ-530 exibe uma fotoliase de DNA
induzivel por UV que repara efetivamente os danos ao DNA induzidos por UV (HE et
al., 2021). Da mesma forma, a microalga antartica Chlamydomonas sp. ICE-L possui um
gene (6-4) fotoliase que é regulado positivamente em resposta a exposicao aos raios UV
e demonstra atividade de reparo do DNA (AN et al., 2018). De acordo com Fuentes-Ledn
et al., (2020) a luz solar do final da primavera na Antartica pode causar danos
significativos ao DNA, incluindo dimeros de ciclobutano pirimidina, bases oxidadas e
quebras de fita simples, destacando a importancia de mecanismos eficientes de reparo do
DNA.

As comunidades microbianas nos sedimentos antarticos sdo moldadas pela
temperatura e radiagéo solar, com funcdes relacionadas ao estresse e genes para resposta
ao estresse oxidativo sendo diferencialmente enriquecidos ao longo do tempo
(CENTURION et al., 2021). Genes de estresse em resposta ao frio, incluindo aqueles para
crioprotetores e biossintese de exopolissacarideos, sdo comuns em diferentes
ecossistemas antarticos (KOO et al., 2018). As fotoliases, enzimas responsaveis por
repararem danos ao DNA causados por UV, tém sido estudadas em organismos antarticos
para possiveis aplicacdes na protecdo da pele (RAMIREZ-FERNANDEZ et al., 2021).
Além disso, estudos Omicos revelaram adaptacGes genéticas nessas comunidades
microbianas como, mudangas metabolicas relacionadas ao metabolismo lipidico e
sistemas de defesa, incluindo a regulacdo positiva de proteinas de ligacdo ao gelo,
chaperonas e enzimas antioxidantes (LAURITANO et al., 2020).

Mikucki et al., (2016) identificaram que o lago Whillans subglacial hospeda
ecossistemas microbianos ativos utilizando N, S, Fe e CH4 reduzidos como fontes de
energia. Ja no Lago Untersee, foi observado uma dindmica diferente, onde cianobactérias
dominam as laminas superficiais, enquanto as camadas mais profundas mostram maiores
abundancias de outros filos bacterianos, com outras fun¢des metabdlicas previstas (KOO
et al., 2017). No lago Bonney, os protistas apresetaram versatilidade metabodlica, com
grupos bacterianos associados a microalgas fotossintéticas e nanoflagelados
heterotréficos indicando relagdes de parasitismo (LI; PODAR; MORGAN-KISS, 2016).
No lago Untersee, as cianobactérias participam da formacdo das morfologias pertencentes
as esteiras microbianas, enquanto o grupo das Nitrospiraceae oxidantes de amonia sdo

observadas como abundantes, eliminacdo de nutrientes e a reciclagem de moléculas
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bioldgicas, sdo estratégias importantes nesses ambientes oligotroficos (GRECO et al.,
2024).

De acordo com Vick-Majors et al., (2014) durante a transi¢do para a noite polar
ocorrem mudancgas na composi¢do microbiana dos lagos cobertos de gelo favorecendo
micro-organismos quimiolitotrofos e mixotroficos, além de uma complexa rede de
interacbes entre bactérias, arqueas e eucariotos, com estruturas de comunidade
influenciadas por pardmetros biogeoquimicos e disponibilidade de luz. Avancgos recentes
em abordagens dmicas e aprendizado de maquina tém aprimorando cada vez mais nossa
compreensdo desses micro-organismos e seu potencial para futuras aplicacdes
biotecnologicas (RAMASAMY et al., 2023).
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6 CONCLUSAO

Nosso estudo dos genomas bacterianos recuperados a partir de metagenomas em
sedimentos do Lago Florencia, Antartica, € marco importante para a comunidade
cientifica, ao contribuir com 21 novos genomas de bactérias para o continente antértico,
bem como, o enriquecimento de banco de dados publicos. Revelando uma diversidade
microbiana significativa, composta principalmente pelos filos Actinomycetota,
Pseudomonadota e Acidobacteriota. As andlises funcionais realizadas aqui demonstraram
a presenca de mecanismos essenciais para a adaptacdo ao frio, metabolismo energético e
producdo de metabolitos secundarios, reforcando a relevancia dessas comunidades
microbianas para a manutencdo do ecossistema antartico.

Além disso, aplicamos técnicas de metagenémica na ampliacdo do conhecimento
sobre 0s micro-organismos que habitam ambientes extremos, permitindo ndo apenas sua
classificacdo taxondémica, mas também a inferéncia de suas provaveis funcdes ecologicas,
evidenciando o potencial biotecnoldgico desses micro-organismos, especialmente no
desenvolvimento de enzimas e compostos bioativos com aplicagbes industriais e
ambientais. Dessa forma, este estudo contribui para o entendimento da biodiversidade
microbiana antéartica e reforca a necessidade de mais pesquisas voltadas para a
preservacdo desses ecossistemas unicos, considerando 0s possiveis impactos das

mudancas climéticas sobre a microbiota polar.
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Figura suplementar 1. MAGs recuperadas nesse estudo que atenderam os requisitos minimos de
qualidade todos pertentes ao dominio Bacteria. >70% de completude e <20% de contaminacéo.
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Tabela suplementar 1. Caracteristicas gerais dos genomas bacterianos recuperados a partir de metagenomas (MAGS). Identificacdo dos MAGs (ID MAG), classificagdo
taxondmica atribuida pelo metaphor (Metaphor classification), classificacdo taxondmica obtida através do GTDB-Tk (GTDB classification), identificacdo dos genomas no SRA
e no GenBank no NCBI (SRA identifier e GenBank identifier), nimero de contigs no genoma (Contigs), completude dos genomas (Completeness), contaminagdo dos genomas
(Contamination), tamanho do genoma (Total length), contelido GC (GC%), comprimento minimo do maior contig necessario para cobrir pelo menos 50% do genoma total
(N50), sequéncia codificante de proteinas (CDS), RNA ribossomal (rRNA), RNA transportador (tRNA) e RNA transportador de mensagem (tmRNA).

Metaphor GTDB SRA GenBank  contigs ~ Completeness Contamination total
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