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RESUMO

Bactérias acido laticas (BAL) constituem um grupo de microrganismos amplamente distribuidos
em alimentos e na microbiota de humanos e animais. Ao longo das décadas, essas bactérias
desempenharam um papel fundamental na industria de alimentos, servindo como culturas
fermentadoras essenciais. Mais recentemente, elas emergiram como agentes probidticos,
oferecendo beneficios a saude humana. O género Weissella, pertencente as BAL, ainda ndo
possui membros caracterizados como probidticos. No entanto, destaca-se como uma drea de
pesquisa intrigante, uma vez que algumas de suas linhagens tém demonstrado potencial para
serem caracterizados como probidticos. E dentre esses candidatos, a caracterizacdo de seus
profagos, que desempenham um papel vital na transferéncia de genes e na modulacdo das
comunidades microbianas, permanece notavelmente subexplorada. Neste estudo, adotamos
uma abordagem abrangente que incluiu 313 genomas disponiveis no banco de dados do National
Center for Biotechnology Information (NCBI) e o sequenciamento, anotacao e analise funcional
dos genomas de trés novas linhagens de Weissella: W. cibaria 1BM, W. confusa GIR46L4 e W.
paramesenteroides V3B-11. Nossos resultados revelaram uma caracteristica intrigante das
Weissella: a presenca de sistemas de restricdo e modificacdo de sequéncias, como
RM/DRUANTIA/DISARM, que desempenham um papel vital na defesa contra fagos. Esses
sistemas promovem a coevolu¢do entre as bactérias e os fagos, facilitando a incorporacao de
profagos e genes virais em seus genomas e a modificacdo dos profagos ja existentes. Esta
dinamica é crucial para a sobrevivéncia dessas bactérias em ambientes desafiadores e para sua
capacidade de competir eficazmente com outras espécies bacterianas. Outro aspecto relevante
abordado foi a andlise do sistema CRISPR-Cas. Detectamos variagdes em sua ocorréncia e eficacia
entre as diferentes espécies de Weissella. O género, em geral, apresenta sistemas CRISPR-Cas
menos desenvolvidos, com a exceg¢ao notavel da espécie W. soli, que apresentou dois subtipos
distintos desse sistema. No entanto, a presenca de espagadores em nimero limitado em algumas
espécies sugere uma possivel limitacdo na capacidade de combate a fagos. Além disso,
identificamos a preservagdao de profagos especificos em diferentes espécies de Weissella,
destacando a riqueza e complexidade da diversidade genética presente nesses microrganismos.
Quando se trata de resisténcia a antibidticos, nossa investigacdo ndo encontrou genes com alta
identidade que representassem um risco significativo de transferéncia genética horizontal. A
maioria dos genes de viruléncia compartilhava semelhancas com genes virais estruturais, sem
alta identidade. Também identificamos proteinas virais com potencial em aplicacdes biomédicas,
ampliando as possiveis utilizacdes desses microrganismos. Em resumo, este estudo proporciona
uma compreensdo mais profunda dos profagos em bactérias do género Weissella, destacando
seu papel na evolucdo bacteriana e apontando para uma relativa seguranca em relagdo a
disseminacdo de genes de importancia clinica. Este estudo aborda uma lacuna na pesquisa
relacionada ao género Weissella, seus profagos e suas implicacdes bioldgicas. Diante da
crescente relevancia das bactérias acido laticas (BAL) e dos fagos, bem como do interesse no
potencial biotecnoldgico das Weissella, nosso objetivo foi contribuir para a classificacdo do
género como status GRAS (Generally Recognized As Safe) ou status QPS (Qualified Presumption
of Safety). Essa abordagem fornece insights importantes sobre as interacdes fago-bactéria, com
implicacdes significativas para a seguranca e aplicacdes biotecnolégicas das Weissella.
Palavras-chave: Weissella, probioticos, profagos, evolugao bacteriana



ABSTRACT

Lactic acid bacteria (LAB) constitute a group of microorganisms widely distributed in food and
the microbiota of humans and animals. Over the decades, these bacteria have played a
fundamental role in the food industry, serving as essential fermenting cultures. More recently,
they have emerged as probiotic agents, offering health benefits to humans. The genus Weissella,
belonging to LAB, does not yet have members characterized as probiotics. Despite this, it stands
out as an intriguing research area, as some of its strains have shown potential to be characterized
as probiotics. Nevertheless, the characterization of their prophages, which play a vital role in
gene transfer and the modulation of microbial communities, has remained notably
underexplored. In this study, we adopted a comprehensive approach that included 313 genomes
available at the National Center for Biotechnology Information (NCBI) and the sequencing,
annotation, and functional analysis of the genomes of three new Weissella strains: Weissella
cibaria 1BM, Weissella confusa GIR46L4, and Weissella paramesenteroides V3B-11. Our results
revealed an intriguing feature of Weissella: restriction-modification systems, such as
RM/DRUANTIA/DISARM, which play a vital role in defense against phages. These systems
promote coevolution between bacteria and phages, facilitating the incorporation of prophages
and viral genes into their genomes and modifying existing prophages. This dynamic is crucial for
the survival of these bacteria in challenging environments and their ability to compete effectively
with other bacterial species. Another relevant aspect addressed was the analysis of the CRISPR-
Cas system. We detected variations in its occurrence and effectiveness among different Weissella
species. The genus generally presents less developed CRISPR-Cas systems, with the notable
exception of the Weissella soli species, which exhibited two distinct subtypes of this system.
However, the limited number of spacers in some species suggests a potential limitation in their
ability to combat phages. Additionally, we identified the preservation of specific prophages in
different Weissella species, highlighting the richness and complexity of the genetic diversity
present in these microorganisms. Concerning antibiotic resistance, our investigation did not find
genes with high identity representing a significant risk of horizontal gene transfer. Most virulence
genes shared similarities with structural viral genes but lacked high identity. We also identified
viral proteins with potential biomedical applications, expanding the possible uses of these
microorganisms. In summary, this study provides a deeper understanding of prophages in
Weissella bacteria, highlighting their role in bacterial evolution and pointing to relative safety
regarding the dissemination of clinically important genes. This study addresses a gap in research
related to the Weissella genus, its prophages, and their biological implications. Given the
increasing relevance of LAB and phages, as well as the interest in the biotechnological potential
of Weissella, our goal was to contribute to the classification of the genus as GRAS (Generally
Recognized As Safe) or QPS (Qualified Presumption of Safety) status. This approach offers
important insights into phage-bacteria interactions, with significant implications for the safety
and biotechnological applications of Weissella.

Keywords: Weissella, probiotics, prophages, bacterial evolution
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1. INTRODUCAO

1.1 Bacterioéfagos

Bacteriofagos (fagos) sdo virus que infectam bactérias, e como todo virus, eles sdo parasitas
intracelulares obrigatdrios, ou seja, necessitam do hospedeiro para poder se replicar.
Descobertos por Fredrick Twort e Felix D’Herelle, respectivamente em 1915 e 1917 (TWORT,
1915; D’HERELLE, 1917), os fagos sdo considerados as entidades bioldgicas mais abundantes e
diversas do planeta (103! particulas de fagos), superando as bactérias em uma razdo de 10 fagos
para cada bactéria (WHITMAN et al., 1998; WOMMACK et al. 2000; BRUSSOW et al., 2002;
SUTTLE, 2007). Fagos sao ubiquos sendo encontrados em grande quantidade e diversidade em
todos os ambientes em que bactérias ja foram descritas, desde o oceano (SUTTLE, 2005; NIGRO
etal.,2017; SUTTLE, 2007), o intestino humano (DUERKOP et al., 2012; REYES et al., 2013; MINOT
etal. 2013; MANRIQUE et al., 2016; BENLER et al. 2021), na producdo industrial (KILIC et al., 1996;
JONES et al., 2000; MARCO et al., 2012; HALTER et al., 2018; PUJATO et al., 2019), no ambiente
hospitalar (ROVIK et al., 2000; BROWN-JAQUE et al., 2016), em ambientes indspitos, como fossas
maritimas (CHEN et al., 2020; SU et al., 2023), e em diversos outros ambientes (APPELT et al.,
2014; AI-SHAYEB, 2020).

Fagos possuem papéis cruciais no controle populacional e evolugdao dos seus hospedeiros,
participando desde a transferéncia horizontal de genes, gerando diversidade para seus
hospedeiros e para si préprio, até o controle microbiolégico através da eliminacdo de uma
populagdo em um ambiente. A relacdo fago/bactéria levou a varias descobertas dentro da
biologia molecular e ao conhecimento genético como um todo, alguns exemplos sdo: as enzimas
de restri¢cdes do tipo Il ou o sistema CRISPR, ambos usados para edi¢cao gendmica e clivagem; a
T4 DNA ligase e a T7 DNA polimerase de fagos usadas para replicacdo, recombinacdo e reparo;
os fagos lambda, M13, fd e P1, que, modificados, sdo amplamente usados como vetores
(SALMOND et al., 2015). Além da importancia no desenvolvimento de técnicas moleculares, eles
sdo estudados para diversas finalidades, como controle populacional de bactérias patogénicas
(DI LALLO et al., 2014; MALIK et al., 2017; YEN et al., 2017; DRILLING et al., 2017; LAVERGNE et
al., 2018; IWANO et al., 2018; CHAN et al., 2018; FURFARO et al., 2018), modulacdo de microbiota
no trato gastrointestinal (KUTATELADZE et al.,2008; MCCARVILLE et al., 2016; LEE et al., 2018),
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das vias aéreas por nebulizagao (CAO et al., 2015), em dispersar biofilme bacteriano (SIRINGAN
et al., 2011; SZAFRANSKI et al., 2017), nos estudos sobre desenvolvimento de antivirais, veiculo
de vacinas, pesquisa de cancer e nanotecnologia (HUANG et al., 2012; CLARK et al., 2006; RONCA
et al., 2012; HYMAN et al., 2012; HARADA et al., 2018; LUBKE et al., 2020; LIU et al., 2022; JIANG
etal., 2019; ZHOU et al., 2022).

Historicamente, as primeiras classificacbes de fagos consideravam a sua morfologia
(ACKERMANN, 2009). Em 1971, o Comité Internacional de Nomenclatura Viral (ICNV) adotou o
sistema de David Bradley de classificacao, que classificava os fagos com cauda em 3 morfotipos,
A (cauda contratil), B (cauda longa e ndo contrdtil) e C (cauda pequena e ndo contratil),
posteriormente enquadrados dentro das familias, respectivamente, Myoviridae, Siphoviridae e
Podoviridae. De 1981 até hoje, o Comité Internacional de Taxonomia Viral (ICTV) é o responsavel
pela classificacdo e proposta de novas organizagdes da taxonomia dos virus, o que inclui os fagos
(TURNER et al., 2021). Com o avanco das técnicas de sequenciamento e aumento dos genomas
de fagos depositados nos bancos de dados publicos, tornou-se evidente a grande diversidade
dessas trés grandes familias. Esse cendrio levou a conclusdo de que essas familias ndo eram
monofiléticas, resultando na necessidade de introdugao de novas familias e subdivisdes (TURNER

etal., 2021).

Recentemente, houve uma mudanca significativa na taxonomia de fagos, que aboliu as familias
tradicionais baseadas em morfologia, como Myoviridae, Podoviridae e Siphoviridae, juntamente
com a eliminagao da ordem Caudovirales. Essas classificagdes convencionais foram substituidas
por uma taxonomia mais contemporanea que introduz a classe Caudoviricetes, uma categoria
gue engloba todos os virus de cauda de DNA de fita dupla (dsDNA) que infectam hospedeiros
bacterianos e arqueais. Essa reclassificacdo reflete uma mudanga fundamental em nossa
compreensdo da diversidade e das relacGes entre fagos, enfatizando caracteristicas genéticas e

funcionais em vez de distincGes morfoldgicas. (TURNER et al., 2023).

Atualmente, o ICTV reconhece como virus bacterianos 4 ordens, 47 familias, 98 subfamilias, 1199
géneros e 4079 espécies de virus que infectam bactérias e arqueias (ANDRIAENSSENS et al., 2020;
TURNER et al., 2023; ICTV report, 2023), contudo, essa lista deve aumentar nos préximos anos.

O avanc¢o nos estudos de fagos usando metagenomas e viromas sdao um dos principais
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alavancadores dessas novas identificagdes (ZHONG et al., 2015; QUAISER et al., 2015; PAEZ et al.,
2016; ROUX et al., 2016; KRISHNAMURTHY et al., 2016; CALLANAN et al., 2018; CREASY et al.,
2018; GONG et al., 2018; SOMMERS et al., 2019; WANG et al., 2019; SHKOPOROV et al., 2019;
CALLANAN et al., 2020; BAJAJ et al., 2022; LAIO et al., 2022; SALIH et al., 2022; SCHACKART et al,
2023; JI et al., 2023 AKHTAR et al., 2023). A abolicao da ordem e familias classificadas por
morfologia resultou em um grande numero de subfamilias e géneros que muitas vezes se
sobrepdem, dado a grande diversidade das sequéncias, e um enorme esfor¢o da comunidade

serd necessario para melhor estabelecer e ranquear esses novos taxons (TURNER et al., 2023).

Os genomas de fagos tém diversos tamanhos, variando desde 2,4 kb do fago L5 de Leuconostoc
(Leuconostoc phage L5) até Jumpophage com mais de 735 kb (AL-SHAYEB et al., 2020). O material
genético dos fagos pode ser encontrado em fita simples ou dupla, tanto de DNA quanto de RNA,
0 que os torna extremamente versateis, com uma grande diversidade genémica e com diversos
papéis nas comunidades bacterianas. A maior parte dos fagos identificados, hoje, sdo dsDNA e
possuem cauda, contudo, novos fagos dsDNA sem cauda e ssDNA ja se mostraram dominantes
em algumas comunidades, como no trabalho de Kauffman e colaboradores (2018) que
demonstraram que fagos dsDNA sem cauda sdo mais abundantes que os fagos com cauda no
oceano, e no trabalho de Roux e colaboradores (2019) que detectaram através de machine
learning milhares de sequéncias de virus ssDNA de genomas bacterianos e metagenomas,
mostrando que a diversidade e o impacto desses fagos, no oceano, no solo e nos genomas
bacterianos, era subestimada (BRUM et al., 2013; KAUFFMAN et al., 2018; LIM et al., 2015; ROUX
et al., 2019; MOIRA et al., 2020). O material genético pode estar encapsulado de forma poliedral
(Microviridae, Corticoviridae, Tectiviridae, Leviviridae e Cystoviridae), filamentoso (Inoviridae),
pleomérfico (Plasmaviridae) ou conectado por uma cauda (Caudoviricetes) (ACKERMANN, 2009;

MOIRA et al., 2020). (Figura 1)
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Figura 1. Classificacdo de fagos baseado na morfologia e tipo de material genético. Esquema da composicdo
estrutural e genomica de diferentes fagos e suas respectivas imagens por microscopia eletronica de varredura. a:
Fagos que apresentam genoma ssDNA: Microviridae apresentam genoma ssDNA e capsideo em formato icosahedral;
Inoviridae apresenta genoma ssDNA superenovelado empacotado em uma estrutura proteica filamentosa longa. b:
Fagos que apresentam genoma dsDNA encapsulado por um capsideo proteico: Com morfologia de miovirus sao
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fagos de cauda longa e contratil; morfologia de podovirus possuem cauda curta ndo contratil; Ackermannviridae tem
a morfologia parecida com miovirus contudo possuem espinhos na ponta de suas caudas; morfologia de sifovirus
possuem cauda longa nao contratil; Corticoviridae ndo possuem cauda, possuem genoma dsDNA circular e uma
membrana lipidica interna ao capsideo; Tectiviridae ndo possuem cauda, possuem genoma dsDNA linear e uma
membrana lipidica interna ao capsideo; Plasmaviridae possuem um genoma dsDNA circular envolvo por uma
membrana lipidica e ndo possui capsideo. c: Fagos com material genético dsRNA sdo compostos por uma Unica
familia Cystoviridae, essa familia apresenta dsRNA segmentado envolto por um capsideo externo e duas camadas
lipidicas internas. d: Leviviridae possuem material genético ssRNA que codifica somente quatro proteinas (major
capsid protein, replicase, maturagdo e lise). O valor T representa o nimero de triangulagdo, definido como o nimero
de proteinas por unidade assimétrica. Tendo T como faces equilaterais e Q para faces em um triangulo irregular
(Modificado de MOIRA, 2020).

Existem dois tipos de fagos; os fagos chamados virulentos que somente realizam o ciclo litico; e
os fagos temperados que podem caminhar para a lise do hospedeiro (ciclo litico) ou podem ter
seu genoma viral inserido no DNA do hospedeiro, denominado ciclo lisogénico. Os fagos que
estdo inseridos no DNA bacteriano recebem o nome de profago. Os profagos podem ser
encontrados também em plasmideos extracelulares lineares, como o fago P1 de Escherichia coli
(E. coli phage P1) (LOBOCKA et al., 2004), ou circulares como o fago N15 de Escherichia coli (E.
coli phage N15) (RAVIN, 2011).

1.1.1. Ciclo litico e ciclo lisogénico

Atualmente, o estilo de vida dos fagos é representado em um espectro continuo, onde fagos
apresentam, principalmente, dois polos: Com infeccGes eficientes, representado dentro do ciclo
litico em uma transmissao horizontal; e persistentes, representado dentro do ciclo lisogénico em
uma transmissado vertical. Portanto, os profagos podem apresentar diversos estilos de vida entre

os dois polos. (CORREA et al., 2021). (Figura 2)
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Figura 2: Espectro continuo do estilo de vida dos fagos. A esquerda, sdo apresentadas as infecGes eficientes dos
fagos virulentos, enquanto a direita estdo os fagos/profagos temperados persistentes. A figura ilustra o espectro
continuo em que os fagos podem se enquadrar, sendo influenciado pela quantidade de virions liberados (em verde)
e aduragdo dainfeccdo (em amarelo). Na parte inferior esquerda, encontra-se a legenda da figura, e na parte inferior
direita, alguns possiveis fatores que influenciam a tomada de decisdo sdo destacados. (Modificado de CORREA et al.,

2021)

Acredita-se que esse espectro seja influenciado por diversas condi¢des que envolvem nao apenas
os fagos, mas também a populacdo, seus hospedeiros e condicdes ambientais. Algumas dessas
caracteristicas ainda ndo foram totalmente caracterizadas. A fim de destacar as diferengas desses
ciclos, iremos nos concentrar no que é tradicionalmente apresentado nos polos desse continuo:
um ciclo litico e um ciclo lisogénico. No entanto, vale ressaltar que essas caracteristicas sao

fluidas, o que significa que existe uma grande diversidade de estilos, muitas vezes sobrepostos.

O ciclo litico se inicia na adsorc¢ao viral, onde as proteinas do virion (particula viral infecciosa) se
ligam a receptores especificos na superficie da bactéria. Para os membros da classe
Caudoviricetes, que representam a maior parte dos fagos descritos, a maquinaria para adsorcao
viral se encontra na cauda, variando em complexidade dentro da ordem, incluindo partes como
fibras, espinhos, placa basal e outras estruturas proteicas (FOKINE et al., 2014; CHATURONGAKUL
etal., 2014). Essas proteinas dos fagos podem reconhecer e se ligar a diversas estruturas da célula
do hospedeiro. Dentre os alvos conhecidos estdo proteinas do flagelo (SHIN et al., 2012), porinas

e proteinas osmorreguladoras (MARTI et al., 2013), proteinas de bomba de efluxo (RICCI et al.,
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2010), proteinas transportadoras (CASJENS et al., 2005), LPS (PICKARD et al., 2010; SHIN et al.,
2012; BAE et al., 2013) e pili (BAE et al., 2013; CHATURONGAKUL et al., 2014). O reconhecimento
de mais de um receptor pelo fago é possivel, contudo, esse reconhecimento para a maioria dos
fagos ocorre em receptor especifico, gerando uma quantidade limitada de hospedeiros, ou seja,
poucas espécies ou até mesmo somente algumas linhagens de uma Unica espécie

(CHATURONGAKUL et al., 2014; RAKONJAC et al., 2011).

Reconhecimento
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Figura 3: Representagao do ciclo litico e lisogénico em fagos. Para a infec¢do do hospedeiro, o primeiro passo é o
reconhecimento e liga¢cdo a receptores especificos, seguido da adsor¢do e injecdo do material genético. A progressao
dependera da estratégia empregada pelo fago; fagos virulentos continuaram pelo ciclo litico enquanto fagos
temperados terdo de escolher entre ciclo litico ou lisogénico. No ciclo lisogénico ha o estabelecimento do profago
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dentro do genoma bacteriano, o qual é replicado junto da replicagdo do hospedeiro. A indugdo do profago leva a
excisdo do profago do genoma e a volta ao ciclo litico. No ciclo litico, apés a inje¢do do DNA viral no hospedeiro
ocorre a replicagdo do material genético, seguido da transcrigdo e tradugdo das proteinas virais, montagem das
particulas virais e a liberagdo da progénie por lise do hospedeiro (Modificado de SALMOND, 2015).

Nos fagos sem cauda, é possivel ocorrer diversas formas de interagcdes com o hospedeiro (MIOIRA
et al., 2020), desde o reconhecimento dos receptores do hospedeiro pelas proteinas de superficie
do capsideos, como no caso do fagos ®X174 (MCKENNA et al., 1992); a modelos em que ocorre
a transformacdo da membrana interna do fago em um tubo lipoproteico que permite furar a
membrana do hospedeiro, como nos fagos que possuem membranas PRD1 e PM2 (PERALTA et
al., 2013); ou na ligagdo de uma membrana lipidica com a membrana do hospedeiro como nos

fagos que nao possuem capsideo como MVL2 (KRUPOVIC et al., 2018).

Apds a ligacdo do fago ao hospedeiro, ocorre a injecdo do material genético do fago no
citoplasma, como demonstrado na figura 3. Usando a maquinaria celular do hospedeiro, o
genoma do fago comega a transcrever proteinas virais que inibem a expressao das proteinas do
hospedeiro, sequestrando a célula para priorizar a producdo das proteinas virais. As proteinas
virais sdo sintetizadas, o genoma é duplicado e ocorre a montagem da particula viral, que se da
pela formacdo do capsideo e da cauda, que ocorrem separadamente. Em seguida, ocorre o
empacotamento do genoma viral dentro do capsideo e acoplamento da cauda ao capsideo,

completando a estrutura do virion (FORTIER et al., 2013).

Ao final do ciclo litico, ocorre a lise celular. Utilizando uma pequena proteina viral chamada
holina, cria-se um poro na membrana citoplasmatica da bactéria, permitindo que outras
proteinas virais, como as endolisinas, possam ter acesso a camada de peptidoglicano,
hidrolisando-a. Como consequéncia, rompem a bactéria e expdem o citoplasma para o exterior
(WANG et al., 2000). Apds a lise celular, a progénie viral é liberada no ambiente podendo infectar
novos hospedeiros susceptiveis e recomecando o ciclo (FORTIER et al., 2013) (Figura 3). Alguns
fagos ndo realizam lise ao final do ciclo litico, como por exemplo os fagos filamentosos que sdo

liberados por brotamento atravessando a membrana (RAKONJAC et al., 2011).

No caso dos fagos temperados, além do ciclo litico citado acima, eles também podem realizar o
ciclo lisogénico. Quando o material genético do fago é injetado no citoplasma do hospedeiro, nos

fagos temperados, ocorre uma decisao de qual ciclo seguir; continuar no ciclo litico ou entrar no
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ciclo lisogénico (FORTIER et al., 2013). Os fatores que levam a essa decisdao sdo complexos e ainda
ndo foram completamente definidos, contudo, alguns fatores ja foram demonstrados
influenciando a entrada no ciclo lisogénico, como a quantidade de particulas infectando o
hospedeiro e a fisiologia do hospedeiro (KOURILSKY, 1973; KOURILSKY et al., 1974; OPPENHEIM
et al., 2005; ZENG et al., 2010). Com rela¢do aos fagos do grupo spBeta que infectam Bacillus a
decisdo é guiada por um sistema chamado “arbitrium”, baseado na secre¢ao de pequenos
peptideos (AimP) pela célula infectada, que permitem o fago perceber a densidade populacional.
Quando a populagdo de fagos em uma comunidade estd alta, o meio apresenta uma grande
guantidade de AimP, que é internalizado pelas bactérias. O AimP internalizado suprimi um
regulador negativo da lisogenia (AimX), induzindo o fago a comecar o ciclo lisogénico. O contrério
também acontece, quando a populacdo de fagos estd baixa, a concentracio de AimP é

insuficiente para reprimir o gene AimX levando a continuacdo do ciclo litico (EREZ et al., 2017).

Ao entrar no ciclo lisogénico, o fago produz uma enzima integrase sitio-especifica que realiza a
insercdao do material genético do fago dentro do DNA bacteriano. Essa insercao é feita em regides
especificas da bactéria, chamadas attB (attachment site B), que sdo pequenas regides de
nucleotideos que possuem algumas sequéncias idénticas a um sitio de ligacdo especifico do fago,
chamada attP. Apds incorporado ao genoma bacteriano, o profago, nome dado ao fago inserido
ao genoma bacteriano, apresenta a regido attL e attR em cada uma das pontas, cada uma delas
com uma parte da attB e attP. Essa incorporagao, quando nao revertida para o ciclo litico, persiste
verticalmente no genoma da bactéria, podendo causar até a perda de funcdo de genes, como a
inativacao do gene da beta toxina de S. aureus pelo profago ®13 (COLEMAN et al., 1991; SILVEIRA
& ROHWER, 2016).

Apds a incorporacgao, alguns dos genes do profago sao silenciados para que a célula bacteriana
mantenha seu funcionamento normal. Proteinas repressoras de expressdo sdo produzidas pelo
fago com a finalidade de suprimir genes relacionados com a montagem do virion e a lise
bacteriana, o que impede o genoma de continuar o ciclo litico (DODD et al. 2005). O ciclo litico
pode ser retomado a partir da mudanca ou presenca de fatores fisicos, como radiacdo UV,
temperatura, pH; ou quimicos, como espécies reativas de oxigénio (ROS); acdo de antibidticos

como a mitomicina C (MmC) e fluoroquinolonas (Fq). Esses fatores podem levar a danos no DNA,
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ativando o sistema SOS da bactéria. Esse sistema leva a clivagem do repressor da expressdo dos
genes responsaveis pelo ciclo litico, e por consequéncia, ao processo denominado inducao

(Figura 4) (NANDA et al., 2015; LUNDE et al., 2005; DRI et al, 1994).

Com o ciclo litico retomado, o profago é excisado do DNA do hospedeiro, terminando assim o
ciclo lisogénico. Assim, serdo retomados 0s processos essenciais para a produgao de novas
particulas virais, como a transcricdo e traduc¢dao das proteinas virais, replicagdo do DNA viral

oriundo da excisdo, a montagem da particula viral e subsequente lise (FORTIER et al., 2013).

Fatores fisicos
e quimicos:

o Filamento
:ad-acao uv de RecA Genoma do
emperatura .
o hospedeiro
ROS .
Acao de antibidticos Clivagem -l Clivagem de
< :-; D (L < repressores
de LexA s S defagos
Excisao
Antirepressor do profago v
Genes de fagos Profago
Expressao de genes Expressao dos

do sistema SOS genes liticos de fagos

Figura 4: Esquema da indugdo de profagos através do sistema SOS. Fatores fisicos e quimicos podem levar a dano
do genoma hospedeiro e a ativacdo do sistema de reparo SOS da bactéria, esse processo pode levar a indugdo do
profago. RecA se ligam em seguimentos de ssDNA formando um segmento para o reparo do DNA danificado, durante
esse processo essas proteinas levam a clivagem de LexA (repressor do sistema SOS) ou a clivagem de repressores Cl-
like de fagos. A clivagem de LexA, leva a expressdo de outras proteinas de reparo como DNA polimerase, enzimas de
reparo e inibidores da divisdo celular. Dentre esses genes estdo antirepressores das proteinas de repressao de fagos.
A inativacdo desses repressores leva a ativacdo de genes relacionados com o ciclo litico, levando a indugdo do
profago, replicagdo, transcri¢do e tradugdo, montagem das particulas virais e lise celular. (Modificado de NANDA et
al., 2015)

Na industria alimenticia, foram identificados profagos em culturas iniciadoras para a
producdo de bebidas fermentadas (LEDORMAND et al., 2022), alimentos fermentados (KIM et
al., 2021), queijos, iogurtes e outros produtos lacteos (GUO et al., 2016, LAVELLE et al., 2018;
OLIVEIRA et al., 2018; ALEXEEVA et al., 2021). Os estudos indicam que, apesar da presenca desses

profagos nas culturas bacterianas e de sua possibilidade de provocar eventos de exterminio por
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meio de sua ativa¢do, que levam a perda da producao, esses eventos sao raros e dificeis de serem
reproduzidos. Diversos destes profagos estdo em uma relacdo de coevolucdo com a bactéria,
podendo conferir super-imunidade contra fagos ou, até mesmo, genes que proporcionam
vantagens as bactérias. Usualmente, esses profagos acabam sofrendo modificacdes que os
tornam defeituosos e fixos no genoma bacteriano, contudo ainda proporcionam os beneficios
esperados.
1.1.2. Profagos

Profagos é um termo cunhado por Lwoft em 1953, que em seu trabalho descobriu que os fagos
faziam lisogenia como forma de replicacdo e propds um modelo explicativo para o ciclo lisogénico
para fagos (LWOFF, 1953; ROHWER et al., 2002). Nos genomas bacterianos, tanto genes
funcionais como genes inativos relacionados a bacteriéfagos podem representar uma parte
significativa do genoma, chegando a compor mais de 20% desse conjunto (CASJENS, 2003;
TOUCHON et al., 2016; MAGAZINER et al., 2019; LIU et al., 2020). A presenca abundante dessas
sequéncias de profagos desempenha um papel importante na promogao da diversidade genética
bacteriana, podendo até mesmo resultar na incorporacao de genes de resisténcia a antibidticos
e genes que facilitam a adaptacdo a ambientes desafiadores, influenciando, assim, a aptidao das
bactérias. Entretanto, vale ressaltar que nem todos os profagos e elementos semelhantes a
fagos, também conhecidos como VLEs (virus-like elements), sdo funcionalmente ativos. Muitos
permanecem inativos ou fragmentados nos genomas bacterianos, devido a fatores como
sistemas de defesa bacteriana, decaimento mutacional ou a perda de genes essenciais ao longo
das geragdes bacterianas. Elementos semelhantes a fagos, como os VLEs, estdo amplamente
distribuidos nos genomas bacterianos. No entanto, vale destacar que profagos podem dar origem
a regides de tamanho varidvel nos genomas bacterianos, correspondendo a, em média, 5% do
genoma de Salmonella e mais de 15% do genoma de Escherichia coli (TOUCHON et al., 2009;
BOBAY et al., 2013). Foi revelado através do sequenciamento de genomas de bactérias
patogénicas, que linhagens com mais profagos apresentam uma maior viruléncia e sdo mais
transmissiveis, como por exemplo Pseudomonas aeruginosa que afeta pacientes com fibrose
cistica (MCCALLUM et al., 2002; RICE et al., 2009), Staphylococcus aureus e E. coli 0157 em
infeccGes hospitalares (BAE et al., 2006; ASADULGHANI et al., 2009; NEPAL, 2023), em Salmonella
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enterica sorovar Typhimurium em camundongos (FIGUEROA-BOSSI et al., 1999), em
Pseudomonas aeruginosa (SHMIDOV et al., 2021; ALEDO et al., 2023), em Citrobacter rodentium
(MAGAZINER et al., 2019), e em espécies de Neisseria (ORAZI et al., 2022).

Por fazer parte do genoma das bactérias, os profagos podem sofrer modificacdes genéticas que
impossibilitam a excisdo, levando o profago a ficar preso no genoma bacteriano. Essas
modificagdes podem ser induzidas por rearranjos genéticos, inser¢do de outros elementos
moveis, mutagdes em sitios especificos. Quando um ou mais desses eventos ocorrem, os
profagos perdem a capacidade de indugdo do ciclo litico e passam a receber o nome de cryptic
prophage (WANG et al., 2010). Tanto os profagos intactos quanto os cripticos podem ter um
importante efeito positivo no fitness de seus hospedeiros, que é vantajoso no caso dos fagos por

terem uma relacao simbidtica com os hospedeiros (WANG et al., 2010).

A presenca de um profago no genoma bacteriano pode levar a resisténcia da bactéria a infecgao
por outros fagos. Isso ocorre porque profagos possuem genes que inibem a injecdo de DNA de
outros fagos no citoplasma, ou modificam os receptores que os fagos usam, tornando a bactéria
hospedeira imune a infeccdo de fagos, até mesmo fagos da propria espécie. Outros profagos
podem ser reservatdrios de genes de resisténcia, como por exemplo o Rac prophage que
demonstra vantagem evolutiva na presenca de carbenicilina (LIU et al, 2015) ou no
Staphylococcus xylosus phage ®JW4341 que possui gene de resisténcia a eritromicina (TAYLOR
et al., 2018). Outros profagos carregam toxinas, que muitas vezes sdo usadas pela bactéria
hospedeira transformando-a em patogénica, como por exemplo a bactéria Vibrio cholerae que
foi convertida de uma bactéria inofensiva para patdégeno humano, apés a aquisicao do profago
VPIO®, possuidor da toxin-coregulated pili (TCP) (BONDY-DENOMY et al., 2014) que serve como
receptor para a infec¢gao do fagos CTX® e carrega com si a toxina do codlera; outro exemplo é a
neurotoxina de Clostridium botulinum que foi introduzida no genoma por um profago (FORTIER
2017). A lista de genes e funcBes novas é enorme, além de protecdo contra fagos, exotoxinas e
genes de resisténcia, as fungdes também abrangem resisténcia ao soro, a adesdo da bactéria ao
hospedeiro, fatores mitogénicos, invasdo celular, remodelacdo/inativacio da actina do
hospedeiro, ativacdo/inativacdo de resposta prd inflamatéria do hospedeiro e modulagdo da

esporulacdo de bactéria (BOYD, 2012; BRUSSOW et al., 2004; FORTIER et al., 2013).
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1.1.3. Ecologia dos bacteriéfagos

Os fagos sdo agentes importantes da evolucdo das bactérias, participando ativamente na

transferéncia horizontal de genes. Alguns exemplos da atuacao dos fagos na evolugdo das

bactérias estao demonstrados na Figura 5.
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Figura 5: Diferentes papéis de fagos na patogenicidade e evolugdo bacteriana. Os fagos podem apresentar

diferentes papéis na transferéncia horizontal génica em seus hospedeiros, alguns exemplos sdo: a. Através da lise,
os fagos expGem DNA para transformagao de outras bactérias; b. Podem transferir fragmentos do cromossoma e
plasmideos para outras bactérias, denominado transdug¢do generalizada. c. Fagos temperados podem carregar genes
bacterianos durante a indugdo e transferir para outras bactérias, em um processo denominado transducdo
especializada; d. PICIs (Phage-inducible chromosomal islands) podem sequestrar estruturas virias durante uma
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montagem de fagos, denominados phage helpers, e transferir ilhas inteiras a outras bactérias; e. GTAs sdo elementos
parecidos com fagos, caracterizados por sua incapacidade de replicagdo autbnoma, no entanto, tém a habilidade de
montar particulas virais utilizando o DNA do hospedeiro; f. Fagos temperados podem carregar genes codificadores
de proteinas especificas, como toxinas, que podem ser secretadas por bombas ou liberadas durante a lise. g.
profagos tém a capacidade de desencadear eventos de recombinagdo, o que pode resultar na modificagdo genética
tanto de seu préprio genoma quanto do hospedeiro. h. Elementos parecidos com fagos podem estar presentes em
genomas bacterianos provendo vantagem evolutiva para as bactérias que as possuem, como por exemplo pyocinas
que sdo bacteriocinas, e o T6SS, sistema de secregdo do tipo 6, ambos com origem estipulada em cauda de profagos.
(Modificado de SALMOND, et al. 2015).

Na figura 5, podemos observar a participacdo dos fagos na transformacao (a), que através da lise
celular exp6e o DNA ao meio exterior podendo assim ser incorporado por outras bactérias
naturalmente competentes (SALMOND et al., 2015). Os itens b e c abordam as duas formas de
transducdo viral, sendo elas generalizada e especializada. A transducdo generalizada ocorre
durante a montagem do virion, quando fragmentos de DNA do hospedeiro, tanto cromossomal
guanto plasmidial, ou até mesmo plasmideos inteiros, sdo incorporados no lugar do material
genético viral. Posteriormente, esse novo material é injetado em outras bactérias (b); na
transducdo especializada (c), durante o processo de excisdo do profago do genoma e montagem
das novas particulas virais, esses fagos podem carregar consigo genes da bactéria hospedeira,
podendo-os levar para outras bactérias apds a lise (SALMOND et al., 2015). Curiosamente, alguns
attB se encontram em regiGes de RNA transportador (tRNA), o que durante a transducdo
especializada, possibilita que alguns fagos possam excisar junto com genes de tRNA, podendo ser
encontrado fagos carregando seus proprios genes de tRNA, como o Lactobacillus johnsonii phage

Lj965 que possui 4 genes de tRNA (VENTURA et al., 2003; FORTIER et al., 2013).

O item d da figura 5 mostra as phage-inducible chromosomal islands (PICls), que sdo uma familia
de elementos méveis, presente em bactérias gram-positivas (PENADES et al., 2015) e gram-
negativas (FILLOL-SALOM et al., 2018), que exploram o sistema de empacotamento de fagos
temperados (chamados de fagos helper). Durante a montagem do virion essas PICls substituem
o0 genoma viral, e na lise bacteriana, essas particulas carregando essas PICls, infectam outras
bactérias, tornando-se um agente de transferéncia horizontal de ilhas inteiras de genes
(SALMOND et al., 2015). Ja no item e, a acdo dos elementos mdveis gene transfer agents (GTAs)
é demonstrada. GTAs sdo pedacos de DNA parecidos com fagos, pois possuem genes estruturais

e de lise como os fagos, contudo, eles ndo sdao excisados do DNA bacteriano e empacotam
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pedacos aleatdrios do DNA do hospedeiro, gerando particulas similares a fagos que infectam e
transferem pedacos de DNA de uma bactéria a outra (SALMOND et al., 2015). Claramente GTAs
derivam dos profagos, contudo, ndo podem ser considerados fagos cripticos, por nao
expressarem as proteinas virais estruturais e de lise, e ndo podem ser considerados fagos, por

nao replicarem seu préprio conteudo génico e se reproduzirem (LANG et al., 2017).

Outros elementos vindos de fagos sdo as bacteriocinas pyocins e o sistema de secre¢ao T6SS
(Figura 5, item h), ambos se assemelham com as caudas de fagos, e sdo usados pelas bactérias.
As pyocins sdao encontradas em Pseudomonas aeruginosa e sao divididas em 3 tipos: Tipo S, R e
F; elas diferem em morfologia e modo de acdo; elas podem ser produzidas espontaneamente ou
induzidas por dano no DNA (NEVES et al., 2014). O sistema de secreg¢ado T6SS estd distribuido por
bactérias gram-negativas; em P. aeruginosa tem funcdo de translacdo de proteinas e transporte
de toxinas para outras bactérias por contato (CHEN et al., 2015). Durante a fase lisogénica dos
fagos temperados no DNA do hospedeiro, ocorre a incorporacdo ndo apenas dos genes virais,
mas também de outros genes transportados por esses fagos. Esses genes podem ser expressos e
secretados ou liberados durante a lise, conforme ilustrado na Figura 5, item f. Outro evento
importante sdo os rearranjos cromossomicos, demonstrado no item g, onde profagos podem
levar a inversodes e delec¢Ges de regides no cromossomo de seus hospedeiros (SALMOND et al.,

2015).

1.2 Sistema de protec¢ao contra fagos de bacterias

Bactérias e fagos estdo envolvidos em uma coevolugdao constante, e sua relagdo pode ser
compreendida pela hipdtese da Rainha Vermelha. Proposta em 1973, essa hipdtese tem como
conceito basico a coevolugdo antagonista entre espécies ou populacdes. Ela sugere que, em uma
interacdo entre duas espécies, ambas devem se adaptar, evoluir e proliferar continuamente para
sobreviver enquanto competem com a espécie oposta nas mesmas condicdes, resultando em
uma espécie de corrida armamentista, em ciclos de adaptacdo e contra-adaptacdo
(LAGENRHANS, 2008). No contexto das bactérias e bacteridfagos, essa interacdo impulsiona a

evolucdo de mecanismos de defesa antiviral nas bactérias e adaptacdes a esses sistemas nos
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bacteriéfagos. Devido a grande abundancia e diversidade dos fagos, as bactérias desenvolveram
diversos tipos de sistemas de defesa, incluindo sistemas inatos, adaptativos, quimicos, abortivos,
de sinalizacao, entre outros ainda ndo totalmente caracterizados. (BERNHEIM & SOREK et al.,

2020; DECAESTECKER & KING et al., 2019; HAMPTON et al., 2020)

Uma Unica espécie bacteriana pode apresentar diversos tipos de mecanismos de defesa ao
mesmo tempo, apesar de que ja foi demostrando que esses mecanismos sdo frequentemente
perdidos em genomas procariotos em curtos periodos da escala evolutiva, sugerindo que eles
impondo que apesar de gerarem um fitness positivo para bacterias em defende-las contra fagos
eles devem possuir um alto custo metabdlico e outras implicacdes, que levam a um fitness

negativo. (KOONIN et al., 2017; VON HOUTE et al., 2016)

A figura 6 ilustra de maneira grafica os sistemas de defesa mais comuns em bactérias. O sistema
de defesa inato é apresentado como um mecanismo de reconhecimento de acidos nucleicos,
sendo o primeiro componente viral a penetrar na célula durante uma infecgao (Figura 6a).
Geralmente, esse sistema utiliza a estratégia de restricdo e modificacdo (R-M Restriction-
modification). Os sistemas R-M clivam ou degradam o DNA a partir do reconhecimento de sitios
especificos, por uma endonuclease, no genoma viral. Quando esses sitios especificos sdo
encontrados no DNA bacteriano, geralmente passam por algum tipo de modificacdao, como
metilacdo, que impede que o DNA bacteriano seja considerado um alvo para degradacdo.
Diferentes tipos de modificagdes sao empregados em varios sistemas para que a bactéria possa
distinguir entre self-DNA e non-self-DNA. Entre esses sistemas estdo R-M, BREX, DND, DISARM, e

outros ainda ndo completamente caracterizados.
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Figura 6: Mecanismos de defesa contra fagos em bactéria. Diferentes tipos de mecanismos de defesa contra fagos
e suas caracteristicas: a. Sistema de defesa inata (R-M, BREX, DND, DISARM, etc): Apds a injegcdo do DNA viral, as
endonucleases bacterianas reconhecem os sitios de restrigdo no DNA viral, clivando-os. Para evitar a clivagem do
DNA bacteriano, esses sitios de restricdo sofrem algum tipo de modifica¢do. Na figura, diferentes modificacGes dos
varios tipos de sistema R-M sdo exemplificadas por cores distintas; b. Sistema de Defesa Adaptativa (CRISPR-Cas):
Este sistema compreende duas etapas distintas. Na etapa de adaptacdo, proteinas do complexo Cas identificam
regiGes especificas nos virus e copiam parte dessas sequéncias nos espacadores CRISPR no DNA bacteriano. Esses
espagadores geram RNA CRISPR (crRNA), que, quando processados, originam RNAs de interferéncia especificos para
as regides do virus. Na etapa de interferéncia, os crRNA se ligam as regioes semelhantes no DNA viral, recrutando
proteinas do complexo Cas que clivam o DNA de forma especifica. c. Sistema de defesa quimica: Bacterias produzem
moléculas que se ligam ao DNA viral e o inibem d. Sistema de infec¢do abortiva: S3o sistemas complexos, na figura
temos como exemplo as proteinas AbiZ que levam a ativagdo das lisozimas e holinas do fagos prematuramente,
levando a lise prematura; ao expressar a proteina viral Gol, a proteina Lit bacteriana interrompe a tradugdo por meio
da clivagem do fator de elongac¢do EF-Tu; A proteina RexA reconhece um complexo de DNA-proteina, ativando RexB
que é um canal de ions que despolariza a membrana, resultando na morte celular. e. Sistemas de sinalizagdo
(CBASS): O sistema CBASS detecta a presenca do fago, gerando a producdo de oligonucleotideos ciclicos que ativam
um efetor, culminando na morte celular. f. Outros sistemas de defesa pouco caracterizados: Outros sistemas de
defesa com reconhecida agdo anti-fagos, contudo, pouco caracterizados, como por exemplo Gabija, Shedu, Zorya,
Thoeris, Hachiman, Septu, Lamassu. (Modificado de BERNHEIM & SOREK, et al. 2020).

O sistema CRISPR-Cas é o principal sistema de defesa adaptativa das células bacterianas aos
ataques de fagos (Figura 6b). Esse sistema possui proteinas que incorporam pequenos pedacos

de DNA exdégenos dentro de arranjos CRISPR (clustered regularly interspaced short palindromic
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repeats). Essas regides produzem os CRISPR RNAs (crRNA) e utilizando as proteinas Cas (CRISPR
associated proteins) formam um complexo ribonucleoproteico, que ao reconhecer esse DNA
exogeno faz a sua clivagem. Baseando-se nas proteinas Cas, organiza¢do do /oci e na analise
filogenética, o sistema CRISPR é dividido em classes, depois tipos e subtipos, seguido, de
variantes (MAKAROVA et al., 2020). Profagos podem inativar o sistema CRISPR-Cas, através de
proteinas conhecidas como anti-CRISPR (SHIN et al., 2017). Essas proteinas conseguem inibir
diversas partes do sistema, como por exemplo interferir nas Cas (PAWLUK et al., 2017) ou

dificultar o reconhecimento do DNA viral (SHIN et al., 2017).

Embora o sistema CRISPR-Cas forneca protecao contra DNA exdgeno, essa vantagem genética
pode ser acompanhada de desvantagens. Em um estudo envolvendo P. aeruginosa, observou-se
qgue as linhagens com um sistema CRISPR-Cas ativo eram significativamente menores, cerca de
300 kb, em comparag¢ao com aquelas sem esse sistema, indicando uma menor diversidade
genética dentro das linhagens com o sistema ativo (VAN BELKUM et al., 2015). Curiosamente,
alguns fagos contém sistemas CRISPR-Cas completos em seus genomas, como exemplificado pelo
fago ICP1, que infecta a bactéria Vibrio cholerae. Esse fago apresenta sistema CRISPR-Cas
completo que desempenha um papel fundamental na protecdo dos prdprios fagos contra
elementos semelhantes a PLE (PICI-like elements) presentes na bactéria hospedeira que tentam

sequestrar as particulas de fago recém-montadas (SEED et al., 2013).

Bacterias tambem possuem outros tipos de mecanismos como defesa quimica, infec¢ao abortiva
(Abi), sistema de sinalizacdo e outros ainda ndo caracterizados. Defesa quimica ja foi
demonstrado em Streptomyces sp., onde a bactéria produz moléculas que intercalam com o DNA
viral, inibindo sua replicacdo (Figura 6¢c) (KRONHEIM et al., 2018). O sistema Abi permite que a
bactéria infectada consiga abortar infeccao matando a si mesma ou impedir o seu metabolismo
de funcionar, ambos eliminam o individuo, mas protegem a populacdo e a comunidade local.
Normalmente, esse sistema é ativado por algum componente do virus que quando detectado
leva a algum tipo de morte celular, como por exemplo depolarizacdo de membrana, a ativacao
prematura da lise celular, a inibicdo do metabolismo celular (Figura 6d). Outro sistema muito

parecido com os sistemas Abi sdo os sistemas de sinalizacdo CBASS, nesse sistema, a partir da
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sinaliza¢do de algum componente viral é produzido oligo nucleotideos ciclicos que ativam um

efetor levando a morte celular (Figura 6e).

As bactérias também empregam outros tipos de mecanismos de defesa, como defesa quimica,
infeccdo abortiva (Abi), sistema de sinalizacdo, e outros ainda ndo completamente
caracterizados. A defesa quimica foi demonstrada em Streptomyces sp., onde a bactéria produz
moléculas que se intercalam com o DNA viral, inibindo sua replicagdo (Figura 6c). O sistema Abi
permite que a bactéria infectada aborte a infec¢do, causando sua prépria morte ou impedindo o
funcionamento do seu metabolismo. Ambos os métodos eliminam o individuo, mas protegem a
populacdo e a comunidade local. Normalmente, esse sistema é ativado por algum componente
do virus que, quando detectado, leva a algum tipo de morte celular, como a depolariza¢do da
membrana, ativacdo prematura da lise celular ou inibicdo do metabolismo celular (Figura 6d).
Existem ainda alguns sistemas que demonstraram participar na defesa contra fagos, mas que
ainda ndo foram completamente caracterizados (Figura 6f). Um exemplo é o sistema GABIJA que
possui semelhangas com o sistema R-M, pois possui uma endonuclease que permanece
suprimida sob condi¢des normais. No entanto, é ativada quando os niveis de NTP e dNTP sdo
esgotados devido aos processos de replicacdo e transcricdo de fagos invasores, ativando
novamente a endonuclease e clivando tanto o DNA viral quanto o DNA bacteriano, levando a
morte do individuo, assemelhando-se a um sistema Abi. Contudo, alguns pontos desse sistema

ainda nao foram completamente explicados.

1.3 Trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal, com uma &rea de superficie superior a 200m?, é uma das dreas mais
densamente populosas de microrganismos do corpo humano (HOOPER et al., 132). Alteracdes
na microbiota intestinal, ou disbiose intestinal, j& se mostrou contribuir para alteracées no
metabolismo, cancer, doencas gastrointestinais e autoimunes (DAVE et al., 2012). O intestino
humano abriga por volta de 10° particulas de fagos, e pesquisas sobre a microbiota humana
indicam a existéncia de uma ampla variedade de fagos ainda ndo catalogados em nenhum banco

de dados (DALMASSO et al., 2014; BARR et al., 2013; NAYFACH et al., 2021).
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Mudangas da composi¢cdo de fagos e indug¢do de profagos, podem influenciar na ecologia da
microbiota intestinal, seja por predacao, seja por introducdo de novos genes. Isso mostra que a
comunidade de fagos consegue ditar a comunidade bacteriana, ao mesmo tempo que a
comunidade bacteriana dita a comunidade de fagos, em uma relacdo de presa-predador, criando
um modelo de coevolugado influenciado pela hipdtese evolutiva da Rainha Vermelha (MAGILL et

al., 2017).

Em meio aos diversos modelos conceituais que delineiam a dinamica entre fagos e bactérias no
contexto intestinal, destaca-se o "Piggyback-the-Winner" (PtW). Este modelo aborda a transicao
de ciclo de vida de fagos temperados, enfatizando seu papel no controle da predacdo bacteriana.
Essa regulacdo se manifesta especialmente durante periodos de elevada abundancia microbiana
e taxas de crescimento, onde os fagos adotam a forma de profagos integrados ao genoma
bacteriano. Tal integracdo confere imunidade ao hospedeiro contra superinfec¢ées e facilita a
transferéncia vertical de genes, apesar do 6nus energético adicional para a bactéria hospedeira

(SILVEIRA & ROHWER, 2016).

A producdo de muco no intestino desempenha um papel crucial ao fornecer uma camada
protetora as células, reduzindo o atrito e dessecacdo, e promovendo sua preservacdo contra a
acdo de dacidos e enzimas digestivas. No entanto, essas camadas mucosas estabelecem um
habitat propicio para a colonizacdo por bactérias e fagos. A quantidade significativa de fagos
presente no muco, em comparag¢ao com o ambiente circundante, em média de 4,4 vezes maior,
confere uma defesa adicional ao hospedeiro produtor do muco contra bactérias (BARR et al.,
2013). Este fendmeno é respaldado pelo modelo de aderéncia de bacteriéfagos ao muco (BAM -
Bacteriophage Adherence to Mucus), que postula a capacidade de interacdo entre os dominios
das proteinas estruturais dos fagos e os dominios parecidos com imunoglobulinas presentes nas
glicoproteinas mucinas, componentes predominantes do muco. Assim, a elevada concentracao
de fagos no muco, conforme sugerido pelo modelo BAM, possui o potencial de mitigar a

patogénese bacteriana e conferir uma imunidade mucosal ao intestino (BARR et al., 2013).

Curiosamente, o processo inflamatorio do hospedeiro, também pode ser um fator de mudanca
externa, levando ao aumento da transferéncia génica entre linhagens bacterianas no intestino

através dos fagos. Como exemplo, estudos realizados com a bactéria Salmonella Typhimurium
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(5. Tm), duas linhagens foram introduzidas no trato gastrointestinal; a linhagem S. Tm SL1344 era
possuidora do profago SopE® que codifica genes de viruléncia, aumentando a invasado celular do
hospedeiro e exacerbando a enteropatia; e a linhagem S. Tm ATCC144028S, a qual ndo possuia
esse profago. A ativacdo da resposta inflamatdria do hospedeiro frente a invasdo da linhagem S.
Tm SL1344, ativa o sistema SOS dessa bactéria, resultando na indugao do profago SopE®. O fago
SopE®, entdo, infecta a linhagem S. Tm ATCC144028S, a qual ndo possuia esse profago,
tornando-a patogénica. Quando comparado com hospedeiros vacinados protegidos da invasao
por IgA, portanto, ndo ativando a resposta inflamatdria, foi observado uma diminuicdo de 10° na
transferéncia desse profago para a linhagem S. Tm ATCC144028S, mostrando que o hospedeiro
também modula a interacdo bactéria-fagos e a transferéncia de genes na microbiota intestinal

(PABST et al., 2020; DIARD et al., 2017).

1.4 Bactérias acido laticas e o género Weissella

Bactérias acido laticas (BAL) pertencem a um grupo ndao monofilético de bactérias gram-positivas
com a capacidade de fermentar agucares produzindo acido latico como produto final, com
morfologia de bacilos (bacilli) ou cocos (cocci), sdo anaerdbicas ou microaeréfilas e ndo formam
esporos. As BAL podem ser divididas em dois grupos, as homofermentativas e as
heterofermentativas. As homofermentativas produzem acido latico como principal produto da
sua fermentacdo, enquanto as heterofermentativas podem produzir diversos outros produtos da
fermentagdo, como didxido de carbono, alcoois e acido acético. No ano de 2020, procedeu-se a
uma reclassificacdo das bactérias acido laticas (BAL), resultando em sua atual inclusdo em uma
unica familia, denominada Lactobacillaceae. Nesse contexto, identificam-se 31 géneros distintos,
a saber: Lactobacillus, Paralactobacillus, Pediococcus, Weissella, Fructobacillus, Convivina,
Oenococcus, Leuconostoc, juntamente com a adicdo de 23 novos géneros previamente
categorizados como espécies pertencentes ao género Lactobacillus (ZHENG et al., 2020). BAL sdo
encontradas em quase todos os ambientes, com destaque para os alimentos, mas também sendo
encontradas na cavidade oral, genital e intestinal de humanos e animais (FLOROU-PENERI et al.,

2013).
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BAL vém sendo usadas durantes décadas na industria alimenticia, ndo s6 pela habilidade de
fermentacdo rdpida e acidificacdo de comidas e bebidas, mas também, pela producdo de
moléculas como alcoois, exopolissacarideos (EPS), compostos aromaticos e pela capacidade de
manter a qualidade, reprodutividade e seguranca dos processos. Por conta dessas caracteristicas,
elas podem ter diferentes componentes nutricionais, sensoriais e com propriedades
organolépticas e reoldgicas distintas (LEROY et al., 2004), participando como cultura iniciadora
na producdo de diversos produtos, como leites fermentados, kefir, iogurtes, queijos. Participa
também no processamento e fermentacao de bebidas alcodlicas, como vinhos, kombucha,
cervejas; em carnes, como em linguicas e carnes curadas; e vegetais, como picles, kimchi, café,
cacau (BRANDT et al., 2014; LEROY et al., 2004; TAMANG et al., 2016). Muito além das aplicagdes
das BAL em alimentos, tem participacdes na producdo industrial de bioquimicos, cosméticos e
farmacéuticos. Recentemente, elas tém ganhado atenc¢ao por seu carater probiético (KAIDI et al.,

2020).

Probidticos sdo microrganismos vivos, os quais quando administrados em quantidades
adequadas conferem melhora na saude do hospedeiro, podem ser bactérias, leveduras e bolores,
tendo as BAL e Bifidobacterium como as mais comumente usadas (FAO/WHO, 2012; HILL et al.,
2014; ROOBAB et al., 2020). Os critérios para classificagdo de uma bactéria como probidtica sdo:
a habilidade de sobreviver a passagem no trato gastrointestinal; isolamento de um animal sadio;
ndo ser patdgeno ou estar associado a doengas em seu hospedeiro; ser geneticamente estavel,
portanto, ndo carregar genes de resisténcia em elementos genéticos mdveis (LEBEER et al., 2008;
COLLINS et al., 2009). Os beneficios providos pelos probidticos sdao extensos, alguns merecem
menc¢do como: acdo antimicrobiana e de modulacdo da disbiose intestinal, acdo anti-inflamatdria
ou pré-inflamatdria, acdo antialérgica, atividade de enzimas digestivas, acao antidepressiva
(ROOBAB et al., 2020, KAIDI et al., 2020). Pelo fato de BAL serem um dos grupos de
microrganismos mais profundamente estudado da literatura, muitos de seus membros possuem
o status GRAS (Generally Recognized As Safe) pelo FDA (Food and Drug Administration, USA) na
regra final efetivada em outubro de 2016 (FDA, 2016); ou o status QPS (Qualified Presumption of
Safety) pela Autoridade Europeia para a Seguranca Alimentar (EFSA - European Food Safety

Authority) (EFSA, 2005). Contudo, ndo existe um padrdo para determinar a seguranca dessas
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bactérias, mas alguns pilares para escolha sdao definidos, sendo eles: o nivel taxonémico a que
pertence, levando em consideracdo os seus semelhantes; a familiaridade, o quanto se sabe, o
guanto ja foi estudado; a patogenicidade, a presenga de genes de viruléncia ou toxigénia, bem

como elementos genéticos moveis; e o uso final, onde serd usado o organismo.

As bactérias do género Weissella, pertencem ao filo Bacillota, classe Bacilli, ordem Lactobacillales
e familia Lactobacillaceae. O género Weissella surgiu em 1993 quando Collins e colaboradores
(1993) sugeriram uma nova classificagdo de diversas BAL baseado no sequenciamento do 16S
rRNA e na fenotipagem. Nessa reclassificacdao, o género Weissella recebeu membros classificados
anteriormente como Leuconostoc e Lactobacillus. Recentemente, Zheng e colaboradores (2020)
sugeriram mudar a descricdo da familia Lactobacillaceae, fazendo incluir todos os géneros
anteriormente em Leuconostocaceae, unindo-os em uma Unica familia. Outra mudanca foi o
nome do filo, de Firmicutes para Bacillota (OREN & GARRITY, 2021; OREN & GARRITY, 2022; OREN
et al., 2023). Todas as Weissella pertencem ao grupo BAL, sdo aerdbicas facultativas e
heterofermentativas obrigatdrias, produzindo &acido latico e acido acético como principais

produtos da sua fermentagao.

Na natureza, bactérias do género Weissella ja foram encontradas em diversos tipos de
ambientes, em alimentos fermentados, vegetais, carnes, fezes, em vertebrados e invertebrados
(FUSCO et al., 2015; BELDA et al. 2011). Apesar da presenca de Weissella em vertebrados,
somente W. confusa e W. ceti foram descritas em eventos de infec¢des patogénicas oportunistas
em humanos, eventos esses raros, ocorrendo devido a resisténcia natural a vancomicina dessas
bactérias, acometendo principalmente imunossuprimidos ou ja debilitados de outras
conformidades (FUSCO et al., 2015). Weissella ceti é o agente etiolégico da weissellose, uma
doenca hemorragica da truta-arco-iris (Oncorhynchus mykiss), capaz de infectar diferentes
orgaos do peixe, com alta transmissao pela dgua e presente em diversos continentes, com surtos
recentes na China, Brasil, Estados Unidos da América e Japdo (FUSCO et al., 2015; HOAI et al.,
2018). Weissella apresenta caracteristicas que supdem seu emprego como probidtico: com
auxilio de suas bacteriocinas que possuem ag¢do antimicrobiana, inibicdo de formacdo de biofilme
e modulacdo da resposta imune de hospedeiros (FUSCO et al., 2015; SPIEGELHAUER et al., 2020).

Considerando as caracteristicas apresentadas, as Weissella propostas como probidtico precisam
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ser cuidadosamente estudadas e caracterizadas, pois ainda nenhuma possue o status de segura

para consumo humano (TEIXEIRA et al., 2021).

Por serem ubiquos, a ocorréncia de contaminagao por fagos é algo comum, e problemas
relacionados com essa contaminacdo ja foram relatados em diversas industrias como a de
alimentos, farmacéutica e quimica. As vezes tratados como “amigos”, devido a sua especificidade
os fagos sdo agente ideais no controle de bactérias indesejadas, as vezes como “inimigos”,
eliminando a cultura iniciadora mudando qualidade do produto, atrapalhando a acidez, a textura,
aroma dos produtos, entre outros (PUJATO et al., 2018; GARNEAU et al., 2011). Mosimann e
Ritter (1946) foram os primeiros a descreverem Leuconostoc afetados por fagos, onde fagos
causavam alteracdo do aroma da manteiga. Estudos relacionados com o uso de bactérias de
importancia biotecnolégica, em culturas iniciadoras ou em probiéticos, tém levantado
questionamento sobre o quanto os fagos interferem em seus usos na industria e como eles
podem influenciar na selecdo e evolucao dessas bactérias (MEADEN et al., 2013; KOT et al., 2014).
Fagos de W. cibaria, isolados na fermentagdo de pepinos, mostraram poder infectar mais de uma
espécie de Weissella e em alguns casos até outros géneros (LU et al 2012, KLEPPEN et al 2012b).
Ha avanco nos estudos de isolamento e caracterizacdo de novos fagos em Weissella,
principalmente fagos ambientais de importancia biotecnolégica: como fago ®22 e OYS61 de
Weissella cibaria na fermentacdao de Nham (linguica Tailandés) (PRINGSULAKA et al., 2011;
KLEPPEN et al., 2012b); os fagos de Weissella cibaria, ©3.8.43%, ©7.2.50%, ®3.8.18!, ®DWC51?,
OWC522%, ®DWC0052, ®DWC130?%, ®WC248% em fermentacio de Kimchi (LU et al., 2012%; KONG et
al., 2020%; LEE et al, 20212); o fago WCP30 de Weissella cibaria em laticinios (LEE et al., 2017); em
Weissella ceti, bactéria patogénica de truta-arco-iris, ja foi caracterizado o fago litico PWc (HOAI
et al., 2018). Contudo, somente trés genomas estdo depositados no GenBank e todos
pertencendo a classe Caudoviricetes: Weissella cibaria YS61 phage phiYS61 com morfologia

podovirus); Weissella phage PWc e Weissella phage WCP30 com morfologia sifovirus.

A linhagem WpK4 de Weissella paramesenteroides vem sendo estudada e apontada como
possivel probidtico. Isolada da nasofaringe de um suino recém-desmamado, a linhagem
demonstrou caracteristicas necessarias para ser classificada como um probidtico; in vitro: exibiu

resisténcia ao suco gastrico, tolerancia aos sais biliares, alta hidrofobicidade da parede celular,
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produgdao de H,0,, sintese de EPS, sensibilidade aos principais antimicrobianos usados no
tratamento de humanos e animais, capacidade de adesdo a parede da mucosa intestinal; e in
vivo (camundongos) em modelo de salmonelose (infec¢do por Salmonella Typhimurium):
atenuou a perda de peso, preservou a integridade e arquitetura intestinal e promoveu a
sobrevivéncia (ALVIM et al., 2016). Em modelo de giardiase (infeccdao por Giardia lamblia), a
linhagem WpK4 demonstrou uma redugdo de aproximadamente 70% da carga parasitaria nos
animais que consumiram o probidtico e uma reducdo do dano causado pelo patégeno as
vilosidades intestinais, diminuindo os sintomas da doenga (FONSECA et al., 2019). Sandes e
colaboradores (2020) demonstraram através da imunomodulacdo do hospedeiro a participacao
no eixo do trato gastrointestinal e o sistema nervoso central (gut-brain axis) da WpK4, reduzindo
os sinais de depressao e ansiedade em camundongos. Em modelo de colite, amébica e quimica,
animais tratados com WpK4 tiveram uma redugdo na permeabilidade intestinal, reducao de

necrose, e recuperacao do epitélio intestinal (SANDES et al, 2020; PRADO et al., 2020).
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2. JUSTIFICATIVA

O acervo de genomas de fagos depositados no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) tem crescido a cada ano, mas o numero atual ainda é
notavelmente limitado. Essa limitacdo contradiz a reconhecida diversidade genética dos fagos,
destacando-se que metade dos fagos com sequéncias depositadas tém hospedeiros restritos a
apenas sete géneros bacterianos de interesse clinico e biotecnolégico (Mycobacterium,
Streptococcus, Escherichia, Pseudomonas, Gordonia, Lactococcus e Salmonella) (DION et al.,

2020; SOUSA et al., 2021).

A relevancia dos fagos na evolugdo bacteriana, na modulagcdo do comportamento bacteriano e
na disseminacdo de genes de viruléncia destaca a necessidade premente de compreender a
dinamica entre profagos e bactérias. Essa compreensdo é particularmente crucial em bactérias
com aplicac¢des biotecnoldgicas, exigindo uma investigacdo mais aprofundada sobre o impacto

dos profagos em sua fisiologia.

Dentro do perfil atribuido a microrganismos probidticos, destaca-se a notdvel énfase na
estabilidade e seguranca genética. Os profagos, identificados em linhagens iniciadoras na
industria (ZABURLIN et al., 2017) e em contextos probiéticos (MERCANTI et al., 2016), emergem
como agentes promotores de evolucdo para as bactérias e fagos associados. Uma pesquisa
conduzida por Wei et al. (2020) revelou que o profago presente na linhagem comercial de
Lactobacillus plantarum NCU116 ndo origina particulas infecciosas em cendrios de estresse
celular ou em condi¢bes induzidas, corroborando assim a estabilidade genética e a seguranca

inerentes a utilizagdo dessa linhagem na esfera industrial.

A analise do genoma de Acinetobacter baumannii, disponivel no GenBank (NCBI), revelou uma
consideravel diversidade de profagos, com genes impactando na viruléncia e no fitness
bacteriano (COSTA et al., 2018; LOPEZ-LEAL et al., 2020; LOH, et al., 2020). Cripto-profagos de
Lactobacillus, encontrados no gene msrA e transportando genes do sistema toxina-antitoxina
bacteriano, indicam a variedade de funcdes dos profagos (DENOU et al., 2008). Trabalhos como
o de Javan et al. (2019) destacam a influéncia dos profagos no sucesso evolutivo de linhagens de

Streptococcus, enquanto Bruggermann et al. (2013) discutem o potencial terapéutico dos
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profagos PRFR1 e PRFR2 contra cepas de P. acnes associadas a doengas. Todos esses estudos
abordam diferentes formas pelas quais profagos influenciam bactérias de interesse
biotecnoldgico.

O conhecimento sobre o género Weissella, seus profagos e sua caracterizacdo bioldgica é
limitado (PRINGSULAKA et al., 2011; KLEPPEN et al., 2012b; LEE et al., 2017; PANTHEE et al.,2019;
SHARMA et al., 2023; WAN et al., 2023). Considerando a ubiquidade de fagos e bactérias lacticas
acido (BAL), juntamente com as diversas formas de transferéncia génica, e o crescente interesse
na biotecnologia relacionada ao género Weissella (TEIXEIRA et al., 2021; ALVIM et al., 2016;
SANDES et al., 2020; PRADO et al., 2020; FONSECA et al., 2019), emerge a necessidade de
explorar e compreender melhor essas interagdes.

Portanto, este estudo propde contribuir para a classificacdo do género Weissella como GRAS
(Generally Recognized As Safe) ou QPS (Qualified Presumption of Safety) (ABRIOUEL et al., 2015;
FESSARD & REMIZE, 2017). Para atingir esse propdsito, a pesquisa visa identificar sistemas de
protecdo contra fagos nos genomas do género Weissella, investigar a presenca de profagos
nesses genomas e caracterizar a diversidade genética desses elementos. Utilizando genomas j3
depositados e genomas de trés linhagens de Weissella isoladas por nosso grupo com
caracteristicas probidticas, esta abordagem abrangente permitirda uma analise detalhada das
interacbes entre fagos e as bactérias do género Weissella, proporcionando implicacGes

importantes para a seguranca e as aplicacdes biotecnoldgicas dessas bactérias.
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3. OBIJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Analisar a prevaléncia dos sistemas de protecao contra fagos em genomas do género Weissella

e identificar e caracterizar profagos presentes dentro destes genomas.

3.2 Objetivos especificos

o

Realizar a anotacdo e andlise funcional dos genomas de trés linhagens de Weissella, as
quais foram previamente identificadas por apresentarem caracteristicas probidticas

distintivas.

Utilizar o banco de dados PADS Arsenal para identificar e caracterizar genes especificos
associados a mecanismos de defesa contra fagos presentes nos genomas do género

Weissella.

Identificar os profagos presentes dentro de genomas do género Weissella depositados no
National Center for Biotechnology Information (NCBI) e em linhagens probidticas isoladas
por nosso grupo de pesquisa.

Verificar a correlagdo entre o tamanho do genoma bacteriano e a quantidade de profagos
presentes no género Weissella.

Anotar, usando diferentes banco de dados, e comparar, através da sintenia e similaridade
das sequéncias, a composi¢cdo gendmica dos profagos.

Analisar a presenga de genes de viruléncia e resisténcia a antimicrobianos nos profagos

utilizando banco de dados curados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Montagem de genomas de Weissella potencialmente probidticas e analise dos

mecanismos de defesa contra fagos presentes no género Weissella
4.1.1. Crescimento bacteriano

A montagem intitulada VSF134 nesse trabalho, tem origem na linhagem 1BM, isolada da mucosa
nasal de um suino, do trabalho de Alvim (2011); a montagem intitulada VSF140, tem origem na
linhagem GIR46L4, isolada do leite de uma vaca da raca girolando, do trabalho de Steinberg
(2016); a montagem intitulada VSF142 nesse trabalho, tem origem na linhagem V3B-11, isolada
da cavidade oral de uma novilha bovina, do trabalho de Sandes (2013). Os isolados das
montagens VSF140 e VSF142 foram classificadas em seus respectivos trabalhos como
pertencendo a espécie Weissella paramesenteroides, ja o isolado da montagem VSF134
pertencendo a espécie Weissella cibaria, essas classificacbes se deram, a partir do
sequenciamento e analise da regido V3-V4 do 16S rRNA. As trés linhagens, mantidas congeladas
em glicerol a -80°C, foram reativadas em indculos de 2% (v/v) em 5 mL de caldo De Man, Rogosa
e Sharpe (MRS) em aerobiose por 18h a 37°C, seguida de uma repicagem em 5 mL de caldo MRS

nas mesmas condicdes.
4.1.2. Sequenciamento gendmico

O DNA genOmico foi extraido utilizando uma adaptacdo do protocolo de Doyle & Doyle, (1987).
Resumidamente, 5 mL da cultura bacteriana crescida overnight foi centrifugada a 12.000 rpm por
2 min para remoc¢do do sobrenadante. O precipitado celular resultante foi ressuspendido em
tampado de digestdo (constituido de 20% de sacarose; 0,01M Na;HOPg; lisozima 0,1g/mL; pH 7) e
incubado a37°C por 1 hora. Apds incubacao, a lise celular foi acentuada pela adi¢ao de proteinase
K (20mg/mL), tamp&o Tris-EDTA (10mM de Tris-HCl; 1mM de EDTA) e SDS 10%, seguida por uma
reincubacao a 56°C por 1 hora. Em seguida, o lisado celular foi submetido a tratamento com
RNaseA — essa etapa aumenta a qualidade do sequenciamento —em uma nova incubacdo a 37°C
por 1 h. Foram adicionados CTAB (brometo de hexadeciltrimetilaménio) em uma concentracado
de 2% e NaCl 0.7M, seguido por uma nova incubac¢do de 10 min a 65°C. O DNA foi purificado por

meio de uma particdo de fases de cloroférmio/alcool isoamilico, e em seguida, precipitado com
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isopropanol 100% a -20°C por 20 min. O pellet de DNA foi obtido por centrifugacao, seco ao ar e

finalmente ressuspendido com dgua ultrapura.

A avaliacdo do DNA quanto a concentracdao e qualidade foi feita por eletroforese em gel de
agarose 1% e Qubit® Fluorometer Quantitation (LIFE TECHNOLOGIES, 2014). Apds verificado a
qgualidade e quantidade, o material genético foi enviado para sequenciamento pelo método
shotgun na plataforma lllumina HiSeq 2500, utilizando bibliotecas gendmicas Nextera (paired-
end) de 150 pb. Foram gerados dois arquivos para cada biblioteca, cada arquivo com um par das

reads (paired-ends reads).

O fluxograma da montagem pode ser observado na figura 7. A qualidade do sequenciamento de
cada um dos arquivos foi verificada usando o programa FastQC (ANDREWS et al., 2010). O Phred
quality score é uma pontuacdo que mede a qualidade da identificacdo do nucleotideo gerado
pelo sequenciamento, sendo esse um score logaritmico inversamente ligado a probabilidade de
adivinhar a base errada, logo um valor menor implica a uma maior chance de a base errada ser
adicionada e um valor maior implica a menor chance de uma base errada ser adicionada. Os

critérios de avaliacdo foram:

(1) A gualidade por base das reads: Levando em consideracdo os valores das pontuacées
Phred gerados para cada posicao em todas as reads.

(2) Avaliacdo do score gerado: Considerando a distribuicdo das reads, suas pontuacdes
Phred, e observando se a maior parte das reads possuem um score maior que 35.

(3) Avariacdo do conteddo %GC: Levando em conta que %A=%T e %G=%C e sua distribuicdo
em cada posicao.

(4) Distribuicdo normal da média do conteudo %GC das reads, comparando com a
distribuicdo tedrica delas.

(5) Porcentagem de N (base ndo identificada) nas reads por posicao.

(6) A distribuicdo do tamanho das reads: Levando em consideracdo que o sequenciamento

Hiseq produz reads de tamanho 150pb.
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Figura 7: Fluxograma da metodologia para anotagao dos genomas e analises dividida em 4 partes: Sequenciamento
das amostras e processamento das reads; montagem de novo; controle de qualidade e analise gendmica.
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4.1.3. Montagem genOmica

A montagem das sequéncias foi feita de novo guiada pela montagem de genomas de referéncia
(Figura 7) (SCHNEEBERGER et al., 2011; MARIANO, 2015; LISCHER, et al., 2017). Apds o controle

de qualidade, as reads foram submetidas a montagem de novo utilizando os programas:

(1) Edena: Um montador que o seu algoritmo é baseado em grafos Over-Layout-Consensus
(OLC) (HERNANDEZ et al., 2008);

(2) SPAdes: Um montador que seu algoritmo é baseado em grafos de De Buijn com diferentes
tamanhos de k-mer (BANKEVICH et al., 2012);

(3) Unicycler: Uma pipeline de montagem que utiliza uma versdo optimizada do SPAdes, logo,
seu algoritmo é baseado em grafos de De Buijn com a comparacgao e predicdo do melhor

k-mer para a montagem (WICK et a., 2017).

O servidor TYGS (Type (strain) genome server) (https://tygs.dsmz.de/) foi usado para identificar
a possivel espécie e linhagem da montagem (MEIER-KOLTHOFF et al., 2019). Esse servidor,
procura e extrai a sequéncia do gene 16S rDNA dos contigs e alinha essa sequéncia a um banco
de dados de referéncia, determinando assim as possiveis espécies e linhagens. A referéncia
encontrada pelo TYGS foi usada no mapeamento dos reads usando o programa Bowtie2, o

consenso da sequéncia gerou a montagem com genoma de referéncia.

Posteriormente, os resultados das montagens de novo foram avaliados usando o programa
QUAST (MIKHEENKO et al., 2018) e utilizando como referéncia a espécie e linhagem de Weissella
obtida no servidor TYGS. Dentro dos critérios de avaliacdo da qualidade da montagem foram

considerados:

(1) A guantidade de contigs gerados;

(2) O tamanho do maior e menor contigs;

(3) O tamanho total do genoma e sua compara¢cdao com o genoma de referéncia;

(4) O valor N50 e L50, respectivamente, o tamanho do contigs que se encontra na metade o
genoma total e quantidade de contigs para se chegar a metade do genoma total;

(5) Conteudo %GC e sua comparacao com o genoma de referéncia.
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A montagem de melhor qualidade foi selecionada e, a partir do genoma completo de diferentes
linhagens da espécie referéncia, teve seus contigs mapeados e ordenados, em cada um desses
genomas, pelo programa CONTI/Guator2 (GALARDINI et al., 2011), seguida da avaliagdo da melhor
sintenia e cobertura desses genomas. Apds a ordenacdo, o scaffold gerado foi submetido ao
fechamento dos gaps em duas etapas.

Na primeira etapa, foi utilizado a ferramenta fgap do programa GenomeFinisher, essa ferramenta
utiliza o grafo De Buijn para, a partir do scaffold, fechar os gaps gerados com os contigs nao
mapeados e os contigs gerados pelos outros montadores que ndo foram selecionados, como
pardmetros foram utilizados uma identidade minima de 99%, com extremidade de contigs de

500pb e um maximo de e-value de 1le-7.

Na segunda etapa foi feito um fechamento guiado por referéncia. As regides de gaps tiveram a
sequéncia dos seus 500 pb flanqueadores alinhadas contra a montagem com o genoma de
referéncia usando a ferramenta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), levando em conta a
sintenia do genoma, e a partir do consenso das reads mapeado com a referéncia, foram fechados

gaps de regides repetitivas.
4.1.4. Anotagdo gendmica e andlise génica

Durante a primeira e segunda etapa, todas as alteracdes na sequéncia e cobertura de reads
dessas sequéncias foram verificadas manualmente utilizando o programa Ugene
(OKONECHNIKOQV et al., 2012). A profundidade do sequenciamento foi verificada utilizando a
ferramenta SamTools (LI et al., 2019) e levando em consideracdo os critérios apresentados por
Sims e colaboradores (2014). Anota¢dao automatica do genoma foi feita usando Prokka v.1.14.6
(SEEMANN, 2014) nos parametros default, e pelo servidor RAST (https://rast.nmpdr.org/rast.cgi)
(AZIZ et al., 2008), nos parametros default com o auxilio do SEED viewer (OVERBEEK et al., 2005)
para indexacdo de funcdo das regides de codificacdo (CDS) aos seus possiveis ortdlogos usando

COGs (Cluster of Orthologous Groups), quando presentes.

Usando a sequéncia de aminoacidos geradas, uma busca por genes de viruléncia e resisténcia a
antibidticos foi conduzida utilizando o programa DIAMOND (BUCHFINK et al., 2021), com os

parametros padrdes para Blastp, e os bancos de dados curados o CARD (The Comprehensive
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Antibiotic Resistance Database) (ALCOCK et al., 2023) e o VFDB (Virulence Factor of Pathogenic
Bacteria) (LIU et al., 2019), respectivamente, para valores superiores a 70% de identidade e e-

value menores que le-10.

Para observar a presenca de genes ligados a defesa das bactérias frente a fagos, todos as
sequéncias de genomas do género Weissella depositadas no NCBI (National Center for
Biotechnology Information) (Margo, 2023) foram obtidas, totalizando 316 genomas, incluindo as
trés apresentadas nesse trabalho, e, novamente, o DIAMOND foi empregado usando como banco
de dados curados ARSENAL (Prokaryotic Antiviral Defense System) (ZHANG et al., 2020); e para
aprofundar na avaliacdo de possiveis presencas de sistemas CRISPR-Cas, foi utilizado a

ferramenta CRISPR-CasFinder (COUVIN et al., 2018).

Para melhor entender a relacdo filogenética do género, uma arvore filogenética dos genomas de
referéncia de cada espécie foi gerada a partir do gene 16S rRNA usando TYGS (Type Strain
Genome Server) (MEIER-KOLTHOFF et al., 2022), e a relagao foi verificada usando o préprio
database do TYGS, que usa referéncias mais antigas para cada espécie. Para um melhor controle
dos resultados, posteriormente, usamos o RNAmmer (LAGESEN et al., 2007) para extrair as
sequéncias do gene 16S rRNA, alinhamos usando o programa MAFFT (NAKAMURA et al., 2018),
seguido da inferéncia da arvore filogenética usando maximum likelihood (ML) com bootstrap de
100 com o programa RAxXML (STAMATAKIS et al., 2014) e visualizacdo da arvore usando iTOL
(Interactive Tree of Life) web page (LETUNIC & BORK, 2021).

4.2 Detecgao e analise dos profagos no género Weissella

O fluxograma de trabalho para a deteccdo e posterior analises dos profagos estd demonstrado
na figura 8.
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Figura 8: Fluxograma da metodologia para detec¢do e analise dos profagos no género Weissella. Fluxograma da

metodologia empregada.
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4.2.1. Deteccao dos profagos

No total, foram utilizados 316 genomas pertencentes ao género Weissella para esta analise.
Destes, 313 foram obtidos a partir de montagens disponiveis no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) até mar¢o de 2021, compreendendo 40 montagens de
genomas completos e 276 montagens em nivel de scaffold. Adicionalmente, trés genomas de

Weissella potencialmente probidticas foram sequenciados especificamente para este estudo.

A deteccdo de profagos nos genomas de Weissella foi realizada empregando o programa
PHASTER (PHAge Search Tool Enchanced Release), uma ferramenta amplamente reconhecida e
amplamente utilizada para a anotacdo de profagos em genomas bacterianos (ARNDT et al.,
2016). O algoritmo subjacente do PHASTER emprega diversas técnicas, incluindo a predicdo de
genes com o auxilio do programa GLIMMER, a identificagdo de tRNA e tmRNA utilizando o
ARAGORN e o tRNAscan-SE, e a subsequente comparagao das regides preditas com um banco de
dados por meio do programa BLAST, utilizando um limite de valor de e (e-value) superior a 104
O referido banco de dados é subdividido em trés partes essenciais: um banco de dados de
sequéncias bacterianas, um banco de dados de profagos/virus e um banco de dados de
fragmentos de DNA. Essas bases de dados foram elaboradas e sdao mantidas atualizadas por meio
da inclusdo de sequéncias provenientes de fagos, profagos e bactérias, originarias de genomas
arquivados no NCBI, bem como pelo banco de dados de profagos desenvolvido por Srividhya e

colaboradores (2006).

Os genes previstos sao entao agregados, e regides candidatas a conterem profagos sao propostas
com base na avaliagdo da densidade local desses genes, utilizando o algoritmo DBSCAN. O
PHASTER atribui uma pontuacdo a essas regides, levando em consideracdo diversos critérios,
como a presenca de genes com similaridade a genes de outros fagos, o nimero total de genes
codificadores de proteinas (CDS), o tamanho da regido, bem como as func¢des e caracteristicas
dos genes que compdem a regido. Com base nesses critérios, as regioes sao classificadas em trés

categorias distintas: "intactos", "questionaveis" e "incompletos" (ARNDT et al., 2016).
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4.2.2. Anotagao génica dos profagos completos de Weissella

A anotacdo génica foi conduzida de maneira individualizada, utilizando a ferramenta Prokka
v.1.14.6 (SEEMANN, 2014), com os parametros padrdo e um banco de dados especifico para
genes virais. O Prokka faz uso do programa Prodigal (HYATT et al., 2010) para identificar as Open

Reading Frames (ORFs) nos genomas analisados.

Para a predi¢ao da possivel morfologia viral, empregou-se a ferramenta Virfam (LOPES et al.,
2014). Essa ferramenta foi originalmente desenvolvida para identificar familias virais com base
em caracteristicas morfoldgicas, mas, como mencionado anteriormente, as familias preditas pela
ferramenta foram consideradas obsoletas. No entanto, a ferramenta ainda possui um banco de
dados de perfis de Hidden Markov Models (HMM) para genes estruturais virais, o que a torna
uma escolha valiosa para a predi¢cdo da morfologia dos virus. A fim de classificar o estilo de vida
dos profagos, foi utilizada a ferramenta PHACTS (MCNAIR et al., 2012), que dispde de um banco
de dados contendo informacGes sobre genes de fagos lisogénicos e fagos liticos, incluindo genes
relacionados a integracdo, excisdo, lisogenia, genes estruturais e replicacdo. A ferramenta
compara essas informagdes com os genes previamente anotados pelo Prokka e fornece uma

probabilidade estatistica do estilo de vida provavel do profago.
4.2.3. Pan- core- genoma

Para compreender de forma mais abrangente a diversidade dos profagos no género Weissella,
foi realizada uma analise do pan-genoma e core-genoma desses profagos por meio da ferramenta
ROARY (PAGE et al., 2015). Dada a notavel diversidade genética observada em fagos (TURNER et
al., 2021; BRUM et al., 2013), aplicamos configuracGes que ndo separam os clusters em paralogos
e exigiram que os genes do core estivessem presentes em pelo menos 50% dos profagos intactos.
Além disso, utilizamos uma porcentagem de identidade para a analise de BLASTp que variou de
40% a 90%, conforme previamente demonstrado (MARQUES et al., 2021). Posteriormente, a
mesma estratégia foi empregada para profagos intactos que compartilhavam a mesma

morfologia.
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4.2.4. Agrupamento dos profagos similares e analises

Todos os profagos considerados intactos foram submetidos a alinhamentos utilizando a
ferramenta BLAST contra os trés fagos liticos previamente caracterizados para o género

Weissella: Weissella cibaria YS61 phage phiYS61, Weissella phage PWc e Weissella phage WCP30.

Um segundo alinhamento foi realizado utilizando o programa MAFFT para comparar os genomas

1

completos das sequéncias nucleicas, e foi utilizado o argumento "--adjustdirection" para
compreender sequéncias invertidas. Em seguida, uma matriz que engloba similaridade,
cobertura e tamanho foi criada por meio do programa VIRIDIC (Virus Intergenomic Distance

Calculator) (MORARU et al. 2020).

Com base nos resultados obtidos por essas ferramentas, os profagos foram agrupados quando
apresentavam uma similaridade superior a 50%, uma cobertura superior a 60%, além de
compartilharem o mesmo estilo de vida e morfologia (STROMSTEN et al., 2003; VILLION et al.,
2009; COSTA et al., 2018). Para representar cada grupo, foi selecionado o membro que
apresentava a maior cobertura com os outros membros do grupo e o maior tamanho, uma vez
gue um genoma maior proporciona uma maior variedade de proteinas acessdrias dentro do
grupo. Com essas sequéncias selecionadas, foi conduzido um novo alinhamento usando MAFFT,
utilizando esses genomas de referéncia do grupo. O programa jModeltest2 (DARRIBA et al., 2012)
foi utilizado para determinar o melhor modelo de substituicdo de bases, que posteriormente foi
aplicado ao programa RAXML (STAMATAKIS et al., 2014) para inferir a drvore filogenética dessas
sequéncias utilizando o método de maxima verossimilhanga (maximum likelihood, ML), com a
realizacdo de 100 replicatas de bootstrap. Por fim, a arvore filogenética resultante foi visualizada

na pagina da web iTOL (Interactive Tree of Life) (https://itol.embl.de/) (LETUNIC & BORK, 2021).

Com o objetivo de superar um desafio significativo associado a utilizacdo de montagens
de genoma em nivel de rascunho (draft), onde os profagos intactos podem estar fragmentados
em varios contigs, resultando na classificacdo equivocada desses profagos pelo PHASTER como
multiplos profagos incompletos ou questionaveis, realizamos alinhamentos rigorosos usando a
ferramenta BLASTn dessas sequéncias fragmentadas com cada representante dos profagos

intactos. Estabelecemos um critério de classificacdo que considerou as sequéncias como
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componentes desses profagos referéncia se apresentassem uma similaridade superior a 50%, e
atribuimos um valor de porcentagem de cobertura relativa ao profago correspondente. Dessa
forma, geramos uma matriz de cobertura para esses profagos classificados como questionaveis

e incompletos pelo PHASTER em comparag¢do com os profagos intactos.
4.2.5. Andlise da presenca de genes de viruléncia e resisténcia

Em uma nova abordagem, todas as ORFs (Open Reading Frames) dos profagos
considerados intactos dentro do género Weissella foram previamente identificadas utilizando o
pipeline PhageCommander (LAZEROFF et al., 2020). Esse pipeline emprega nove programas
diferentes de predicdo de ORFs, cada um com algoritmos e abordagens distintas: Glimmer;
GeneMark; GeneMark.hmm; GeneMarkS; GeneMark; GeneMarkS2; Prodigal; MetaGene; e
ARAGORN para detecgao de tRNA. Para minimizar a ocorréncia de ORFs falsos positivos e falsos
negativos, foram selecionadas apenas as ORFs que obtiveram um consenso de predicao de

qguatro ou mais anotadores (LAZEROFF et al., 2020; SALISBURY et al., 2019).

Apds a identificacdo das ORFs, realizamos a reanotacdo de seus genes utilizando o
programa DIAMOND (BUCHFINK et al., 2021), empregando os parametros padrdo para a busca
BLASTp com modo de sensibilidade (exigindo uma identidade superior a 30%). Para identificar
genes relacionados a resisténcia e viruléncia, utilizamos os database CARD (The Comprehensive
Antibiotic Resistance Database) e VFDB (Virulence Factor of Pathogenic Bacteria) (ALCOCK et al.,
2023; LIU et al., 2019). Para genes virais, recorremos as seguintes databases: mobileOG-db, um
banco de dados preciso de elementos modveis que abrange todos os genomas de fagos
conhecidos, bem como plasmideos, profagos e outros elementos moveis; nr(non-redundant)
NCBI virus, que engloba todos os genomas virais j& depositados no NCBI e suas respectivas
anotacdes; PHASTER, que contém sequéncias de profagos e fagos previamente anotados com
precisdo; e UniProtKB/Swiss-Prot, um banco de dados manualmente anotado e ndo redundante
(BROWN et al., 2022; BRISTER et al., 2015; ARNDT et al., 2016; THE UNIPROT CONSORTIUM,
2021).

Posteriormente, todas as ORFs foram submetidas a uma reanotacao funcional manual

com base nas informacdes obtidas nas etapas anteriores. Cada ORF foi avaliada considerando
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critérios como identidade superior a 30%, cobertura maior que 50% e um valor de e-value menor
que 1x10719, conforme descrito para a anotacdo manual (SALISBURY et al., 2019). Para essa tarefa,
utilizamos o programa Ugene (OKONECHNIKOV et al., 2012) a fim de assegurar a precisdo e a

acuracia das anotacdes funcionais das ORFs.
4.2.6. Analise estatistica

Os testes de correlagdo foram conduzidos utilizando o coeficiente de correlagao de
Pearson, adotando um nivel de significancia de P < 0,05 e um valor de r > 0,05 como critério. Os
resultados foram apresentados em formato de média * erro padrao médio. Para representar a
presenca de profagos em cada espécie, foram calculados valores de moda e média, devido a

considerdvel variagdo no niumero de amostras de cada espécie.

Todas as andlises estatisticas e a criacdo das figuras foram realizadas utilizando os seguintes
softwares: IBM SPSS Statistics (IBM CORP, Armonk, NY, USA), Microsoft Excel (MICROSOFT
CORPORATION, 2018), R (R CORE TEAM, 2021), R Studio (R STUDIO TEAM, 2020), pacote
tidyverse (WICKHAM, 2017) e pacote ComplexHeatmap (GU et al., 2016).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sequenciamento

O sequenciamento do DNA das trés bactérias utilizando a plataforma HiSeq 2500 da lllumina
gerou dois arquivos, paired-ends, para cada biblioteca. No total foram sequenciados 3,32 Gb,
distribuidos em 22.140.764 reads do tipo paired-ends, cada read com 150 pares de base (pb) de
comprimento (Tabela 1). Todas as sequéncias tiveram a média de sua qualidade por bases com
Phred scores superiores a 32 em todas as posicdes, tendo uma leve e esperada diferenca na
qualidade entre os pares da sequéncia, segundo o préprio manual do programa FastQC
(ANDREWS et al., 2010). Uma vez que a qualidade de todas as bibliotecas foi satisfatéria, as reads
foram submetidas a montagem de novo, usando os programas Edena, SPAdes e Unicycler. A
partir da analise da qualidade da montagem usando o programa QUAST, o pipeline do Unicyler
foi selecionado como o melhor para a montagem das trés bibliotecas, levando em consideragao

as discrepancias com relacdo ao tamanho do genoma, contetdo GC e numero de contigs.

Durante a identificacdo da espécie e linhagem usando o servidor TYGS foi observado que uma
linhagem foi erroneamente identificada pelo trabalho prévio (STEINBERG, 2016). Através da
comparac¢ao do gene 16S rDNA pelo TYGS e pela sintenia dos contigs totais e o genoma da
referéncia, foi possivel reclassificar a linhagem GIR46L4 (VSF140) como sendo da espécie
Weissella confusa. Os resultados apresentados para os outros dois genomas corroboram o
encontrado por Alvim (201) e Sandes (2013), classificando a linhagem 1BM (VSF134) como
pertencendo a espécie Weissella cibaria e classificando a linhagem V3B-11 (VSF142) como

pertencendo a espécie Weissella paramesenteroides (Figura Suplementar S1).
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Tabela 1: Painel de caracteristicas das diferentes bibliotecas produzidas.

Biblioteca = N2 total de reads (paired-ends) = %GC Referéncia para montagem
hibrida

3.733.284 + 3.733.284 =

VSF134 44,8 | W. cibaria CMS2
7.466.568
3.907.257 + 3.907.257 =

VSF140 45,0 | W. confusa VTTE-90392
7.814.514
3.429.841 + 3.429.841 =

VSF142 38,2 | W. paramesenteroides STCH-BD1
6.859.682

A ferramenta CONTIGuator ordenou os contigs gerados com diversas linhagens da espécie
referéncia, a partir da melhor sintenia e maior cobertura, foi gerado dois arquivos com os contigs
mapeados e os contigs ndo mapeados. Os ndo mapeados foram submetidos a uma analise
manual. Afim de melhorar a qualidade da montagem, contigs ndao mapeados com tamanhos
inferiores a 500 bases, com baixa cobertura que, ao serem analisados usando a ferramenta
BLASTn, ndo possuam hit contra o banco de dados nr (Non-redundant) do NCBI foram excluidos
da analise e classificados como artefatos de erro do sequenciamento. A montagem dos genomas
das bibliotecas VSF134 e VSF140 ficou no nivel de scaffold devido a dificuldade do fechamento

de regides repetitivas, como regides de transposase e rRNA.

No caso da biblioteca VSF142, usando o mapeamento de reads pela ferramenta Bowtie2, e
analisando o mapeamento usando a ferramenta SamTools, a profundidade de cobertura média
do sequenciamento ficou em 514x, ou seja, cada base foi confirmada em média em 514 reads
durante o sequenciamento. Ao final, foi possivel identificar um cromossoma e dois plasmideos,
todos circularizados, ndo possuindo gaps e sem bases ambiguas (Ns), todos os contigs gerados
na montagem foram mapeados. Das 6.859.622 reads obtidas no sequenciamento, 99,82% das
reads foram mapeadas. Logo, a biblioteca VSF142 de Weissella paramesenteroides possui um
cromossoma com 1.951.502 pb e dois plasmideos circulares, de 33.263 pb e 10.954 pb. O

conteudo %GC e o tamanho do genoma, respectivamente 38,22% e 1.951.502 pb da linhagem
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condiz com o esperado encontrado em outros membros da espécie depositados no NCBI, como
no caso da linhagem STCH-BD1, 38,14% e 2.052.536 pb; e na linhagem FDAARGOS, 38,10% e
1.947.910 pb.

5.2 Anotagao funcional

Os genomas montados foram anotados usando o programa Prokka e o servidor RAST. Ndo houve
muita diferenca na quantidade de CDS de cada programa, contudo, o numero de CDS
identificadas como proteinas (ndo hipotéticas) foi maior na anotacdo do servidor RAST. Os
genomas Weissella cibaria 1BM (VSF134), Weissella confusa GIR46L4 (VSF140) e Weissella
paramesenteroides V3B-11 (VSF142) possuem, respectivamente, 2375 CDS e 102 RNAs, 2020 CDS
e 82 RNAs, e 1930 CDS e 94 RNAs, esses valores sdao subestimados uma vez que os genomas W.
cibaria 1BM (VSF134) e W. confusa GIR46L4 (VSF140) estdo em draft e podem ter sequéncias
guebradas, contudo, os nimeros de CDS das duas sequéncias estao proximos dos ja reportados
para W. confusa, de média 2078 no NCBI e W. cibaria, de média 2300 em outros trabalhos (LYNCH
et al., 2015). No caso da W. paramesenteroides V3B-11 (VSF142) o valor de CDS é préximo do
encontrado nos outros membros da espécie no NCBI, que possuem média de aproximadamente
1868 CDS. Analisando a distribuicdo das possiveis fun¢des da CDS de cada uma das sequéncias
(Figura 9), podemos observar que a anota¢do conseguiu identificar somente algumas poucas
proteinas relacionadas a profagos. Esse resultado era esperado, tendo em vista que existe uma
grande dificuldade na anotacgdo de genes de fagos por ndao apresentarem homadlogos dentro dos
bancos de dados usados para anotacdo, isso se deve também pela falta de informacdo sobre
genes de fagos sendo a maioria classificado como fun¢do putativa ou hipotético (SALISBURY et

al., 2019).
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Figura 9. Distribuicdo das CDS em categorias para cada montagem. Distribuicdo, em porcentagem, da quantidade
de CDS identificadas em cada uma das montagens realizadas: No eixo X as linhagens bacterianas analisadas e no eixo
Y a porcentagem das CDS identificadas em cada uma delas. Em azul, CDS anotadas com fungao predita por COGs;
em laranja, CDS anotadas sem clareza sobre fungdo, logo, ndo caracterizadas dentro de nenhuma COGs; em cinza
CDS que foram anotadas como proteinas hipotéticas.

Cluster of Orthologous Groups (COGs) sdo grupos de ortdlogos que sdo classificados em
subsistemas, esses subsistemas sdo cole¢des de papéis funcionais que um anotador determinou
qgque devem ser considerados como inter-relacionados. Frequentemente, os subsistemas
representam o conjunto de papéis funcionais que compdem uma via metabdlica, um complexo
(como o ribossomo) ou uma classe de proteinas (por exemplo, proteinas de transducdo de sinal
de dois componentes em Staphylococcus aureus). A relagdo entre os ortélogos é definida e sdo
atribuidos cédigos de variante que descrevem quais das possiveis variantes do subsistema
existem dentro de cada genoma (cédigos especiais sao usados para expressar a auséncia total do
subsistema ou incerteza sobre sua presenca). A construcao de COGs com subsistemas curados é
um dos papéis centrais nos esfor¢cos de anotacdo realizados pelo SEED, National Microbial
Pathogen Data Resource (NMPDR) e pelo Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-

BRC) (OVERBEEK et al., 2005; MCNEIL et al., 2007; OLSON et al., 2023).
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No genoma da linhagem W. cibaria 1BM (VSF134), que foram indicadas 2375 CDS, cerca de 56%
das CDS foram anotadas com genes conhecidos. Dentre essas CDS, aproximadamente 23% (540)
apresentaram possiveis fungdes preditas por meio de COGs (Cluster of Orthologous Groups), com
apenas 2 dessas CDS sendo classificadas como proteinas envolvidas na montagem de fagos. Por
outro lado, 33% (784) das CDS receberam anotagdes génicas, mas sem fungdes claramente
definidas. Enquanto o restante, 44% (1.051) das CDS, foram catalogadas como proteinas

hipotéticas (conforme Figura 9 e 10).

No genoma da linhagem W. confusa GIR46L4 (VSF140), que abrange um total de 2.020 CDS
anotadas, aproximadamente 63% delas tiveram seus genes anotados. Cerca de 27% (538) das
CDS totais tiveram fungbes possivelmente preditas por meio da utilizagdo de COGs, com 4 CDS
sendo classificadas como proteinas envolvidas na montagem de fagos. Adicionalmente, 35,6%
(720) das CDS foram anotadas, mas sem func¢des claramente definidas, e o restante, 37,6% (760)

das CDS, foi anotado como proteinas hipotéticas (conforme Figura 9 e 11).

No genoma da linhagem W. paramesenteroides V3B-11 (VSF142), composto por um total de
1.930 CDS, foi possivel anotar cerca de 71,7% das CDS em genes. Aproximadamente 25,7% (496)
dessas CDS totais possuiam funcdes identificadas com base em ortdlogos conhecidos, usando
COGs, incluindo 3 desses genes envolvidos com a montagem, estrutura e replicacao de fagos.
Adicionalmente, cerca de 43,3% (836) das CDS totais foram anotadas com genes, mas nao
tiveram fungdes preditas em COGs. Por fim, 31% (598) do total de CDS foram catalogados como

proteinas hipotéticas (conforme Figura 9 e 12).

Considerando o perfil dos genes com fungdes inferidas pelos COGs, e dado que nosso
sequenciamento abrange trés espécies distintas dentro do mesmo género, é possivel observar
uma conservacao grande das fung¢des dentro do género, uma vez que todas as nossas sequéncias
apresentaram percentualmente valores parecidos para cada fung¢do (Figura 10, 11 e 12). A
linhagem de W. paramesenteroides V3B-11 (VSF142) teve a maior porcentagem de genes
anotados, possivelmente por ser um genoma montado e classificado como completo (>99% das

reads cobertas, plasmideos e genomas circularizados, e sem contigs ndo mapeados).
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Figura 10. Distribui¢do funcional e contagem dos genes em COGs (Cluster of Orthologous Groups) para o genoma Weissella cibaria 1BM (VSF134). No lado
esquerdo a distribuicdo em grafico de pizza a distribui¢do proporcional dos genes do genoma de W. cibaria 1BM (VSF134) em diferentes categorias funcionais.
Cada fatia do grafico de pizza representa uma categoria especifica, e a area das fatias reflete a proporcao de genes atribuidos a cada categoria. O enfoque é dado
a cor laranja, que representa a categoria que inclui genes relacionados a fagos, profagos, elementos transponiveis e plasmideos. No lado direito é encontrado a
legenda das cores que correspondem as diferentes categorias funcionais representadas no grafico de pizza. Novamente, como mencionado, enfoque na categoria
com escrito em laranja.
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Figura 11. Distribui¢do funcional e contagem dos genes em COGs (Cluster of Orthologous Groups) para o genoma Weissella confusa GIR46L4 (VSF140). No lado
esquerdo a distribuicdo em gréfico de pizza a distribuigdo proporcional dos genes do genoma de W. confusa GIR46L4 (VSF140) em diferentes categorias
funcionais. Cada fatia do grafico de pizza representa uma categoria especifica, e a drea das fatias reflete a proporgdo de genes atribuidos a cada categoria. O
enfoque é dado a cor laranja, que representa a categoria que inclui genes relacionados a fagos, profagos, elementos transponiveis e plasmideos. No lado direito
é encontrado a legenda das cores que correspondem as diferentes categorias funcionais representadas no grafico de pizza. Novamente, como mencionado,
enfoque na categoria com escrito em laranja.
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Figura 12. Distribuicdo funcional e contagem dos genes em COGs (Cluster of Orthologous Groups) para o genoma Weissella paramesenteroides VV3B-11
(VSF142). No lado esquerdo a distribuicdo em grafico de pizza a distribuigdo proporcional dos genes do genoma de W. paramesenteroides V3B-11 (VSF142) em
diferentes categorias funcionais. Cada fatia do grafico de pizza representa uma categoria especifica, e a drea das fatias reflete a proporgao de genes atribuidos a
cada categoria. O enfoque é dado a cor laranja, que representa a categoria que inclui genes relacionados a fagos, profagos, elementos transponiveis e plasmideos.
No lado direito é encontrado a legenda das cores que correspondem as diferentes categorias funcionais representadas no grafico de pizza. Novamente, como
mencionado, enfoque na categoria com escrito em laranja.
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5.3 Sistema de defesa contra fagos

Leigh Van Valen, em 1973, nos apresentou a hipdétese da Rainha Vermelha e que ja foi
amplamente discutida e apresentada no contexto da evolucdo dos fagos e das bactérias (VALEN,
1973; HEILMANN et al., 2010; PATERSON et al., 2010; STERN et al. 2011; KOONIN et al., 2012;
PAPKOU et al., 2019; LOH et al., 2020; HO e HARSHEY, 2021; MAHADEVAN et al., 2023; RAMOS-
BARBERO et al., 2023). A hipdtese da Rainha Vermelha tenta explicar o status quo da relagao
entre o parasita e o hospedeiro, ou predador e presa, onde ambos coevoluem e se selecionam
em um ciclo sem fim de evolucdo, aumentando a diversidade de mecanismos de defesa e de
ataque de ambos os organismos. Nosso estudo se prop6s a melhor elucidar esses mecanismos
de defesa no género Weissella, bem como identificar a prevaléncia ou auséncia de alguns deles
no género, uma vez que foi observado nos genomas sequenciados genes dentro de COGs

relacionados a fagos, profagos, elementos transponiveis e plasmideos.

Para identificar formas de protecdo bacteriana contra fagos, todos os genomas (316) do género
Weissella foram submetidos a procura usando o banco de dados PADS ARSENAL (Prokaryotic
antiviral defense systems), que detectou a presenga 190.665 genes com identidade maior 30%, e
com funcgdo possivelmente conservada; com identidade maior que 70%, 14.003 genes; e muito
conservados com identidade maior que 95%, 10.231 genes. Abordando somente os muito
conservados, esses genes foram divididos em 14 categorias de defesa contra fagos (Figura 13).
Levando em consideracdo a acdo dessas categorias, elas se dividem em dois grupos, os sistemas
de indug¢dao de dorméncia ou morte celular programada do grupo infectado e os sistemas de

imunidade.

O primeiro grupo é representado pelas categorias: Sistema de infeccdo abortiva (ABI) que
blogueia a multiplicacdo viral e promove a morte celular, limitando a dispersdo da progénie viral
dentro da populacdo bacteriana (CHOPAN et al., 2005), esta categoria representou um total de
2,82% dos genes encontrados; e o Sistema toxina-antitoxina (TA), que pode produzir toxinas,
proteinas que reduzem o metabolismo, ou antitoxinas, que podem ser proteinas ou RNA que
inibem a producdo das toxinas, assim como em plasmideos é capaz de inibir a propagacdo de
fagos (SONG et al., 2020). Sendo a quinta categoria mais abundante dentro da espécie, ela

corresponde a 11,47% dos genes encontrados.
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O segundo grupo é representado pelas categorias: Sistema de exclusdo de bacteriéfagos (BREX)
que é um sistema de 6 genes que estdao envolvidos na metilagdo do DNA da célula e bloqueio da
replicacdo do DNA viral (GOLDFARB et al., 2015), essa categoria apresentou 5,5% dos genes
encontrados; o sistema de ilhas de defesa associadas a restricdo/modificacdo (DISARM) esse
sistema é composto por cinco genes, com uma DNA metilase e quatro helicases e trabalha junto
com o sistema restricdo/modificacdo (RM); o sistema RM é o sistema mais estudado em defesa
de profagos, tendo a EcoRl como a mais utilizada, esse sistema funciona através do
reconhecimento de regides especificas de um fago levando a clivagem dessa regido, essas regioes
sao chamadas de sitios de restricao. No género Weissella o sistema DISARM representou 14,7%
dos genes de defesa, enquanto o sistema RM representou 20,5%, esses dados revelam que
dentro da espécie o principal sistema de defesa contra fagos é por RM; Druantia foi o segundo
em numero de genes identificados, tendo 17,8% do total, esse sistema é caracterizado por
codificar proteina enormes (~1800 a 2100 aminodcidos), que contém dominios ndo
caracterizados, acdao de helicases e sitios de ligacdo de ATP, com pedacos de proteinas que
lembram o sistema DISARM, apesar de novo e pouco estudado, confirma mais uma vez a
hegemonia dos sistemas envolvendo RM dentro do género. Dentro deste segundo grupo também
inclui sistemas recentemente descobertos, mas jd apontadas com genes de prote¢do contra
fagos, como os sistemas Septu, Hachiman, Lamassu, Wadjet, Gabija Zorya, Thoeris e DND,
contudo, os mecanismos de acdo ainda ndo foram completamente esclarecidos (DORON et al.,

2018; XIONG, et al., 2020).
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Figura 13: Distribuicdao da quantidade de genes encontrados entre os membros do género Weissella para cada tipo
de sistema de defesa contra fagos. Esse grafico de pizza, as fatias representam a proporcdo de genes associados a
cada categoria de sistema de defesa encontrado nos 316 genomas analisados dentro do género Weissella. Cada fatia
do grafico esta rotulada com uma legenda que indica o tipo especifico de sistema de defesa. Essa representacao
visual permite uma rdpida compreensdo da diversidade e distribuicdo dos sistemas de defesa no género Weissella,
destacando quais sistemas sdo mais prevalentes ou menos comuns na amostra de genomas analisados. Isso pode
fornecer informacgdes valiosas sobre as estratégias de defesa genética presentes nas espécies do género e como
esses sistemas podem contribuir para a adaptagdo e sobrevivéncia desses organismos em seu ambiente.

O sistema CRISPR-Cas desempenha um papel importante na defesa contra fagos, pois evita
infec¢des quando os fagos apresentam sequéncias semelhantes as dos espagadores presentes no
sistema CRISPR. Estudos anteriores ja demonstraram que genomas com um maior nimero de
profagos tendem a ter menos espacadores CRISPR (TOUCHON et al., 2016). Com o objetivo de
compreender melhor a presenga dos genes (80) relacionados ao sistema CRISPR-Cas dentro do
género, os genomas bacterianos foram analisados utilizando a ferramenta CRISPRCasFinder. Essa
ferramenta permitiu quantificar os espacadores CRISPR, bem como a presenca de proteinas Cas,
e em conjunto, apontar o possivel tipo de sistema CRISPR-Cas. Dos 316 genomas analisados, 295

apresentaram algum espacador CRISPR, variando de 1 a 4 espacadores por genoma. Quanto as
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proteinas Cas, somente 44 genomas continham Cas, sendo 43 deles o sistema CRISPR-Cas subtipo
IIA e 2 o subtipo llIA. Curiosamente a linhagem Weissella soli DB-2 apresentou os dois tipos de
sistemas e o subtipo IllA foi exclusivo da espécie Weissella soli. A maioria dos espagadores CRISPR
estava associada ao subtipo IIA, com destaque para a espécie Weissella cibaria. No entanto, é
importante notar que a maioria desses espacadores foi classificada como nivel 1, o que sugere
uma alta probabilidade de serem falsos espagadores (POURCEL et al., 2020). Além disso, a
presenca do subtipo IIA estava restrita a alguns membros do género, incluindo W. cibaria, W.
confusa, W. soli, W. hellenica, W. halotolerans e W. kandleri. O subtipo IllA, por sua vez, parece

ter sido recentemente integrado em Weissella soli.

Esses resultados indicam que o género Weissella ndo costuma apresentar um sistema CRISPR-Cas
robusto, com um grande numero de espacadores, como observado em outros géneros
bacterianos (POURCEL et al., 2020). A andlise filogenética das espécies dentro do género, com
base no gene 16S rRNA (Figura 14), corroborou os resultados anteriores, mostrando que a
presenca do sistema CRISPR-Cas do subtipo IIA estava associada a membros préximos na arvore
filogenética. A espécie Weissella soli, que apresentava dois subtipos, ocupa uma posi¢cdo préoxima
ao ramo encontrado do subtipo IIA, mas também se encontra em um né Unico para o 16S rRNA

e para o subtipo llIA, uma vez que foi a Unica que apresentou tal subtipo.

Em conclusdo, as bactérias do género Weissella apresentam diversas formas de defesa contra
fagos, os resultados sugerem uma grande participacdo de sistemas semelhantes que envolvem
restricdo e modificacdo de sequéncias como nos sistemas RM/DRUANTIA/DISARM. Esses
sistemas conseguem agir tanto em fagos temperados como em liticos, fazendo com que a
coevolugdo ocorra tanto na bactéria hospedeira quando no fago e a até a fixacao de profagos e
genes virais dentro de seus genomas (DEDRICK et al., 2017; PLESKA et al., 2018; BROOKS et al.,
2020). Levando em conta o sistema CRISPR-Cas, observamos que ndo é muito desenvolvido e
nem presente em todos os seus membros. Ainda ndo é claro os mecanismos de evasao presentes
nos profagos, para escapar desses sistemas de defesa presentes nas bactérias Weissella, levando
em consideracdo que nenhum sistema é garantido de protecao contra fagos. Fagos possuem

diferentes formas de contra atacar esses sistemas de defesa, seja, mudando os sitios de ligacao,
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modificando proteinas virais ou cooperando com outros fagos para burlar o sistema CRISPR-Cas

(LANDSBERGER, 2018).

Considerando que elementos parecidos com profagos sdo encontrados em diversas bactérias
(CANCHAYA et al., 2003), e que virus sdao ubiquos, existe a probabilidade desses elementos
carregarem fatores que podem melhorar o fitness bacteriano, caracteristica que pode ser
interessante para bactérias de interesse biotecnoldgico. Claro que é importante ressaltar a
necessidade de saber a estabilidade desses elementos. O rearranjo entre os genomas dos fagos
lisogénicos e seus hospedeiros pode levar a emergéncia de novas espécies de fagos e novas

espécies de bactérias.

Weissella oryzae SG25

Weissella muntiaci 8H-2

Weissella jogaejectgali FOLO1
Weissella thailandensis JCM 10695
Weissella paramesenteroides STCH-BD1
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Weissella fiellenica CCUG 33494
Weissella confusa DSM 20196
Weissella cibaria CIMS3
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0.
Figura 14: Arvore filogenética dos membros do género Weissella. Arvore filogenética de todas as sequéncias de
referéncia de cada espécies do género Weissella e dois membros outgroup (Periweissella (um antigo membro do
género) e Leuconostoc (um membro da mesma familia Lactobacillaceae). A arvore foi construida extraindo o 16S
rDNA usando RNAmmer, alinhando-os usando MAFFT, RAxML foi usando para inferéncia da arvore filogenética por
maximum-likelihood (ML) e bootstrap de 100.
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5.4 Deteccdo in silico e analise de distribuicao de elementos semelhantes a profagos em

espécies de Weissella

Utilizamos a ferramenta PHASTER com argumentos default para identificar sistematicamente
profagos dentro de 313 genomas de Weissella disponiveis publicamente, obtidos do banco de
dados do NCBI. Além disso, adicionamos trés genomas recentemente sequenciados,
cuidadosamente selecionados por seu potencial biotecnolégico, conforme descrito

anteriormente (ALVIM et al., 2015; SANDES et al., 2020; STEINBERG et al., 2022).

Nossa analise revelou um total de 908 elementos semelhantes a virus (virus-like elements - VLEs)
dentro desses genomas. Dentre esses, 347 foram categorizados como profagos intactos, 127
como questiondveis e 434 como incompletos. Essas classificacdes foram determinadas com base
nos critérios do programa PHASTER, como tamanho da regido, locais de ligacdo, numero,
composi¢ao e proximidade de genes semelhantes a virus. De todas as bactérias (316), 27,5% dos
genomas ndo apresentavam nenhum profago classificado como integro. Notavelmente, apenas
W. viridescens NJ100, W. confusa BCC 4255, W. confusa LMG 14040 e W. cibaria VSF134 ndo
apresentaram elementos semelhantes a fagos, indicando que a maioria das bactérias é lisogénica
(43%) (contendo um profago integrado) ou, variando de 2 a 5 profagos integros, polilisogénica
(29,4%) (abrangendo mais de um profago integrado) (Figuras 15 e 16). Essa alta frequéncia de
profagos incompletos em genomas bacterianos tem sido descrita para outros géneros, tanto ao
trabalhar exclusivamente com genomas completos quanto com genomas incompletos (BOBAY et
al., 2014; TOUCHON et al., 2014; COSTA et al., 2018; CRISPIM et al., 2018; ZHANG et al., 2019). A
antecipacado de detectar um alto niumero de profagos degenerados esta fundamentada no fato
de que profagos integros geralmente estao sujeitos a intensas pressdes seletivas impostas pela
bactéria hospedeira, que pode empregar uma variedade de mecanismos de defesa contra fagos

(BOBAY et al., 2014; ZHANG et al., 2019).



10

1,2 1,4 16 1,8 2 2,2 2,4 2,6

Média do tamanho do genoma (Mbp)

72

W. oryzae Espécie Elementos intactos
o W. bombi
W. muntiaci
= 9 W. ceti
L
S' W. cibaria
1
he] W. coleopterorum
c 8
g W. coleopterorum o W. confusa
% \ ® W, diestrammenae
Y 4 . . . o W. halotolerans
= W. jogaejoetgali
2 W. thailandensis
=
= ® W. hellenica
P
g @ W. jogaejoetgali
E W. paramesenteroides \ o W. kandleri
95 ® W. koreensis
(%] .
§ W, ceti _\ W.sp o W. minor
S oW L
v 4 W. thailandensis W. muntiaci
8 W. minor W. cibaria W. oryzae
wv .
je! W. kandleri W. hellenica /V W. paramesenteroides
c
o 3 h W. sagaensis
= W. uvarum
% L ) W. confusa W. soli
g, W. koreensis \. o W tructae
ge) \
o . W. sagaensis o W. uvarum
o W. tructae W.soli
[e] ® W, viridescens
= 1 .7 W. bombi o W.sp
W. halotolerans » ’ @
W.viridescens W. diestrammenae
0

Figura 15: Niumero de elementos parecidos com virus (Virus-like elements — VLEs), VLEs integros e tamanho do genoma das espécies de Weissella. Nesta figura, o eixo X exibe
o tamanho médio do genoma para cada espécie de Weissella, enquanto o eixo Y representa a moda de VLEs encontrados em cada espécie. O tamanho de cada ponto de dados

em forma de bolha corresponde a contagem média de VLEs integros descobertos em cada espécie. As setas e as cores das bolhas indicam os nomes das espécies.



73

_ Incompleto (434)
Questionavel (128)
M Intacto (347)

200

150

100

50

Numero de elementos parecidos com virus (Virus-like elements - VLEs)

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 85
Tamanho dos elementos parecidos com virus (Virus-like elements - VLEs) (Kb)

Figura 16: Distribuicdo do comprimento e quantidade de elementos parecidos com virus (Virus-like elements — VLEs) dentro do Género Weissella. Esta figura representa a
distribuicdo de VLEs categorizados pelo seu tamanho dentro do género Weissella. O eixo X exibe o tamanho dos VLEs em quilobases (Kb), e o eixo Y mostra o nimero de VLEs.
Os dados sdo apresentados como barras sobrepostas: barras vermelhas representam VLEs integros; barras rosas escuras representam VLEs questionaveis; e barras rosas claras

representam VLEs incompletos. O tamanho da amostra para cada categoria de elementos também é fornecido na legenda em parénteses.
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No ambiente, as bactérias estdo constantemente sujeitas a ataques de fagos, com alguns fagos
se integrando ao genoma bacteriano e estabelecendo uma relagao irreversivel entre o fago e o
hospedeiro, o que pode resultar na perda de determinadas fun¢&es no fago incorporado (BOBAY
etal., 2014; WANG et al., 2010). Apesar desse fator, um nimero substancial de profagos integros
(347) foi identificado em genomas incompletos (204), indicando provavelmente que esses
profagos foram adquiridos relativamente recentemente, uma vez que seu estado integro sugere
gue as pressdes seletivas bacterianas tiveram influéncia minima sobre eles e permaneceram

inalterados ou ndo quebrados (BOBAY et al., 2014).

Os profagos classificados como questionaveis e incompletos, totalizando 59,5% (62+274), foram
categorizados como profagos degenerados, enquanto os integros foram designados como
profagos intactos, representando 40,5% (228). O tamanho médio do genoma dos profagos foi de
24,3 kb. Entre os profagos integros, o tamanho médio do genoma foi de 35,5 kb; o menor foi
encontrado em W. viridescens MSK.22.110 e W. viridescens MSK.22.125, com um tamanho de
12,9 kb, enquanto o maior foi identificado em W. ceti CECT 7719, medindo 83 kb. Entre aqueles
considerados incompletos ou questiondveis, o menor foi observado em W. cibaria SP7 com 3,5

kb e o maior em W. paramesenteroides SJ21, medindo 55 kb.

A hipétese de que genomas maiores podem abrigar mais profagos foi examinada anteriormente
em outras bactérias. Bobay et al. (2014) estabeleceram uma clara correlacdo entre o tamanho do
genoma e profagos em Escherichia coli e Salmonella enterica. Costa et al. (2018) relataram um
aumento leve no numero de profagos com a expansao do genoma bacteriano em Acinetobacter
baumannii. No entanto, Touchon et al. (2014) observaram essa correlagao principalmente em
genomas bacterianos pequenos (1-5 Mb), sem tal correlacdo evidente em genomas grandes (5-7
Mb). No caso do género Weissella, uma analise do grafico de dispersdo para os 316 genomas de
Weissella investigados neste estudo, examinando o tamanho do genoma e o numero de
elementos semelhantes a fagos, ndo indica uma correlacdo entre essas varidveis. Essa observacao
€ ainda apoiada pelo teste de correlacdo de Pearson, que resultou em um valor de R2 = 0,007
(Figura 17), indicando a auséncia de correlacdo significativa. Da mesma forma, ndo ha correlacdo
entre o tamanho do genoma e o nimero de profagos integros, com um coeficiente de correlagado

de Pearson R2 = 0,024 (Figura 17).
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Figura 17: Grafico de dispersdao da correlagdo entre o nimero de elementos semelhantes a fagos (Virus-like
elements — VLEs) e o tamanho do genoma em genomas de Weissella. Neste grafico de dispersdo, cada ponto de
dados corresponde a um genoma de Weissella. No eixo X, indicamos o tamanho do genoma em Mbp (milhdes de
pares de bases), enquanto no eixo Y, representamos a contagem total de elementos semelhantes a fagos
identificados em cada genoma. Os pontos de dados laranja representam o total de VLEs, e os pontos de dados azuis
representam o total de VLEs intactos. A linha horizontal no grafico indica o padrdo de melhor ajuste nos dados. No
final dessa linha, a equagdo de regressdo linear é apresentada, acompanhada pelo valor de R? indicando o
coeficiente de determinagdo para a relagao linear.

Dentre todos os elementos semelhantes a fagos, W. confusa apresentou o maior nimero (287),
seguido por W. cibaria (242) e W. paramesenteroides (164). Esses valores eram esperados, uma
vez que essas espécies tém uma quantidade significativa de genomas depositados no banco de
dados. No entanto, o nimero médio de elementos semelhantes a fagos dentro das linhagens de
cada espécie mostrou considerdvel variabilidade. Weissella oryzae teve o maior valor médio com

nove elementos, enquanto alguns membros de W. cibaria e W. confusa ndo apresentaram

nenhum elemento semelhante a fagos.
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E importante destacar que oito elementos semelhantes a fagos foram detectados nos plasmideos
anotados de Weissella; alguns genomas estdo em forma de rascunho, enquanto outros estdo
completos. Em casos de genomas em draft, torna-se desafiador identificar inequivocamente um
contig como um elemento semelhante a fagos em vez de um plasmideo, devido as suas
caracteristicas sobrepostas. Consequentemente, é impossivel determinar se os plasmideos
adquiriram esses profagos por meio de recombina¢cdo homdloga com o cromossomo bacteriano
ou se foram integrados diretamente nos plasmideos. A incorporacdo de profagos em plasmideos
pode levar a vdrias formas de troca de material genético, resultando potencialmente na aquisicdo

de diferentes genes tanto pelo plasmideo quanto pelo profago (SALMOND et al., 2015).
5.5 Caracteristicas dos Profagos de Weissella

A presenca potencial de fagos conhecidos dentro do género Weissella foi verificada alinhando
todos os elementos semelhantes a fagos com as sequéncias dos fagos liticos de Weissella
previamente isolados e caracterizados, bem como as sequéncias disponiveis no banco de dados
GenBank. Isso incluiu o fago phiYS61 de Weissella cibaria, com morfologia de podovirus, e os
fagos PWc de Weissella ceti e WCP30 de Weissella cibaria, ambos com morfologia de sifovirus
(KLEPPEN et al., 2012; LEE et al., 2017; HOAI et al., 2018). No entanto, ndo foi possivel identificar
correspondéncias com uma identidade superior a 5% ou cobertura superior a 20% entre esses

fagos e todos os elementos semelhantes a fagos identificados.

Todas as sequéncias de profagos intactos foram alinhadas, revelando um baixo grau de
identidade de sequéncia entre elas. Uma matriz foi gerada para facilitar a identificacao de grupos
de genomas semelhantes. Essa abordagem analitica foi escolhida considerando a substancial
diversidade interespecifica dentro de fagos e a possibilidade de algumas sequéncias serem
truncadas devido a mecanismos de defesa bacteriana. Posteriormente, utilizamos sequéncias de
genes estruturais virais para prever, in silico, a morfologia viral. A maioria dos profagos
apresentou morfologia de sifovirus (254; 73,2%), enquanto 85 (24,5%) foram classificados com
morfologia de miovirus. Profagos de miovirus tém tamanhos de genoma variando de 23,4 kb a
83 kb, codificando de 25 a 96 proteinas. Os profagos de sifovirus tém tamanhos de genoma
variando de 12,9 a 57,5 kb, codificando de 16 a 71 proteinas. Notavelmente, 8 (2,3%) profagos

permaneceram morfologicamente nao classificados, com tamanho de genoma variando de 14,4
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kb a 41,3 kb, codificando de 22 a 35 proteinas. Essa falta de classificacdo pode ser atribuida a
auséncia de genes estruturais especificos ou a completa auséncia desses genes dentro desses
genomas. Esses profagos nao classificados foram distinguiveis por um alto grau de variabilidade
e foram caracterizados por um excedente de genes de integrases e transposases. Uma
possibilidade intrigante é que esses profagos ndo classificados exibem caracteristicas
semelhantes aos “pirate phages”, que sao conhecidos por ndo ter genes estruturais, mas utilizam
as estruturas de outros fagos (helper) durante a montagem nos ciclos liticos. Esse processo
efetivamente permite que eles se apropriem da estrutura do virion para seus propdsitos
(MITARAI, 2020). Eles também podem pertencer a bacteriéfagos de dsDNA sem cauda (ndo
membros de Caudoviricetes) ou bacteriéfagos de ssDNA, ja que este perfil de HMM ndo possui

alguns genes estruturais de outras classes.

Em relacdo a diversidade genética dentro desses profagos, realizamos uma analise detalhada
usando a ferramenta ROARY, seguindo a metodologia descrita por Yahara et al. (2019).
Empregamos varias combinacdes de pardametros relacionados a identidade de sequéncia para
considerar a considerdvel diversidade observada nos fagos. A analise do pan-genoma revelou que
os profagos de Weissella abrangiam 1617 genes Unicos (com um limiar de BLASTp de >40%) ou
3728 genes unicos (com um limiar de BLASTp de >90%) (Figura 18). Por outro lado, na andlise do
core-genoma, nado identificamos nenhum gene central, e sabiamos com a anotacao PHASTER que
quase todos esses profagos tinham genes semelhantes, como integrase/replicase. Levando em
consideracgao a substancial diversidade gendmica observada comumente em profagos, conforme
apoiado por estudos anteriores sobre pan-genomas de profagos, e o consideravel niumero de
sequéncias de profagos identificadas em nossa analise, utilizamos o limiar de 40% para BLASTp

para compilar o pan-genoma de profagos (YAHARA, 2019; MARQUES, 2021).
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Figura 18: Pan-genoma dos profagos no género Weissella. A: Pan-genoma dos profagos analisados no género Weissella com BLASTp>40%. B: Pan-genoma dos profagos
analisados no género Weissella com BLASTp>90%. Esta figura ilustra o pan-genoma dos fagos Weissella. O eixo X representa o nimero de genomas de profagos, e o eixo Y
representa o numero de genes Unicos. O grafico é representado pela média e desvio padrdo de cada gene Unico em todos os genomas de profagos analisados. Diferentes valores

de BLASTp foram atribuidos a cada grafico, >40% e >90%.
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O termo paralogo, nesse contexto, refere-se a genes com um cédon de parada e um cédon de
iniciacdo ocorrendo no meio do gene, em vez de serem caracterizados como duplicacdes
verdadeiras (YAHARA et al., 2019). E bem estabelecido que os genomas de fagos e profagos
exibem compacidade, frequentemente contendo ORFs sobrepostas (LANG et al., 2017; DION et
al., 2020). Esse resultado era esperado devido a alta diversidade observada entre esses genomas.
Para aprofundar essa investigacdo, procedemos a categorizacdo da morfologia do profago em
miovirus, sifovirus e aqueles sem classificacdo. Posteriormente, uma analise dos core genes,
definidos como aqueles compartilhados por pelo menos 50% das sequéncias, revelou 34 core
genes no profago de miovirus, dez core genes no sifovirus e trés core genes no grupo sem
inferéncia de morfologia (Figura 19). Como descrito anteriormente, os miovirus eram os maiores,
enguanto os profagos sem classificacdo morfoldgica eram os menores em tamanho de genoma
e numero de proteinas. Essa observacao esta alinhada com a analise de core genes, onde os
miovirus possuem mais genes potencialmente relacionados. Em contraste, os profagos sem
classificacdo morfolégica exibem menos genes e tamanhos de proteinas e gend6micos menores

do que as outras duas morfologias.
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Figura 19: Core-genoma das sequéncias de profagos do género Weissella com a mesma morfologia predita. A:

Core-genoma de sequéncias com morfologia predita de miovirus. B: Core-genoma de sequéncias com morfologia

predita de sifovirus. C: Core-genoma de sequéncias com morfologia predita ndo classificada. O eixo X representa o

numero de sequéncias analisadas, enquanto o eixo Y representa o nimero de core-genes classificados, com média e

desvio padrdo. Em A (miovirus), observamos 34 core-genes; para B (sifovirus), dez core-genes; e em C (ndo

classificado), apenas trés core-genes foram identificados.
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Os genes centrais identificados dentro desses grupos de profagos se referem
predominantemente a fungdes virais. No caso dos miovirus, os genes centrais abrangem nao
apenas componentes estruturais, como esperado, mas também genes associados a lisogenia, lise
celular e replicagcdao de DNA. Pelo contrdrio, com apenas dez genes centrais, os sifovirus exibem
mais genes centrais associados a fungdes estruturais. Esse achado pode ser atribuido as muitas
sequéncias dentro dos sifovirus, o que poderia representar desafios ao determinar os genes
centrais dentro de um grupo tdo diversificado. Quanto aos profagos nao classificados, os genes
centrais envolvem recombinacdo/replicacdo e empacotamento de DNA. Essas observagdes estdo
em consonancia com os resultados de andlises de genoma central de profagos em outras espécies

bacterianas, conforme demonstrado em estudos anteriores (YAHARA et al., 2019).

Dada a ampla variedade de genomas bacterianos, diferentes tecnologias de sequenciamento e
abordagens algoritmicas variadas para montagem, buscamos elucidar o estilo de vida dos
profagos. Consideramos que alguns fagos/profagos (em um ciclo litico) podem estar incluidos na
populacdo bacteriana, erroneamente atribuidos dentro do genoma ou tratados como contigs nao
mapeados no cromossomo. Utilizamos o PHACTS para prever o estilo de vida do profago para
abordar essa preocupacdo. Os resultados indicaram que, com uma probabilidade superior a 50%,
299 profagos intactos foram classificados como temperados, enquanto 48 foram categorizados
como liticos. Apesar do numero relativamente alto de profagos liticos, essa observagao pode ser
atribuida a alguns genomas que exibem um alto desvio padrdao em suas previsées. Além disso,
genomas especificos podem estar truncados, faltando alguns genes normalmente associados a

fagos temperados, como integrases.
5.6 Montagem de fagos em grupos e filogenética

Fagos que infectam hospedeiros diferentes geralmente mostram pouca ou nenhuma similaridade
de sequéncia, e até mesmo aqueles que infectam um Unico hospedeiro podem exibir varia¢des
substanciais de sequéncia (MAVRICH & HATFULL, 2017). Ao infectar um uUnico hospedeiro, eles
tendem a gerar mosaicos de regides semelhantes. No entanto, nem toda essa diversidade de
mosaicos pode ser demonstrada e pode existir como um espectro de diversidade genémica (POPE
et al., 2018). Profagos foram classificados como profagos semelhantes quando mostraram mais

de 50% de identidade e mais de 60% de cobertura (COSTA et al., 2018). A sequéncia de referéncia
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foi selecionada com base no maior tamanho e na maior cobertura em cada grupo de profagos
intactos, atendendo a esses critérios. Um novo nome foi atribuido para abranger todos os
profagos intactos dentro desse grupo de fagos semelhantes (Tabela Suplementar). Essa
abordagem foi implementada para acomodar a diversidade interespecifica dos fagos, a
possibilidade de sequéncias mais curtas devido a mecanismos de defesa bacteriana e a

diversidade de genes acessorios.

Consequentemente, identificamos 39 grupos de sequéncias exclusivas que atenderam a esses
critérios de similaridade, compreendendo 15 profagos Unicos para montagens Unicas. Eles
receberam nomes de “wpp” (Weissella ProPhage) e foram numerados aleatoriamente de 1 a 39,
seguindo a morfologia. Entre esses, quatro foram categorizados como tendo um estilo de vida
litico. Uma arvore filogenética foi construida para obter insights mais profundos sobre as relagdes

entre esses grupos de profagos (Figura 20).
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Figura 20: Arvore filogenética de genomas completos de grupos similares de fagos encontrados em Weissella. Com base na sequéncia de referéncia, uma arvore filogenética de

genomas completos foi inferida usando Maxima Verossimilhanga (Maximum Likelihood - ML) com 100 replicatas de bootstrap. Os nomes representam grupos de fagos semelhantes

(identidade e cobertura >50%), com o nimero de membros de cada grupo indicado entre parénteses. A morfologia predita é indicada pela cor do nome: azul para miovirus,

vermelho para sifovirus e verde para morfologia nao classificada. Clusters de morfologias predita predominantes (mais de 4 membros) foram separados em C1-5.
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Nesta arvore, os grupos de profagos sdo nomeados com base no nimero de profagos que
compdem, e a cor do nome representa sua morfologia. Essa abordagem permitiu a criagdo de
clusters de grupos com morfologias semelhantes. Os resultados sugerem que profagos
classificados como semelhantes compartilham conservagao em genes relacionados a estrutura
do capsideo viral, conforme evidenciado pelos Clusters C1-5. No entanto, é importante observar
que, em alguns casos, esses clusters sao polifiléticos, mais representados no Cluster 3 (C3), mas
também nos Clusters 1 (C1) e 5 (C5), com um membro do grupo tendo apenas um profago.

Notavelmente, sifovirus compreendem a maioria dessas sequéncias selecionadas (Figura 20).

No entanto, ha uma diversidade significativa entre os profagos intactos, com alguns membros do
grupo de miovirus sendo mais intimamente relacionados aos sifovirus do que outros miovirus,
como mostra o Cluster 3. Além disso, alguns profagos anteriormente sem classificacdo de
estrutura, como wpp35 (mostra-se préximo a membros sifovirus) no Cluster 1 (C1) e wpp36
(mostra-se préximo a membros de miovirus e sifovirus) no Cluster 3 (C3), mostraram
compartilhar algumas semelhancas com outros grupos. Da mesma forma, wpp37, wpp38 e
wpp39, todos no Cluster 4 (C4), também compartilham semelhangas, provavelmente devido ao
fato, ja bem estabelecido na literatura, de que varias avaliacdes independentes indicaram que
essas classificacdes com base em morfologia sdo polifiléticas e ndo representam adequadamente
linhagens evolutivas compartilhadas. Isso destaca por que inferéncias taxonOmicas
contemporaneas muitas vezes se baseiam em varias fontes de dados além das caracteristicas
morfolégicas (AIEWSAKUN et al., 2018; BARYLSKI et al., 2020; TURNER et al., 2023). Classificar
esses fagos em familias ou classes depende de mais do que apenas morfologia e composicdo
gendmica devido a falta de um marcador genético conservado e a vasta diversidade gendmica de
fagos. No entanto, nossos resultados sugerem que esses membros provavelmente pertencem a
classe Caudoviricetes, ja que compartilham alguns genes com membros da classe. E concebivel
gue os fagos encontrados no Cluster 4 (C4) sejam mais propensos a pertencer a uma familia
diferente ou até a outra classe de virus de DNA de fita dupla. A auséncia de genes estruturais
nesses fagos impede até mesmo sua classificagdo como Caudoviricetes, pois eles carecem de
proteinas essenciais da cauda viral. No entanto, vale ressaltar que o banco de dados usado pelo

PHASTER para identificar profagos e classifica-los como intactos é composto principalmente por
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genes de Caudoviricetes, pois esses sdao os fagos mais extensivamente estudados e sequenciados.
A classificagdo do PHASTER de profagos leva mais do que apenas genes estruturais como
elementos para uma sequéncia de profago intacta, levando em conta tambem genes de

replicagdo, lise, integracao e regides de insercdo (ARNDT et al., 2016).

Para mitigar um desafio significativo associado a utilizacdo de montagens de genomas, onde
profagos intactos podem estar fragmentados em varios contigs, levando o PHASTER a classifica-
los como multiplos profagos incompletos ou questionaveis, realizamos alinhamentos rigorosos
com BLASTn dessas sequéncias fragmentadas em relacdo as 39 sequéncias Unicas. Aplicamos um
critério de classificacdo designando sequéncias como componentes desses profagos semelhantes
se exibissem uma similaridade superior a 50%, e atribuimos um valor percentual de cobertura

relativo a sequéncia Unica correspondente.

Esta analise revelou que algumas sequéncias de profagos incompletos e questiondveis
representavam fragmentos de uma sequéncia Unica. Essa fragmentacdo pode ser atribuida a sua
disposicdo em contigs distintos, a exposicdo a pressdes evolutivas seletivas ou a mecanismos de
defesa bacterianos, enquanto retém genes virais e acessorios. Como resultado, essa abordagem
refinada identificou 562 sequéncias (compostas por 128 profagos incompletos e 434
guestionaveis), com 350 sendo categoricamente designadas como constituintes dessas
sequéncias andlogas de profagos. As 212 sequéncias restantes ndao foram submetidas a
investigacdo adicional. No entanto, é digno de nota que profagos fragmentados podem ndo
apresentar similaridade com aqueles identificados anteriormente neste estudo entre essas
sequéncias nao examinadas. Algumas dessas sequéncias podem, de fato, representar profagos
completos. Consequentemente, é essencial reconhecer que essas sequéncias podem abrigar

genes acessorios com implicacdes para a aptiddo bacteriana.

A presenca de grupos de profagos semelhantes, tanto intactos quanto fragmentados, dentro de
cada espécie, é ilustrada nas Figuras 21 e 22. Como observado, grupos especificos de profagos
demonstram similaridade e sdo compartilhados entre diferentes espécies. Podemos usar as
relacdes filogenéticas entre essas espécies para identificar agrupamentos de espécies com
profagos semelhantes designados como CS1, CS2, CS3 e CS4. Espécies que ndo se encaixam

nesses agrupamentos possuem profagos distintos. Embora apenas trés genomas em nossa
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analise possam representar CS1, é digno de nota que ambas as espécies dentro desse
agrupamento ainda compartilham os mesmos profagos intactos conservados, como wpp26,

wpp27 e wpp35 (Figura 21).
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Embora W. paramesenteroides seja mais abundantemente representado em sequéncias
gendmicas do que outros membros de CS2, eles ainda compartilham quase todos os profagos
semelhantes, com alguns mostrando conservagao excepcionalmente alta, como wpp7. No
entanto, alguns profagos sdo intactos em algumas espécies e fragmentados em outras, como
wppl2, wppl3, wppld, wppl6, wpp32 e wpp39, e estdo dispersos ao longo das espécies dentro
deste agrupamento. Curiosamente, em W. paramesenteroides, aonde ha um sequencias intactas
do grupo wpp33, ha apenas sequencias parciais de wpp32. Essa discrepancia pode ser atribuida
a um problema no processo de montagem do genoma, ou pode sugerir a presen¢a de uma nova
variante que divergiu em dois grupos distintos. Investigacdes adicionais sdo necessdrias para
elucidar essa observacdo e determinar se é um artefato de anota¢do ou uma variacdo genética

genuina dentro de W. paramesenteroides (Figura 22).

Do ponto de vista filogenético, W. cibaria e W. confusa parecem estar intimamente relacionados
e compartilham profagos semelhantes em grupos. No entanto, esses profagos estdo
fragmentados, e as duas espécies ndo compartilham profagos intactos, apenas fragmentos. Uma
hipdtese para esse fendbmeno é que mutacbes nessas sequéncias podem ter causado a ndo
conformidade com nossos critérios de agrupamento. Essas sequéncias podem ter se alterado e
criado variantes ao longo do tempo por meio de mosaicismo, duplicacao e mutac¢ao. Por exemplo,

wpp9 e wpp20 estdo apenas fragmentados em W. confusa, e wpp22 esta apenas em W. cibaria.

Embora CS4 tenha menos sequéncias, o que implica menor cobertura e diversidade de
sequéncias, eles compartilham similaridades em profagos intactos e fragmentos. Isso sugere que
elementos conservados dentro deste grupo de profagos podem estar presentes em varios
genomas, apesar da menor cobertura e diversidade geral de sequéncias. Embora CS4 pareca ser
um grupo parafilético, com W. uvarum estando intimamente relacionado fora do grupo, isso
provavelmente se deve a menor representacdo de genomas de W. uvarum. Com a adi¢do de
novos depdsitos de sequéncias, analises adicionais poderiam determinar a extensdo e a
significancia desses elementos compartilhados dentro dos profagos de CS4, e esse conceito pode

ser aplicado a CS1 e a todas as outras espécies.
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5.7 A contribuicdo da genética de profagos para a resisténcia bacteriana e viruléncia em

Weissella

Profagos podem codificar varios genes que beneficiam a bactéria hospedeira, incluindo genes
para resisténcia a antibidticos, funcées metabdlicas e fatores de viruléncia. Para compreender
melhor os efeitos benéficos que esses profagos podem ter na aptidao bacteriana, procuramos
identificar genes de resisténcia e viruléncia em seus genes auxiliares nos profagos do género

Weissella.

Como é bem sabido, os genomas de fagos frequentemente exibem sobreposicdao de genes,
genomas compactos e carregam genes bacterianos quando entram na fase de indugao
(RANCUREL et al., 2009; TREANGEN et al., 2011; SABATH et al., 2012), o que pode dificultar a
identificacdo das regides de sequéncia codificante (CDS) dos profagos. O Prodigal é a ferramenta
mais comumente usada para essa tarefa em bactérias, mas quando aplicado a essa condicdo
apresentada por fagos, nem sempre é preciso. Estudos recentes mostraram que usar multiplos
algoritmos de deteccdo de CDS é uma abordagem eficaz para a anotacdo de profagos (POPE et

al., 2018; SALISBURY et al., 2019; LAZEROFF et al., 2020).

Com isso em mente, identificamos regides de CDS usando o programa PhageCommander e
usamos o consenso e a melhor cobertura de nove algoritmos diferentes de deteccdo de CDS para
determinar as regides de CDS de todos os 347 profagos intactos encontrados nos genomas de
Weissella. A analise desses CDS com os bancos de dados CARD e VFDB revelou que esses genes
estdao comumente situados no inicio ou no final da sequéncia do profago. Essa observagao esta
de acordo com as expectativas, pois profagos frequentemente abrigam genes bacterianos
proximos ao local de ligacdo (attachment - att), que podem ser incorporados durante a excisao.
Como diretriz geral, a avaliacdo de genes de resisténcia e viruléncia como confidveis estava
condicionada a identidade de sequéncia e a cobertura superando o limite de 80%, em
conformidade com os critérios estabelecidos para a identificacdo de fatores de resisténcia e
viruléncia (CHEN et al., 2015; PEARSON et al., 2016; WANG et al., 2020; QIAO et al., 2020; ZHOU
et al., 2021). A auséncia de profagos que possuem tais CDS que atendam a esses critérios
definidos implica um risco limitado, potencialmente ausente, de transferéncia horizontal de

genes, pois esses casos envolvem principalmente fragmentos de genes. No entanto, permanece
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plausivel empregar critérios alternativos para explorar a presenca potencial de fragmentos de
genes dentro desses profagos, mesmo que ndo sejam identificdveis com confianga como

confidveis ou funcionalmente ativos.

Foram identificados 64 genes associados a mecanismos de resisténcia e categorizados com base
em seus respectivos atributos de funcdo. Em particular, 13 desses genes estavam relacionados a
inativacdo de antibidticos, 43 genes com efluxo de antibiéticos, dois com substituicdo do alvo do
antibiotico e seis com alteracdo do alvo do antibidtico (Figura 23 - A1). Uma proporc¢do substancial
desses genes de resisténcia foi associada a profagos unicos especificos, com o wpp7,
representando 30% dos hits, wpp22 com 25% dos hits, wpp32 com 22% dos hits, e wpp9, wpp37,

wpp39, wppl9 e wpp24 contribuindo coletivamente com 23% dos hits restantes (Figura 23 - A2).
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Figura 23: Quantidade de genes e grupos de profagos associados a resisténcia e viruléncia presente nos fagos de Weissella
analisados. A1: Numero de genes de resisténcia a antibioticos (ARGs) presentes nos fagos de Weissella analisados. A figura exibe
barras sobrepostas representando a quantidade de genes de resisténcia a antibidticos (ARGs) com a¢&es indicadas por cor na legenda
para identidades superiores a 30% e 40%. A2: Niumero de genes de viruléncia presentes em cada grupo semelhante de fagos. Esta
figura ilustra a quantidade de genes de viruléncia em cada grupo de fagos semelhantes para identidades superiores a 30% e 40%. A
legenda indica os grupos de fagos por cor. B1: Niimero de genes de viruléncia presentes nos fagos de Weissella analisados. A figura
apresenta barras sobrepostas representando o nimero de genes de viruléncia, com suas funcdes listadas na legenda por cor para
identidades superiores a 30% e 40%. B2: Numero de genes de viruléncia presentes em cada grupo semelhante de fagos. Esta figura
mostra a quantidade de genes de viruléncia em cada grupo de fagos semelhantes para identidades superiores a 30% e 40%. A legenda
indica os grupos de fagos por cor.
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Esse resultado destaca a presenca de mecanismos de resisténcia dentro da diversidade dos
profagos que eles representam. No entanto, é essencial reconhecer que essa associagao existe
dentro de um subconjunto relativamente limitado, pois apenas 20% (8) dessas sequéncias Unicas
de profagos exibiram tais mecanismos. E importante observar que os critérios para a deteccio
de homologia empregados nesta andlise foram relativamente rigorosos, exigindo um limite de
identidade superior a 30% e um limite de e-value inferior a 1x10, com um comprimento minimo
de hit superior a 50 aminoacidos. Notavelmente, a maioria desses genes caiu na "twilight zone"
dos alinhamentos de sequéncias de proteinas, com identidades de BLASTp variando de 30% a
40% (ROST, 1999; MAVRICH & HATFULL, 2017). Notavelmente, apenas trés genes apresentaram
identidades superiores a 40%, especificamente vatH no profago de W. paramesenteroides STCH-

BD1, catB8 no profago de W. confusa TM115-1155 e catB3 no profago de W. confusa 1477.

vatH é uma acetiltransferase, tipicamente mediada por plasmideos, e estd envolvida na
inativacdo de antibidticos da classe estreptogramina em Enterococcus faecium (JUNG et al.,
2010). Acetiltranferases também foram identificadas em profagos como agentes resistentes a
antibidticos em Acinetobacter baumannii (COSTA et al.,, 2018). Os catB sdo cloranfenicol
acetiltransferases (CATs); os CATs do tipo B também foram chamados de acetiltranferases de
xenobidticos (XATs) na literatura; conferem baixa resisténcia ao cloranfenicol e ndo sao
homodlogos estruturais ou de sequéncia dos CATs do tipo A, mas sdo estruturalmente
relacionados ao vatA e vatD (JUNG et al., 2010; ALCALA, 2020). No entanto, é crucial destacar
gue, apesar dessas identidades mais altas, todos os hits exibiram valores de e-value variando de
1x10 a 1x10719, juntamente com comprimentos inferiores a 100 aminodacidos, mais curtos que

os outros genes identificados.

Relacionado a todos os genes encontrados, incluindo hits na twilight zone, o gene mais prevalente
encontrado foi o macB (55%), presente em profagos de W. cibaria, W. confusa, W.
paramesenteroides e W. thailandesis. Esse gene faz parte de um transportador de ATP (ABC) e
desempenha um papel fundamental na capta¢do de nutrientes, exportacdo de toxinas, regulagao
de canais de potassio e contribui para a resisténcia contra medicamentos macrolideos por meio
de uma bomba de efluxo. Allen et al. (2011) mostraram a predominancia de genes de resisténcia

a bombas de efluxo, incluindo transportadores ABC e transportadores RND (Resisténcia-
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Nodulagdo-Divisdo) nos viromas fecais de porcos apds a inducdo de fagos por antibidticos.
Subirats et al. (2016), por meio de estudos metagendmicos de esgoto hospitalar, destacaram o
papel dos fagos como reservatdrios de genes de resisténcia, demonstrando que a abundancia de
leituras contendo genes de transportadores ABC era maior em leituras de fagos do que em
leituras bacterianas. Wang et al. (2021) mostraram uma presenca aumentada do gene macB em
todos os grupos de metagenémica do fagoma de esgoto e muitos outros ARGs com uma baixa

representacdo (vatH (16%), vanXF (9%), gacH (6%), golS (5%), mecl (3%) e catB (2%)).

Uma analise abrangente de genes de viruléncia resultou em 389 genes distintos
sistematicamente categorizados com base em seus atributos funcionais. Esta categorizacdo
revelou 89 genes associados a exoenzimas, nove genes associados a exotoxinas, 62 genes
relacionados a aderéncia, 64 genes ligados a fatores nutricionais/metabdlicos, 16 genes
envolvidos em mecanismos de sobrevivéncia ao estresse, 78 genes associados a modulacdo
imunoldgica, trés genes associados a mobilidade, 22 genes relacionados a invasdo, 19 genes
envolvidos em sistemas de entrega de efetores, cinco genes associados a formacao de biofilme e
33 genes relacionados a transportadores ABC de reciclagem, T6SS (Sistema de Secrec¢ado Tipo VI)
e peptidase de sinal (Figura 23 - B1). Entre essas 39 sequéncias Unicas, descobrimos que 59%
exibiam algum tipo de gene de viruléncia (Figura 23 - B2). Este resultado esta de acordo com as
expectativas, pois genes especificos relacionados a fungbes virais (como componentes
estruturais, lise, replicacdo, integrase e transposases) apresentam homologia com alguns genes
de viruléncia em bactérias, como o T6SS, que tem homologia com a cauda de fagos do tipo

miovirus (CHEN et al., 2015).

A maioria desses genes de viruléncia (287) estava situada na twilight zone de similaridade de
sequéncia, enquanto 102 genes exibiam identidades superiores a 40%. Apds uma analise mais
aprofundada desses 106 genes, eles foram classificados em varias categorias funcionais, incluindo
fatores nutricionais/metabdlicos (15 genes), aderéncia (46 genes), exoenzimas (12 genes),
invasdo (21 genes), modulacdo imunoldgica (3 genes), sistemas de entrega de efetores (1 gene)
e outros (8 genes). Notavelmente, nenhum gene associado a exotoxinas, sobrevivéncia ao
estresse, mobilidade ou formacdo de biofilme foi encontrado fora da twilight zone. Além disso,

genes de invasdo e aderéncia foram proporcionalmente menos afetados por esse limite de
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similaridade de sequéncia, mostrando que esses genes sdo mais propensos a homologia com
funcdo preservada. Como mencionado anteriormente, genes provavelmente relacionados a
funcdo de infeccdo viral. No entanto, ndo estd descartado que esses genes possam adquirir novas
fung¢des, como demonstrado com o T6SS (CHEN et al., 2015). Em relagdao aos genes de viruléncia,
embora a maioria seja categorizada sob funcbGes de invasdo/exoenzima/aderéncia, com
identidade abaixo de 70%, alguns também estdo associados a genes estruturais virais, o que esta
alinhado com a compreensdo de que fagos/profagos sdo parasitas e que alguns genes de

viruléncia bacteriana evoluiram a partir de elementos estruturais virais (CHEN et al., 2015).

z

E importante cautela ao atribuir fungGes aos genes de resisténcia e viruléncia identificados.
Embora muitos genes de resisténcia tenham sido identificados, suas funcdes especificas, se
houver, permanecem altamente questionaveis. Em relagdo aos genes de viruléncia, é essencial
considerar que eles estdo associados a elementos genéticos médveis, frequentemente carregando

genes de viruléncia necessarios para sua mobilidade.

A presenca de genes dentro da twilight zone de similaridade de sequéncia, que normalmente nao
sdo considerados homodlogos e podem ndo funcionar de maneira semelhante aos seus
homodlogos, oferecendo uma percepcao maior sobre a evolucdo de fagos (ROST, 1999; MAVRICH
& HATFULL, 2017). Fagos e profagos estdo sujeitos a modificacbes genéticas continuas, e a
presenca de genes dentro desse limite de similaridade de sequéncia sugere que esses fagos
podem ter carregado genes de resisténcia e viruléncia em seu repertério de genes acessorios,
conferindo papéis significativos na aptidao tanto do fago quanto da bactéria que abriga esses
profagos. No entanto, esses genes parecem ter sofrido modificacdes genéticas, especialmente
em profagos sujeitos a mecanismos de defesa bacteriana (SRIKANT, 2022). Além disso, é digno
de nota que alguns desses genes estdo presentes em sequéncias Unicas; no entanto, nem todos
os profagos representados por essas sequéncias Unicas necessariamente possuem esses genes

como parte de seu contetdo genético acessorio.
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6. CONCLUSAO

Neste estudo, foram realizados o sequenciamento, anotagdo génica e andlise funcional dos
genomas de trés novas linhagens de Weissella com potencial probiético — Weissella cibaria 1BM,
Weissella confusa GIR46L4 e Weissella paramesenteroides VV3B-11 — evidenciando a presenca de
uma notavel quantidade de genes associados a sistemas de restricado e modificacdao de
sequéncias, tais como os sistemas RM/DRUANTIA/DISARM. Estes sistemas desempenham um
papel crucial na defesa contra fagos, sejam eles temperados ou liticos, e desencadeiam processos
de coevolucdo entre as bactérias e os fagos, propiciando a integracdo de profagos e genes virais

em seus genomas, bem como a modificagdao dos profagos previamente incorporados.

A presenca de genes acessorios nos profagos emerge como um suporte fundamental para a
sobrevivéncia destas bactérias em ambientes adversos, possibilitando uma eficaz competicao
com outras espécies bacterianas. Em relacdo ao sistema CRISPR-Cas, o género Weissella nao
possui um sistema CRISPR-Cas altamente desenvolvido, caracterizado por um nimero limitado
de espacadores e poucas proteinas Cas. Uma excec¢do é a espécie Weissella soli, que apresenta

dois subtipos distintos desse sistema, ainda que com um numero limitado de espagadores.

Ademais, certos profagos especificos estdao preservados em diferentes espécies, evidenciando a
riqueza e complexidade da diversidade genética presente. E importante ressaltar que o
mecanismo de ativacdao dos profagos permanece sujeito a incerteza, demandando, portanto,
investigacGes laboratoriais adicionais para uma compreensdo completa. Quanto a resisténcia a
antibidticos, ndo foram identificados genes com alta identidade que representem um significativo
risco de transferéncia genética horizontal. Por outro lado, no contexto dos genes de viruléncia,
embora sejam identificados em grande quantidade, a maioria compartilha semelhanca com
genes de natureza estrutural de virus, ndo sendo identificado nenhum gene de viruléncia de
relevancia com alta identidade e cobertura. Ressalta-se, ainda, a identificacdo de proteinas virais
de considerdvel importancia, como as endolisinas, que detém um promissor potencial em

aplicacdes biomédicas.

Este estudo enriquece nosso conhecimento acerca dos genes presentes em profagos de

Weissella, destacando, sobretudo, o significativo papel desempenhado por essas entidades na
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evolucdo bacteriana do género. Observa-se uma expressiva quantidade de profagos integros,
sendo que a detec¢do de profagos em estado degenerado era esperada. Contudo, é relevante
considerar que a quantidade de genomas bacterianos incompletos pode ter influenciado os
resultados obtidos. Além disso, é pertinente mencionar o possivel viés introduzido por

ferramentas de bioinformatica no processo de identificagao de profagos.

Neste contexto, este estudo representa uma valiosa contribuicdo para a compreensao dos
profagos no ambito do género Weissella, que até entdo permanecia relativamente sub-explorado
na pesquisa cientifica. Além disso, as evidéncias sugerem que o género Weissella ostenta uma
relativa seguranca em relagdo a presenca de profagos, respaldando a visdo de que tais elementos
ndo constituem um substancial risco para a disseminacdo de genes de relevancia clinica em

ambientes naturais.
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