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RESUMO

CRISPIM, Josicelli Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2018.
Caracterizacao genomica de profagos e de bactérias do género Desulfovibrio.
Orientador: Sérgio Oliveira de Paula. Coorientadores: Cynthia Canédo da Silva e
Roberto Sousa Dias.

Bactérias do género Desulfovibrio pertencem ao grupo de Bactérias Redutoras de
Sulfato (BRS). As BRS causam significativos prejuizos a industria de petréleo,
principalmente devido a capacidade de causar corrosdo microbiologicamente
induzida, formacao de biofilme e producao de H2S. Bacteriéfagos sdo uma forma
alternativa para o controle biolégico das BRS, cuja informacao para este grupo de
bactérias, entretanto, é escassa. Assim, este trabalho teve como objetivos: 1)
identificar e caracterizar profagos em genomas de Desulfovibrio; 2) verificar a
expressao de profagos de Desulfovibrio alaskensis; 3) Isolar, sequenciar e montar
genomas de BRS. Para identificacdo de profagos de Desulfovibrio foram utilizados
46 genomas depositados em banco de dados. 53 profagos completos foram
identificados em 46 dos genomas analisados. Estes foram classificados dentro da
ordem Caudovirales, com 69,82% pertencentes a familia Myoviridae. 18 profagos
identificados possuem genes que codificam para lisozima e holina. Quatro dos
genomas analisados apresentam profagos com identidade acima de 50% na mesma
linhagem, cuja analise comparativa demonstrou a existéncia de colinearidade entre
as sequéncias. Dos 17 genomas bacterianos fechados analisados, 6 possuem
sistema CRISPR-Cas classificado como inativo. A identificacdo da poli-lisogenia, a
proximidade entre os profagos completos e a possivel inatividade do CRISPR-Cas
nos genomas fechados analisados, permitiu a escolha de linhagens poli-lisogénicas
com profagos pertencentes a familia Myoviridae para isolamento de profagos e
testes em linhagens relacionadas para estudos posteriores. A linhagem D.
alaskensis DSM16109 possui trés profagos, cuja a expressdo e a relagdo com
vesiculas de membrana externa foram verificados neste trabalho. A linhagem
DSM16109 apresentou menor crescimento apds a adicdo de mitomicina C em
relacdo a cultura controle. Esta reducao foi acompanhada da presenca de particulas
virus-like (VLPs), indicando indug&o de profagos por mitomicina C. Foi verificado o
aumento do numero de cépias dos genes cap dos trés profagos e transcricao dos
mesmos na amostra controle, entretanto, sem a formacao de VLPs. Genes de

profagos foram identificados em vesiculas de membrana externa de culturas tratadas
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e nao tratadas com mitomicina C. Os profagos de DSM16109 sao induzidos de forma
espontanea, mas, apenas a presenca de mitomicina C levou a formacéao de VLPs. O
material genético dos profagos detectado dentro de vesiculas de membrana externa
podem estar relacionados com a transferéncia horizontal de genes virais. Nas
andlises genémicas de isolados de amostras de plataformas de extragao de petréleo
da Bacia de Campos (RJ) foi verificado que a linhagem P37SLT pertence a espécie
Desulfovibrio indonesiensis com 4,2Mb e a linhagem P48SEP pertence a espécie
Desulfovibrio marinus com 5,1Mb. Ambas as linhagens foram sequenciadas pelo
sistema HiSeq (2x300) e apresentam sequéncias relacionadas a profagos, uma
caracteristica comum do género Desulfovibrio encontrada nos genomas

anteriormente analisados.
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ABSTRACT

CRISPIM, Josicelli Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, July, 2018.
Genomic characterization of prophages and bacteria of the genus
Desulfovibrio. Adviser: Sérgio Oliveira de Paula. Co-advisers: Cynthia Canédo Silva
and Roberto Sousa Dias.

Bacteria of the genus Desulfovibrio belong to the group of Sulphate Reducing
Bacteria (SRB). SRB generate signifcant liabilities in the petroleum industry, mainly
due to their ability to microbiologically induce corrosion, bioflm formation and Hz2S
production. Bacteriophages are an alternative control method for SRB, whose
information for this group of bacteria however, is scarce. Thus, this work had as
objectives: 1) identify and characterize prophages in Desulfovibrio genomes; 2) verify
the expression of Desulfovibrio alaskensis prophages; 3) Isolate, sequencing and
assembling BRS genomes. For the identification of Desulfovibrio prophages, 47
genomes deposited in a database were used. In the 46 genomes analyzed 53
complete prophages were identifed. These were classifed within the order
Caudovirales, with 69.82% belonging to the Mpyoviridae family. 18 prophages
identifed have genes coding for lysozyme or holin. Four of the analyzed bacterial
genomes present prophages with identity above 50% in the same strain, whose
comparative analysis demonstrated the existence of colinearity between the
sequences. Of the 17 closed bacterial genomes analyzed, 6 have the CRISPR-Cas
system classifed as inactive. The identifcation of bacterial poly-lysogeny, the
proximity between the complete prophages and the possible inactivity of the CRISPR-
Cas in closed bacterial genomes analyzed allowed the choice of polylysogenic strains
with prophages belonging to the Myoviridae family for the isolation of prophages and
testing of related strains for subsequent studies. The D. alaskensis DSM16109 has
three prophages, whose expression and relation with outer membrane vesicles were
verified in this work. The DSM16109 strain presented lower growth after the addition
of mitomycin C in relation to the control culture. This reduction was accompanied by
the presence of virus-like particles (VLPs), indicating induction of mitomycin C
prophages. The increase in the number of copies of the cap genes of the three
prophages and their transcription in the control sample was verified, however, without
the formation of VLPs. Prophage genes were identified in outer membrane vesicles
from cultures treated and not treated with mitomycin C. The prophages of DSM16109
are spontaneously induced, but only the presence of mitomycin C led to the formation



of VLPs. The genetic material of the prophages detected within outer membrane
vesicles may be related to the horizontal transfer of viral genes. In the genomic
analyzes of isolates from samples of oil extraction platforms of the Bacia de Campos
(RJ) samples, the P37SLT strain was classified as Desulfovibrio indonesiensis with
4.2Mb and the P48SEP strain belongs to the species Desulfovibrio marinus with
5.1Mb. Both strains were sequenced by the HiSeq system (2x300) and presented
sequences related to the prophages, a common characteristic of the genus
Desulfovibrio found in the genomes previously analyzed.



INTRODUCAO GERAL

Virus que infectam Bacteria ou Archaea sdo chamados de bacteridéfagos e
arqueovirus, respectivamente. Esses virus podem carregar material genético de
DNA ou RNA, de fita simples ou dupla, e podem apresentar formas diversas
(poliédrica, filamentosa, pleomorfica ou caudada) (Ackermann e Prangishvili, 2012;
Pietila et al., 2014). A forma poliédrica € caracterizada pela estrutura icosaédrica sem
a presenga de cauda, como Leviviridae, Corticoviridae, Microviridae, Tectiviridae SH-
1 e STIV. Ja a forma filamentosa é caracterizada pela estrutura alongada, como em
Lipothrixviridae, Clavavirirdae, Rudiviridae e Inoviridae. A pleomorfia compde um
grupo de virus com morfologia distinta, como Ampullaviridae e Bicaudaviridae. A
forma caudada é caracterizada pela presenga de uma cabeca icosaédrica, onde se
localiza o material genético, e uma cauda proteica, que é responsavel pelo
reconhecimento do receptor celular e posterior injecdo do material genético na célula
hospedeira. Esse grupo caracteriza a ordem Caudovirales, que abrange 96% dos
virus de procariotos e é composta por quatro familias: Myoviridae (cauda curta e
contratil), Siphoviridae (cauda longa e ndo contratil), Podoviridae (cauda curta e nao
contratil) e Ackermannviridae (Ackermann e Prangishvili, 2012; Adriaenssens et al.,
2018). A diversidade morfologica desses virus pode ser visualizada na Figura 1.

No processo de infeccdo da célula hospedeira, os virus reconhecem
receptores celulares (processo de adsorcdo) e liberam seu material genético no
interior do hospedeiro, onde irdo seguir o ciclo litico ou o ciclo lisogénico,
extensivamente estudados no bacteriéfago lambda (Oppenheim et al., 2005). No
ciclo litico ocorre propagacao do fago, cujas novas particulas virais sao liberadas da
célula por meio da lise celular. A lise celular é gerada pela agéao de enzimas holinas
qgue danificam a membrana plasmatica, permitindo o acesso de endolisinas que
atacam o peptideoglicano (Ackermann, 1998). No ciclo lisogénico ocorre a
integracdo do material genético do fago no genoma bacteriano, cuja célula
hospedeira continua seu crescimento, gerando novas particulas virais de forma
passiva juntamente com sua propria replicacdo. Além desses dois ciclos de
replicagcdo, os bacteriofagos também apresentam infeccbes crbénicas e
pseudolisogenia. Nas infeccoes cronicas ocorre liberacao constante de particulas
virais da célula hospedeira por brotamento ou extrusdo, e na infeccéao



pseudolisogénica, os fagos estao presentes no interior celular na forma semelhante
a um plasmideo (epissomal) (Weinbauer, 2006).
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Figura 1. Morfotipos de virus de infectam Bacteria e Archaea. Figura adaptada de Pietila e
colaboradores (2014).

Acredita-se que a lisogenia é favorecida quando a célula hospedeira encontra-
se em um ambiente desfavoravel, pobre em nutrientes, sendo o ciclo litico favorecido
em um ambiente oposto, onde a quantidade de células hospedeiras é alta para a
propagacao viral (Kourilsky, 1973). O controle entre esses ciclos é realizada
principalmente pelas proteinas Cl e Cll no bacteriéfago lambda (Wegrzyn et al.,
2012). Quando CII se encontra em altas concentragdes, a lisogenia € estabilizada,
pois ativa os promotores Pre € Pi, que levam a transcricdo de Cl e do gene da
integrase. Cl liga-se aos promotores PL e Pr, prevenindo o ciclo litico e permitindo a
integracao do genoma do fago no genoma da célula hospedeira. Quando Cll ndo
esta em concentracdes suficientes, devido a regulacdo da sua producao ou por
degradacao proteica, o ciclo litico é ativado, ocorrendo a transcrigdo de genes
relacionados a replicacao e a estrutura viral. Esse controle de ciclos também pode
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ser governado por meio de peptideos sinalizadores, semelhante a um quorum
sensing bacteriano, como demonstrado para o grupo de bacteri6fagos SpBeta de
Bacillus, onde a alta concentragéo de peptideos sinalizadores induz a lisogenia (Erez
et al., 2017). Entretanto, os ciclos litico e lisogénico podem coexistir quando ocorre
a infecgao da célula hospedeira por mais de um fago, devido ao controle de ciclos
diferencial de cada um (Zeng et al., 2010). Um outro estudo mostra que o ciclo litico
e o ciclo lisogénico também podem coexistir quando ocorre a infec¢cao de apenas um
fago na célula hospedeira e sua integragao durante o ciclo litico (Shao et al., 2017).

Os bacteriéfagos lisogénicos, chamados de profagos, estéo relacionados com
a diversidade bacteriana, podendo compor até 20% do genoma da célula hospedeira
(Casjens, 2003). Como os bacteri6fagos sao capazes de carregar genes
bacterianos, atuando como elemento de transferéncia horizontal de genes,
contribuem na evolucao, fitness e viruléncia bacteriana (Brueggemann et al., 2017;
Walker et al., 2009). Quando colocados frente a estresses quimicos ou fisicos, os
profagos podem seguir o ciclo litico (Gandon, 2016). Isso ocorre porque o sistema
SOS é ativado durante tratamentos que danificam o DNA ou inibem a replicagdo
(Radman, 1975). A proteina RecA, quando ativada por meio de danos no DNA, cliva
o repressor LexA do sistema SOS, permitindo a transcricdo de genes relacionados
ao reparo do DNA. A ativagao de RecA também leva a clivagem de repressores de
bacteri6fagos, semelhantes ao repressor Cl do bacteriéfago lambda (Pawlowski e
Koudelka, 2004), retirando assim, o bloqueio da transcricdo de genes que
caracterizam o ciclo litico.

Entre os mecanismos utilizados para a inducao de profagos em laboratério
encontra-se o antibiético mitomicina C, que demonstra ser a técnica mais eficiente
(Dziewit e Radlinska, 2016; Hammerl et al., 2016; Lorenz et al., 2016). A indugéo de
profagos € empregada com intuito de isolamento dos mesmos para posterior
realizacdo de modificagcdes genéticas para torna-los infectivos para outras células
hospedeiras ou retirar a capacidade de integracao para torna-los apenas liticos
(Chen et al., 2017; Hudson et al., 2016). Com o isolamento de profagos é possivel
realizar também o sequenciamento do seu genoma e assim identificar genes de
interesse para a prospeccao de enzimas virais (Song et al., 2016). Além disso, com
profagos isolados pode-se realizar testes de infecgdo em linhagens relacionadas e
distintas (Hamdi et al., 2017; Mercanti et al., 2011; Walker et al.,2006).



Nessa interacdo entre virus e célula hospedeira, as bactérias desenvolveram
mecanismos de escape da infecc¢ao viral, assim como os virus desenvolveram outras
formas para burlar estes mecanismos (Golais et al., 2013; Shabbir et al., 2016). Dois
tipos de sistema de defesa bacteriano sdo encontrados: um que impede a entrada
do material genético viral e outro que degrada o material genético apds a inoculagao
do mesmo na célula. No primeiro caso, modificagées no receptor de adsorgao viral
podem ocorrer, impedindo o reconhecimento pelos virus. A entrada do material
geneético viral na célula também pode ser evitada por meio do bloqueio de canais
transportadores. Caso ocorra a entrada do material genético viral, enzimas de
restricdo bacteriana podem clivar o material genético invasor. Mas, 0s virus sao
capazes de sobressair as modificacdes da célula bacteriana: alteracdes na estrutura
viral podem ocorrer e serem capazes de reconhecer 0 novo receptor celular e liberar
o material genético no interior da célula por outro transportador, além de carregarem
sua propria DNA metilase, o que impede que sejam reconhecidos pelas enzimas de
restricdo bacteriana (Golais et al., 2013). Outra forma de defesa é o sistema CRISPR
(Clustered Regularly Interspace Short Palindromic Repeats), que € capaz de criar
uma memoéria do material genético invasor, impedindo assim, uma super infecgéo
(Makarova et al., 2015). Por outro lado, modificagées podem ocorrer no genoma viral,
impedindo o reconhecimento pela memdria criada pelo sistema CRISPR (Golais et
al., 2013).

Apesar das células bacterianas apresentarem formas de escape a infecgao
viral, sendo esta infeccao uma forma de controle bioldgico por meio do ciclo litico, os
bacteri6fagos apresentam enzimas que podem ser utilizadas no controle do biofilme
bacteriano sem a necessidade de infecgdo da célula hospedeira (Chan e Abedon,
2015). Essas enzimas sao depolimerases de polissacarideos, hidrolases codificadas
por bacteridfagos que desestruturam a matriz do biofilme bacteriano por meio da
degradacdo das substancias poliméricas extracelulares (Yan et al., 2014). A
destruicdo do biofilme faz com que as células se tornem plancténicas, ficando mais
susceptiveis a acado de antibidticos e de outros agentes antimicrobianos, como os
biocidas, que ndo conseguem penetrar no biofilme (Flemming e Wingender, 2010).
Outra acao enzimatica é caracterizada pela desestabilizagdo celular por meio do alto
numero de particulas virais no processo de adsor¢ao (Abedon, 2011). Este processo
& conhecido como lysis from without, no qual os virus nao injetam o material genético

na célula hospedeira, mas a presenca de enzimas virais desestabiliza a parede
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celular, levando a morte da bactéria. Essas enzimas s&o hidrolases de
peptideoglicano, que agem sobre a parede celular bacteriana criando um pequeno
tunel, no qual o bacteri6fago injeta o material genético para dentro da célula durante
o processo de infeccao (Rodriguez-Rubio et al., 2016). Além das hidrolases de
peptideoglicano, outras proteinas liticas s&o as holinas, enzimas que desestabilizam
a membrana celular durante o processo de liberacdo de novas particulas no ciclo
litico (Song et al., 2016). Esta variedade de enzimas codificadas por bacteriéfagos
sdo potenciais candidatos a agentes antibacterianos, sendo ja testadas no
tratamento de doengas infecciosas em animais e desinfeccdo de superficies
(Rodriguez-Rubio et al., 2016). Assim, muitas formas de controle bacteriano podem
ser realizadas por meio de bacteri6fagos, mas pouco € conhecido sobre o uso dos
mesmos no controle de Bactérias Redutoras de Sulfato (BRS).

As BRS sao procariotos do Dominio Bacteria que utilizam o sulfato como
aceptor final de elétrons durante o processo de respiracdo anaerébia (Postgate,
1965), sendo ubiquas em ambientes andxicos (Muyzer e Stams, 2008). As BRS
representam um grupo diversificado de procariotos, abrangendo bactérias
pertencentes a classe Deltaproteobacteria  (ordens:  Desulfovibrionales,
Desulfobacterales, Desulfarculales e Syntrophobacterales); organismos formadores
de esporo Gram-positivos das classes Negativicutes e Clostridia (familias:
Peptococcaceae, Thermoanaerobacteraceae e Thermodesulfobiaceae); classe
Thermodesulfobacteria (Qéneros Thermodesulfobacterium e Thermodesulfatator) e
classe Nitrospira (género Thermodesulfovibrio) (Rabus et al., 2015).

Apesar de serem caracterizadas pela capacidade de reducao de sulfato, as
BRS também podem utilizar outros aceptores finais de elétrons, como Mn (IV) (Myers
e Nealson, 1988) e Fe (lIl) (Lovley et al., 2004). As BRS tem um importante papel no
ciclo do carbono e do enxofre em ambientes anaerdbios (Muyzer e Stams, 2008),
mas também podem ser encontradas em ambientes aerdbios, sendo tolerantes a
algumas variacdes de temperatura, pH e pressao (Heggendorn et al., 2013; Robador
et al., 2016). Algumas BRS sao capazes de realizar respiracdo aerdbia, mas este
processo gera energia apenas para 0 microrganismo se manter (Fareleira et al.,
2003; Lemos et al., 2001).

Durante o processo de oxidacdo de compostos organicos ocorre a formacao
de Hz, que cria um ambiente intracelular muito reduzido (Pereira et al., 2008; Plugge
etal.,2011). A via de reducao de sulfato € uma alternativa para mudar esse ambiente
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intracelular, pois o Hz gerado é utilizado como doador de elétrons para a cadeia
transportadora de elétrons que tem como produto final o H2S. A formacao e liberacao
para o ambiente de H2S por BRS é caracterizada pelo processo dissimilativo de
sulfato, no qual o sulfato é primeiramente ativado em uma reagdo com gasto de
energia e posteriormente transformado em H2S, tendo HSO3  como intermediario. A
energia necessaria para ativacao do sulfato vem da fosforilagdo a nivel de substrato
e da oxidacao a partir de uma fonte de carbono, como o lactato ou da fosforilagéo
oxidativa pela ATPsintetase.

As BRS sao encontradas principalmente em ambientes andxicos ricos em
sulfato, como o ambiente marinho (Hoehler e Jorgensen, 2013; Leloup et al., 2009),
e estdo relacionadas com o fendmeno de souring na industria de petroleo (Gieg et
al., 2011). Esse fenémeno é caracterizado pela producéo de H2S pelas BRS durante
a oxidacao anaerdbia da matéria organica presente no petrdleo. O souring do
petréleo ocorre dentro dos reservatérios (Agrawal et al., 2010) e pode ser induzido
pela introducdo de agua do mar nos mesmos, utilizada para aumentar a pressao
local, permitindo a continua retirada de petréleo (Gieg et al., 2011). Esta 4gua recebe
o nome de agua de injecdo, sendo fonte de BRS e sulfato. Além dos reservatorios,
a reducao de sulfato por BRS pode ocorrer em todos os pontos durante a exploracao
e processamento de petréleo, como separadores, na agua de injecao reutilizada e
nos tanques de armazenamento e transporte (Gieg et al., 2011).

O H2S representa um impacto negativo para a industria de petréleo, pois é
altamente toxico, podendo levar a morte dos trabalhadores (Beauchamp et al., 1984).
Além disso, o H2S diminui o pH do petréleo e aumenta a corrosao de tubulagdes e
tanques, que diminuem o valor do produto e aumentam os custos com infraestrutura
(Enning e Garrelfs, 2014). A corrosao ocorre porque 0 Hz2S produzido pelas BRS
interage com o Fe®, que age como doador de elétrons, levando a formagéo de FeS
e Hz, sendo o Hz utilizado pelas BRS na redugao de sulfato novamente. Em um meio
com matéria organica limitada e excesso de sulfato, as BRS podem utilizar
indiretamente o Fe® como doador de elétrons para formagéo de Hz, que sera utilizado
como doador de elétrons para a reducao de sulfato. Mas essa biocorrosao também
pode ocorrer de forma direta, na qual algumas BRS utilizam diretamente o Fe® como
doador de elétrons para a reducao de sulfato. Assim, a biocorrosao de ferro por BRS
pode ocorrer pelas trés formas citadas acima (Enning e Garrelfs, 2014).



Além da biocorrosao, as BRS possuem capacidade de formacéo de biofilme,
caracterizado por um conjunto de células aderidas em uma superficie e envoltas por
uma camada de matriz polimérica extracelular (Flemming e Wingender, 2010; Rosa
et al.,, 2016). A formacédo de biofilme favorece a corrosdo microbiologicamente
induzida (CMI) e dificultam as formas de controle bacteriano (Flemming e Wingender,
2010; Rajasekar et al., 2010). Para o controle das BRS sdo empregados
biossurfactantes (Zhao et al., 2016), biocidas (Wen et al., 2012; Xu et al., 2012) e
nitrato (Bodtker et al., 2008), sendo o nitrato um aceptor final de elétrons que atua
como competidor do sulfato, privilegiando bactérias redutoras de nitrato em
detrimento das redutoras de sulfato no uso da fonte de carbono. Aléem dessas formas
de controle, bacteri6fagos liticos de BRS também vem sendo isolados (Eydal et al.,
2009; Kamimura e Araki, 1989) e patentes tem sido desenvolvidas (Use of
Prokaryote Viruses to Remediate Bio-Fouling - patente de n° 8252576). A inducéao
de profagos também tem se mostrado promissora no controle de BRS, dado
verificado na patente de n° W0O2002040642A1 (Bacterial control by bacteriophages).

De acordo com Rabus e colaboradores (2015), existem 37 géneros dentro do
grupo de BRS, sendo que apenas um género apresenta trabalhos publicados
relacionados a bacteriéfagos, o género Desulfovibrio. Desulfovibrio é o segundo
género bacteriano que abrange o maior nimero de espécies dentro do grupo de BRS
(Rabus et al., 2015), e o que apresenta o maior numero de genomas depositados
NCBI (National Center for Biotechnology Information) no presente ano.

O primeiro bacteriéfago de Desulfovibrio foi isolado em 1973, sendo um
profago de Desulfovibrio vulgaris induzido utilizando mitomicina C (Handley et al.,
1973). Este estudo abriu caminhos para posteriores investigacées da presenca de
fagos em BRS. Em 1987, um profago capaz de mediar o processo de transducao foi
identificado em Desulfovibrio desulfuricans ATCC 27774 (Rapp e Wall, 1987),
demonstrando a possibilidade de ferramentas de biologia molecular para a
manipulagdo de BRS. Ja em 1989, o primeiro fago litico foi isolado, tendo
Desulfovibrio salexigens como hospedeira (Kamimura e Araki, 1989). Este
bacteri6fago foi isolado de amostra de sedimentos marinho, sendo classificado
dentro da ordem Caudovirales pela presenca de uma cabeca icosaédrica e uma
cauda longa, caracteristica da familia Siphoviridae. Em 1991, Seyedirashti e
colaboradores retornaram as analises com profagos. Este autores induziram os

profagos de D. vulgaris Hildenborough, a mesma linhagem utilizada em 1973, e
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Desulfovibrio desulfuricans ATCC 13541 por luz ultravioleta (UV) (Seyedirashti et al.,
1991). Os profagos encontrados para as duas linhagens bacterianas nao
apresentaram similaridade por meio de sondas, mesmo tendo bactérias de mesmo
género como hospedeiras. Seyedirashti e colaboradores empregaram novamente
essa mesma metodologia em D. wvulgaris Hildenborough, onde verificaram a
presenca de dois tipos de particulas virais no sobrenadante da cultura da linhagem
por meio de microscopia eletrénica e de gradiente por cloreto de césio (Seyedirashti
et al., 1992). Apds 14 anos, outros pesquisadores realizaram novos estudos com D.
vulgaris Hildenborough, mas agora utilizando uma linhagem altamente relacionada
(DePue) como hospedeira dos profagos induzidos de Hildenborough (Walker et al.,
2006). Por meio dessa linhagem hospedeira, estes pesquisadores conseguiram
isolar dois profagos da linhagem Hildenborough. O posterior sequenciamento dessas
duas linhagens demonstrou a relacado de regides de profagos com a variabilidade
encontrada entre elas (Walker et al., 2009), o que demonstra a importancia dos
profagos para a variabilidade bacteriana. Além disso, uma das caracteristicas que
permitiu o uso da linhagem DePue como hospedeira de profagos da Hildenborough
foi a auséncia de espacadores no sistema CRISPR similares aos profagos da
linhagem Hildenborough, dados identificados apds o sequenciamento (Walker et al.,
2009).

Como visto anteriormente, o sistema CRISPR pode impedir a super infec¢ao
viral (Makarova et al., 2015). Outro mecanismo apresentado por bactérias que pode
impedir a infecgdo por bacteriofagos € a producdo de vesiculas de membrana
externa (Outer Membrane Vesicles - OMVs). OMVs sao produzidas por bactérias
Gram-negativas por meio da vesiculacédo da parede celular, podendo apresentar de
10-300 nm (Jan, 2017). Essas vesiculas protegem da infecgédo por bacteriéfagos por
apresentarem receptores virais, 0 que leva ao reconhecimento viral das vesiculas,
impedindo que o fago chegue até a célula hospedeira (Manning and Kuehn, 2011;
Reyes-Robles et al, 2018). As vesiculas podem carregar proteinas, material
genético e RNAs regulatorios, estando envolvidas na viruléncia e formagéo de
biofilme bacteriano (Jan, 2017). Além de material genético da prépria célula
hospedeira, ja foi verificado a presenca de material genético viral no interior dessas
vesiculas (Gaudin et al., 2014). Esse transporte intercelular de material genético viral
caracteriza um mecanismo de transferéncia horizontal de genes (THG) mediado por
OMVs (Domingues and Nielsen, 2017). A THG esta diretamente relacionada com a
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evolucao e diversidade bacteriana (Paquola et al., 2018). Apenas um trabalho sobre
OMVs ¢é encontrado para o género Desulfovibrio (Haynes et al., 1995), o qual néo
explora o envolvimento das OMVs com o transporte intercelular de material genético
viral.

Como demonstrado, poucos estudos foram realizados com bacteriéfagos e
com vesiculas de membrana externa no grupo de BRS. Assim, levando em
consideracao também a grande quantidade de genomas bacterianos do género
Desulfovibrio disponibilizados no banco de dados, o estudo de profagos presentes
em genomas deste género e a verificagado da expressao de profagos e de vesiculas
de membrana externa, demonstram serem areas atrativas. Além disso, a obtencao
de culturas puras de BRS é necessaria para o isolamento de bacteriéfagos liticos em
estudos posteriores e 0 sequenciamento dos genomas desses isolados importante
na busca de profagos. Portanto, o objetivo deste trabalho foi identificar e caracterizar
profagos em genomas de Desulfovibrio, verificar a expressdo de profagos e de
vesiculas de membrana externa em Desulfovirbio alaskensis, assim como, isolar,
sequenciar e analisar o genoma de dois isolados de BRS em busca de sequéncias

de profagos.
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Abstract
Bacteria of the genus Desulfovibrio belong to the group of Sulphate Reducing

Bacteria (SRB). SRB generate significant liabilities in the petroleum industry, mainly
due to their ability to microbiologically induce corrosion, biofilm formation and H2S
production. Bacteriophages are an alternative control method for SRB, whose
information for this group of bacteria however, is scarce. The present study developed
a workflow for the identification of complete prophages in Desulfovibrio. Poly-
lysogenesis was shown to be common in Desulfovibrio. In the 47 genomes analyzed
53 complete prophages were identified. These were classified within the order
Caudovirales, with 69.82% belonging to the Myoviridae family. More than half the
prophages identified have genes coding for lysozyme or holin. Four of the analyzed
bacterial genomes present prophages with identity above 50% in the same strain,
whose comparative analysis demonstrated the existence of colinearity between the
sequences. Of the 17 closed bacterial genomes analyzed, 6 have the CRISPR-Cas
system classified as inactive. The identification of bacterial poly-lysogeny, the
proximity between the complete prophages and the possible inactivity of the CRISPR-
Cas in closed bacterial genomes analyzed allowed the choice of poly-lysogenic
strains with prophages belonging to the Mpyoviridae family for the isolation of

prophages and testing of related strains for subsequent studies.

Introduction
Viruses have a diversity of hosts and are considered obligate intracellular

parasites. Viruses that infect bacteria are referred to as bacteriophages!. These
viruses have great abundance in the biosphere?, with the marine floor being the
richest in bacteriophages®. When in contact with their host, bacteriophages release
their genetic material into the cell, where they follow the lytic or lysogenic cycle*. The
lytic cycle is characterized by viral replication and subsequent viral particle release
with host cell lysis. On the other hand, the integration of the viral genome into the host
genome, named the prophage, occurs in the lysogenic cycle. Prophages remain in
the lysogenic state until the lytic cycle is activated through chemical and physical
stresses or by spontaneous induction®¢. While they are present in the bacterial
genome, these prophages are directly related to the genome diversity of the host cell,
contributing positively or not, to bacterial fitness’®. In addition to the better
understanding of the involvement of bacteriophages in bacterial development, the
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identification and isolation of prophages allows, (i) the development of forms of
bacterial control based on genetic modifications®'°, (ii) identification of genes of
interest'" and (iii) infection tests in related and distinct strains'?-'4.

The replication and integration of the bacteriophage genetic material into the
host strain can be avoided through the CRISPR-Cas system's. This system is
characterized by a genomic region composed by spacers alternated with small
palindromic sequences and associated with Cas proteins. Spacers are sequences
related to the invader genetic material, such as bacteriophages and plasmids,
inserted into this region by proteins that constitute the system. The CRISPR-Cas acts
as a defense system in prokaryotes because the spacers store memory sequences
against the invading target, leading to breakdown after recognition by the system.
Due to the small number of studies on prophages and CRISPR-Cas systems present
in the Sulphate Reducing Bacteria (SRB) group, this area is of great interest to
understand the involvement of bacteriophages in the diversity of the group and for
future development of SRB control methods.

SRB are composed of anaerobic bacteria capable of reducing sulfate during
metabolism, with hydrogen sulphide (Hz2S) as the final product'’. These bacteria are
ubiquitous in anaerobic environments, but have a negative impact on the oil industry.
Additionally, H2S gas is toxic to workers, causes metal bio-corrosion and a loss of oil
quality®19-20, According to Rabus et al.'?, there are approximately 37 bacterial genera
in the SRB group. Desulfovibrio is the second genus that encompasses the largest
number of species within this bacteria group, being characterized by Gram-negative
bacteria. The first SRB was isolated in 1895 in the Netherlands by W. M. Beijerinck
and named Spirillum desulfuricans®'. Later, this strain was reclassified as the genus
Desulfovibrio, based on cellular vibrio morphology and the ability to reduce sulfate.
Desulfovibrio vulgaris is among the most well-known Desulfovibrio species and was
isolated from clay soil, near Hildenborough (Kent, UK). This location gave its name
to the strain, being the first SRB species sequenced and characterized as a model
strain??. Another model species is Desulfovibrio gigas, which was isolated from a
water sample from a pond in France (Etang de Berre, near Marseilles) by Jean Legall
in 1963 and named for its unusual size of 11 um?23. Some strains are related to the
petroleum industry, like as Desulfovibrio alaskensis, which was isolated in 1991 by E.
van der Vende in an oil reservoir in Alaska, and once again named after its place of
discovery?*. The species D. vulgaris and D. gigas, although not isolated from
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petroleum extraction or processing environments, are used as model strains in SRB
control analyses for these environments?>.

SRB genome studies are increasing, with approximately 47 Desulfovibrio
genomes deposited in NCBI (National Center for Biotechnology Information) to date.
Thus, the objective of the present study was to verify the presence of prophages and
CRISPR-Cas systems in the Desulfovibrio genomes. Poly-lysogeny has been shown
to be common in Desulfovibrio strains, with complete prophages having genes
encoding holins and lysozyme proteins. Prophages of the Myoviridae family have
been shown to be the most abundant and, together with the inactivity of the CRISPR-
Cas system found in some bacterial strains, the use of prophages and their genes
proves to be an interesting tool for SRB control. This is the first analysis of prophages

present in this important SRB genus.

Results
Computational identification of Desulfovibrio prophages

Two prophage identification strategies were used: identification through the
PHASTER program and manual search for phage related sequences in annotated
genomes (Fig. 1). The PHASTER program was able to identify 109 sequences related
to the prophages and the manual search led to the addition of 19 sequences, totaling
128 prophage-like elements. According to the established method, the 128 elements
are present in 46 of the 47 analyzed genomes (Supplementary Table S1).

The identified prophage-like sequences have an average size of 25.5 kb, the
smallest (3.6 kb) found in D. vulgaris DP4 and the largest (57.1 kb) in D. fairfieldensis
CCUG45958 (Supplementary Table S1). 41.40% (53) of the prophage-like elements
were classified as complete prophages and 58.60% (75) as degenerate prophages
(Fig. 2A). Within this classification, the prophages have a variable size, with complete
prophages ranging from 20 to 60 kb (mean 39.0 kb) and the degenerate prophages
from 3 to 40 kb (mean 16.09 kb), with complete and degenerate prophages with the
same size being observed. All the complete prophages presented structural
components related to the order Caudovirales, which allowed the classification of
69.82% (37) of them into the Myoviridae family, 22.64% (12) into Siphoviridae and
7.54% (4) into the Podoviridae family (Supplementary Table S2). Of the 53 complete
prophages, 38 showed genes encoding lysozyme and 29 for the holin enzyme. Both

are found in 18 complete prophages (Supplementary Table S2). Complete prophages
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are present in 23 strains, with 4 being from human samples and 19 from
environmental samples (Supplementary Table S2). Of these 23 strains, 14 are poly-
lysogenic, with 5 strains presenting prophages characterized in more than one viral

family (Supplementary Table S2).
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Figure 1. Identification and characterization strategies for Desulfovibrio prophages.
The black rectangles represent the tools used for prophage identification and
characterization. The white rectangles represent the input data and the gray
rectangles represent the results obtained at each step represented by arrows.
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Figure 2. Characteristics of prophage-like elements in Desulfovibrio. (A) Distribution
of prophage-like elements in 46 Desulfovibrio genomes in each category: degenerate
and complete. The bars represent the number of elements corresponding to the size
range of the sequence found. (B) Frequency of integration of prophage-like elements
in 17 closed bacterial genomes. (C) Correlation between the size of closed bacterial
genomes and prophage-like elements.

From 17 strains with closed genomes (Supplementary Table S1), 81.25% (13)
presented poly-lysogenicity with strains ranging from 2 to 8 prophage-like elements
(Fig. 2B). The D. vulgaris Hildenborough strain presented the highest number of
elements, with 7 of the 8 elements classified as complete, and the highest percentage
of prophage-like elements in the genome (7.81%) (Supplementary Table S1). Of the
three strains that did not present poly-lysogeny, the D. piezophilus strain CITLV30
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had the lowest content of prophage-like elements (0.31%). Despite this large
difference in prophage content in the closed genome strains, no correlation between

bacterial genome size and prophage content was observed (R? = 0.05) (Fig. 2C).

Phylogenetic and structural relationships

All 53 complete prophage sequences were aligned and a mean identity of
25.82% was found. Despite the low identity, matrix and phylogenetic tree data
allowed the distinction of 9 monophyletic groups (A-1) consisting of 21 subgroups (A1-
2,B1, C1-3,D1-2, E1-3, F1, G1, H1 -3 and I1-5) (Fig. 3 and 4).
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Figure 3. Heatmap among 53 complete Desulfovibrio prophages. The map describes
the identity between two pairs of sequences.
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Figure 4. Phylogenetic relationships between complete Desulfovibrio prophage
sequences. In the phylogenetic tree we can distinguish 9 phylogenetic groups
consisting of 21 subgroups. The putative viral families of the subgroups are indicated
to the right of the tree.

The phylogenetic analysis showed that complete prophages present a great
diversity with prophages belonging to the same viral family forming different
phylogenetic clusters, with 12 subgroups for Myoviridae, 6 for Siphoviridae and 3 for
the Podoviridae family being found (Fig. 4). The phylogenetic tree also allowed the
identification of subgroups with prophages belonging to the same bacterial species
(A1, E1-2 and 11-2), which may indicate an acquisition of related prophages. In the
present study, poly-lysogenesis has been shown to be common in the genus
Desulfovibrio. Analyzing the prophages belonging to the same strain, we found that
they are distributed among the phylogenetic subgroups, such as the Desulfovibrio
vulgaris Hildenborough strain, which has elements in subgroups A1, C1, E1, E2, H1
and 11. This indicates the presence of various prophages found in a single bacterial
genome.

The 9 groups were organized into 4 larger clusters (AB, CD, EF and GHI)
according to the phylogenetic relationship (Fig. 4). The AB, CD, EF and GHI clusters
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have 479, 576, 417 and 1023 proteins distributed in 125, 161, 139 and 122 groups of
orthologs, respectively (Supplementary Fig. S1). A Venn Diagram shows that only 3
groups of proteins are shared between all phylogenetic groupings, with most protein
groups being specific to each cluster (Supplementary Fig. S1). The groups of
orthologs shared between all clusters (AB, CD, EF and GHI) were related to
transcriptional regulators (Cl and Cro), structural tail protein and integrase.

Despite the diversity of prophages in poly-lysogenic strains, closely related
prophages were also found in 4 strains (Fig. 4). The D. vulgaris DP4 strain (subgroup
A2), D. vulgaris Hildenborough (subgroup C1), D. alaskensis G20 (subgroup E3) and
D. piger FI11049 (subgroup 12) present two prophages with an identity above 50%
(Fig. 3). In the D1 subgroup, prophages belonging to the same strain, D.
fructosivorans, were also found, but these prophages have low similarity (29%)
between nucleotide sequences (Fig. 3). The synteny analysis of the A2, C1, E3 and
12 subgroups showed that all sequences of complete prophages present collinearity,
which is characterized by an absence of rearrangement of gene blocks (Fig. 5). The
difference between prophages occurs through insertions and deletions. In the E3, the
main difference between these two prophages of D. alaskensis G20 is in a region
present in prophage 4 and absent in prophage 1. This region of prophage 4 is related
to bacterial genes, demonstrating a relationship of the prophages with horizontal
transference of genes.

Analysis of CRISPR-Cas systems in Desulfovibrio

Seeking to understand the acquisition of prophages, the CRISPR-Cas system
of Desulfovibrio strains with closed genomes was analyzed. Of the 17 strains
analyzed, 64.7% (11) have complete CRISPR arrangements, and 1 to 5
arrangements with a total variation of 4 to 98 spacers were found (Table 1). In relation
to the locus cas, 14 loci belonging to 5 subtypes (I-C, I-E, I-F, I-U and IlI-B) were
found (Table 1 and Supplementary Fig. S2). These loci were found in 11 strains, with
three strains presenting more than one locus, at least one of them being complete
(Table 1). The D. hydrothermalis DSM14728 and D. magneticus RS-1 strains have 2
complete cas loci, with the subtype I-F being common to both strains, and subtype
l1I-B and I-C present in each strain, respectively. The D. gigas ATCC19364 strain has
two cas loci, the subtype I-F being classified as complete and the subtype U-I as
incomplete due to its not presenting Cas8, Cas4/Cas1 and Cas2 proteins, according

to the classification given by Makarova et al."®.
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The type I-C cas locus of the DP4, Hildenborough and RCH1 strains of D.
vulgaris have 97% identity. This result differs from the comparison with the cas locus
of the D. vulgaris Miyazaki strain, which presents coverage of only 1% in relation to
the loci of the other strains of the species. Unlike D. vulgaris, D. desulfuricans strains
present different types of cas loci.

We are unable classify the activity of the system using only in silico analysis,
however the complete CRISPR-Cas systems were classified as possibly active, being
found in 64.70% of the closed genome strains (Table 1). No positive correlation was
found between the number of spacers in the strains with possibly active CRISPR-Cas
and the extent of the prophage content. The CRISPR-Cas system characteristics of
the closed genomes were re-evaluated by the CRISPRone software (Supplementary

Table S3), confirming previous findings.

Table 1 CRISPR-Cas system in closed genomes of Desulfovibrio

. N° of prophage- CRISPR arrays CRISPR-Cas Putative
N° Strain . -
like elements (n° of spacers) systems type activity
1 D. aespoeensis Aspo-2 4 ND ND Inactive
2 D. africanus Walvis Bay 4 ND ND Inactive
3 D. alaskensis G20 4 1(19) I-E Active
4 D. desulfuricans ND132 3 1 (98) I-C Active
5 D. desulfuricans ATCC 27774 1 2 (29) I-E Active
6 D. fairfieldensis CCUG45958 5 Questionable ND Inactive
7 D. gigas ATCC19364 3 1(4) I-F e I-U Incomplete Active
8 D. hydrothermalis DSM14728 3 5 (35) I-B e I-F Active
9 D. indicus J2 2 1(19) I-C Active
10  D. magneticus RS-1 5 1 (30) -Cel-F Active
11 D. piezophilus C1TLV30 1 Questionable ND Inactive
12 D. piger FI11049 5 Questionable ND Inactive
13  D. salexigens DSM2638 1 Questionable ND Inactive
14 D. vulgaris DP4 6 1 (44) I-C Active
15 D. vulgaris Hildenborough 8 1(27) I-C Active
16 D. vulgaris Miyazaki 4 2 (54) I-C Active
17  D. vulgaris RCH1 7 1(27) I-C Active

Discussion
The in silico workflow developed in the present study allowed the identification

of 128 prophage-like elements in 46 Desulfovibrio genomes. However, other
prophage-like elements can be identified in the future because most of the genomes
used in the analysis (56.60%) were deposited in contigs form and without gene
annotation, as with some strains identified in this study that did not present prophage-
like elements (D. gracilis DSM 16080). Of the 17 closed Desulfovibrio genomes,
82.35% (14) present poly-lysogeny. No relationship was found between the genomic

size of poly-lysogenic strains and the content of prophage-like elements that they
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possess. On the other hand, this data may be modified due to the low number of
closed genomes available in the database. In contrast, a positive correlation was
found in other bacterial species such as Cronobacter sakazakii, where the increase
of bacterial genomes is found to contain a greater number of prophages??’. The
maximum value of the genomic viral content was 7.8% in D. vulgaris Hildenborough.
A maximum value of 20% viral content has already been detected in Borrelia
burgdorferi?®. Some of the prophages of D. vulgaris Hildenborough have already been
described in the literature'?2°, Handley et al.?® described 50 nm icosahedral and
contractile tail structures present in the supernatant of the strain induced by
mitomycin C. Walker et al.'? used a closely related D. vulgaris DePue strain as a
recipient for prophages induced by mitomycin C of the D. vulgaris Hildenborough,
finding structures with an icosahedral head of 50 and 100 nm in diameter. This work
is an indication that the prophage-like elements of Desulfovibrio are induced by
mitomycin C, with its isolation from related strains being possible. Additionally, the
sequence analysis of these two related strains showed that the DePue shares only
one of the seven phage-related elements present in the Hildenborough,
demonstrating that the genetic diversity of these strains is mainly related to the
regions of the prophages”.

53 elements were classified as complete, characterizing possible Desulfovibrio
prophages. The 75 elements classified as degenerate may be related to gene transfer
agents®. The complete prophages showed an average size of 39 kb, which is close
to that of caudal prophages present in the bacterial Enterobacteriaceae family, with
approximately 40-50 Kb3'. In addition, 71.7% of the prophages have genes encoding
lysozymes and 54.7% have genes encoding holins. Lysozymes are peptidoglycan
hydrolases and holins cause plasmatic membrane damage, the action of these
enzymes leading to cell disruption''-22, The presence of these enzymes characterizes
these phages as infective, highlighting an attractive feature for their isolation by
induction and infection assays with different strains, as seen by Walker et al.'.
Additionally, these genes can be used for the development of bacterial control tools,
such as protein expression in bacterial systems for subsequent environmental
application.

Complete prophages found have genes related to the tail, being classified into
three families in the order Caudovirales, with 69.82% of the prophages belonging to
the Myoviridae family. Poly-lysogeny was found in different phage families in the
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same bacterial genome. The presence of prophages belonging to the different viral
families is also seen in Vibrio campbellii, which present four complete prophages, two
related to the Myoviridae and two to the Inoviridae family®3. The classification by viral
family performed in this study was according to the proteins of head and tail
connectivity, a parameter used by the VirFam program. Sequence alignment was
performed using the total prophage sequences. The sequences can share other
genes, such as integrases, transcriptional regulators and tail proteins, as found in
OrthoVenn results (Supplementary Fig. S1). The sharing of these other genes may
explain the diversification of viral families in the phylogenetic tree (Fig. 4). Although
most of the complete prophages have genes encoding holins and lysozymes, no
shared orthologous protein was found among the orthologous protein in intersectional
groups, indicating that the Desulfovibrio prophages exhibit significant protein diversity
(Supplementary Fig. S1). This result indicates the need for several holin and
lysozyme conjunctions for the control of Desulfovibrio strains. In addition, many
hypothetical genes are also found among the complete prophages, as described for
other phages®*3. The analysis of these genes may promote a better understanding
of the prophage-host interactions and reveal other interesting genes.

Although a great diversity of complete prophages were found, the presence of
similar elements within the same strain was also seen, which was analyzed by
synteny analysis (Fig. 5). Related prophages were found in D. vulgaris DP4
(subgroup A2), D. wulgaris Hildenborough (subgroup C1), D. alaskensis G20
(subgroup E3) and D. piger FI111049 (subgroup 12) (Fig. 5). Although the D.
alaskensis G20 and DSM16109 strains show prophages with 95.16% identity, the
DSM16109 does not present related prophages in its genome (Fig. 5). The D.
alaskensis DSM16109 is deposited in contig form, which may mask the presence of
another similar prophage. The same is true for D. piger 64-16, which is deposited in
contig form. Differently, the D. vulgaris RCH1 has a closed genome and did not
present a related prophage, such as the strain of the same species D. vulgaris
Hindenborough (Fig. 5). The results showed that some prophages found in the same
species remain unchanged between the strains, while others have some changes at
the nucleotide level (Fig. 5). Selective pressures maintain these prophages in the
genome, therefore having some beneficial characteristics for the host3!. The same
was found for Helicobacter pylori strains, whose prophages showed low variation
between strains from the same species®. On the other hand, the acquisition of related
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prophages is a characteristic of the strain and not of the species in Desulfovibrio. One
factor that may be involved in this acquisition is the CRISPR-Cas system, whose
spacers have a wide variety in the strains, as found for Salmonella®.

Desulfovibrio strains mostly have type | cas loci, but type Il was also found in
one of the 17 strains analyzed with closed genomes. The presence of more than one
cas locus allows the system to have different targets, such as type-I and type-Il that
have DNA strands and type Ill that have RNA strands as a target®”. Three strains
presented more than one cas locus. This allows the absence of a given gene at one
locus to be compensated for by the presence of a related gene at another locus'®, as
with D. gigas ATCC19364, which presents one of these incomplete cas loci. The cas
locus of the subtype |-C has been shown to be the most common among the
Desulfovibrio strains, representing 50% (7) of the total cas loci observed (Table 1 and
Supplementary Fig. S2). Although it is the most common, this subtype showed
variability between strains from the same species, as found for D. vulgaris (Table 1).
In addition, the D. desulfuricans species presents cas loci of different subtypes
between the two analyzed strains (Table 1). This demonstrates that variability of cas
loci is common within the same species.

The absence of correlation between the number of spacers in possibly active
CRISPR-Cas and the size of the prophage content found in Desulfovibrio strains was
demonstrated in other bacterial strains26. On the other hand, Cronobacter sakazakii
strains presented lower prophage content with the greater presence of spacers?’.
This relationship found in C. sakazakii demonstrates the involvement of the CRISPR
system in the protection against bacteriophages, which was not found in Desulfovibrio
strains, according to the closed genomes analysed in this work. The spacer
composition of the CRISPR system was also analyzed by Walker et al.” in D. vulgaris
DePue, the strain used as receptor for induced prophages of D. vulgaris
Hildenborough. The authors found no similarity between the spacers and the
prophages, a feature that allowed the infection of the recipient bacterium by
prophages of the Hildenborough strain, since they were not recognized by the
CRISPR-Cas system. The presence of prophages in bacteria with important role in
the food industry has a negative aspect since that can be induced and follow the lytic
cycle'3. In the present study, the presence of these prophages in the strains analyzed
is of great importance for the discovery of phages that can be used in SRB control.
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Conclusions

Given these results, the attempt to isolate prophages using nearby receptor
host cells is feasible for this group, since part of the strains with closed genomes
present the possibly inactive CRISPR-Cas system. There is also an indication that
the spacers of the Desulfovibrio CRISPR-Cas system do not protect against
bacteriophages. Additionally, the presence of related prophages in different strains
demonstrated to be common, indicates that a bacteriophage could have the ability to
infect strains of the same bacterial genus. All these characteristics demonstrate that
bacteriophages have great potential for SRB control, because a single bacteriophage
could infect different strains without being recognized by the CRISPR-Cas system.
Some bacteriophages can be isolated by inducing prophages inserted in bacterial
genomes, using related bacterial species as new host. The strains that show the
greatest potential for prophage isolation are those that present the highest number of
complete prophages belong to the Myoviridae family, which is the most common
family in the bacterial genus. Among the strains with this potential are D. vulgaris
(Myiazaki, Hildenborough, RCH1 and DP4), D. piger FI11049, D. fairfieldenses, D.
alaskensis G20 and D. aespoeensis. Although the strains D. piger and D.
fairfieldenses are of human origin, they present prophages that can be used for
control of bacteria of environmental origin. In addition, many genus related to holins
and lysozymes have been identified, which can be used for the development of
control tools. On the other hand, the function of many genes of the prophages
characterized in this study are not known, representing a vast reservoir of new

information to be determined.

Methods
Identification of prophages and CRISPR-Cas system

Forty-seven genomes belonging to 33 species of the genus Desulfovibrio were
downloaded from NCBI Genome database (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/),

with 17 complete genome sequences. The presence of prophages in the genomes
was initially verified using the PHASTER (PHAge Search Tool Enhanced Release)
(http://phaster.ca/) web server3®. The prophage sequences identified by PHASTER

were manually inspected using the integrase position and the last phage-related gene

as the criterion to determine the genome boundaries.
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The annotation of complete bacterial genomes was also manually inspected
by text-mining to screen for the presence of other phage-related regions containing
proteins such as integrase, tail and capsid. Prophage sequences were screened for
the presence of genes encoding integrase and structural genes, with the hypothetical
proteins being further analyzed by PSI-BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqi?CMD=Web&PAGE=Proteins&PROGRAM=b
lastp&RUN PSIBLAST=0n)%®. The presence of structural genes in tailed prophage

sequences was verified by the VirFam (http:/biodev.extra.cea.fr/virfam/) web

server??, The prophages, which in addition to integrase, have all structural genes for
classification within the families Myoviridae, Siphoviridae and Podoviridae, were
classified as complete prophages. The prophages that do not have integrase or that
show integrase also in addition to an absence of genes related to the viral structure
were classified as degenerate prophages.

CRISPR-Cas systems were detected by the CRISPRFinder
(http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/Server/) program*' and cas genes by manual

analysis of closed genomes. The results obtained by these analyzes were confirmed
by the CRISPRone program (http://omics.informatics.indiana.edu/CRISPRone/).

Genomic analysis of complete prophages

The complete prophage sequences were manually analyzed using Geneious
version 9.1 (Biomatters Lts), adjusting the direction of nucleotide sequences and
opening the genomes for the integrase gene. Multiple sequence alignment was
performed on Geneious using the ClustalW algorithm with standard parameters*2. A
pairwise identity matrix was also calculated by Geneious from the alignment of
genome sequences.

The GTR+G model was selected by jModeltest version 2.1.1043 as the best fit
nucleotide substitution model for phylogenetic analysis. The phylogenetic tree was
obtained by Bayesian Inference using the MrBayers version 3.2.6%*. A Bayesian
Markov Chain Monte Carlo (MCMC) analysis was performed in two runs with
5000000 generations. The parameter convergence was analyzed and 10% of the
trees generated were burnt to produce the consensus tree.

For comparative purposes, the proteins shared between the phage groups that
were separated in the phylogenetic tree, were identified using OrthoVenn
(http://www.bioinfogenome.net/OrthoVenn/) web server®s. In addition, a comparative

31


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&RUN_PSIBLAST=on
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?CMD=Web&PAGE=Proteins&PROGRAM=blastp&RUN_PSIBLAST=on
http://biodev.extra.cea.fr/virfam/
http://crispr.i2bc.paris-saclay.fr/Server/
http://omics.informatics.indiana.edu/CRISPRone/
http://www.bioinfogenome.net/OrthoVenn/

genomic analysis between phages from each group was performed using Mauve

version 2.3.146,
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Supplementary information
Supplementary Table S1 Prophage-like elements of Desulfovibrio

N° Strain Acess number GC% Prophage-like elements % Genome Contig (location) Size (pb) Classification GC% CDS
1 1 1,02 233752-270425 36674 Complete 63.7 48
2 2 0,99 1205411-1241031 35621 Complete 64.8 47
3 3 1,10 1556492-1595902 39411 Complete 58.2 52
4 o 4 1,02 1770879-1807430 36552 Complete 59.9 45
5 D vulgaris Hildenborough NC_002937.3 631 5 098 8" 2709302-2834336 35035  Complete 64.9 48
6 6 1,13 2936472-2977150 40679 Complete 62.6 54
7 7 1,24 2250828-2295194 44367 Complete 60.8 51
8 8 0,33 2714953-2726897 11945 Degenerate 67.6 17
9 1 1,14 1207755-1248036 40282 Complete 63.1 52
10 2 1,05 1760491-1797698 37208 Complete 60.1 49
11 3 0,99 2802434-2837468 35035 Complete 65.9 49
12 D. vulgaris RCH1 NC_017310.1 63.1 4 1,15 7,18 2939604-2980282 40679 Complete 62.6 53
13 5 0,98 1987316-2022273 34958 Complete 59.0 47
14 6 1,51 2254349-2297214 42866 Complete 61.0 45
15 7 0,36 2718253-2731058 12806 Degenerate 67.1 19
16 1 1.40 25995-65412 39418 Complete 60.2 50
17 2 1,51 148736-191335 42600 Complete 46.8 56
18 D. piger FI11049 NZ_LT630450.1 64.2 3 0,25 5,44  777899-785196 7298 Degenerate 48.1 7
19 4 0,83 786568-810100 23533 Degenerate 63.1 31
20 5 1,45 430305-471180 40876 Complete 62.0 50
21 1 1,33 3.3:858-37806 37806 Degenerate 63.2 50
22 2 1,34 4.1:16868-54731 37864 Complete 62.1 52
23 D. piger ATCC29098 NZ_ABXU00000000.1 63.0 3 0,22 5,16  4.3:1-6352 6352 Degenerate 69.3 8
24 4 1,24 4.4:1-35308 35309 Complete 59.2 51
25 5 1,03 4.5:1-29333 29333 Degenerate 58.5 48
26 1 1,54 1076345-1133484 57140 Complete 59.6 63
27 2 1,04 1555216-1593958 38473 Complete 62.5 53
28 D. fairfieldensis CCUG45958 NZ_CP014229.1 60.9 3 0,82 4,58 2149353-2186193 30416 Complete 61.9 36
29 4 0,59 263020-284989 21970 Degenerate 58.3 18
30 5 0,59 484160-506251 22092 Degenerate 64.3 25
31 1 1,23 1272991-1315732 42742 Complete 61.6 50
32 ) 2 1,05 1745393-1781803 36411 Complete 61.6 48
g3 D vlgaris DP4 NC_008751.1 63.0 3 010 3% 1779304-1782906 3603  Degenerate  58.1 7
34 4 0,98 3198595-3232809 34215 Complete 62.3 42
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35 5 0,34 1068859-1080736 11878  Degenerate  57.7 14
36 6 0,26 1271645-1280709 9065  Degenerate  59.3 13
37 i 1,10 939853-980902 41050 Complete 63.1 42
38 _ 2 0,20 2787989-2795585 7507  Degenerate  47.8 9
39 - alaskensis G20 NC_007519.1 578 3 107 > 3331749-3371978 40230  Complete 55.2 52
40 4 1,30 1918124-1966812 48689  Complete 60.7 50
41 i 1,21 990478-1035433 44956 Complete 65.1 56
42 D. gigas ATCC19364 NC_022444.1 63.8 2 0,89 3,62 2474033-2507188 33156  Complete 63.1 42
43 3 1,52 2127703-2183892 56190  Complete 54.9 52
44 i 0,36 352121-365295 13175 Degenerate  64.9 8
45 . 2 1,01 474227510996 36770  Complete 61.8 51
46 - aespoeensis Aspo-2 NC_014844.1 626 3 118 > 1775493-1818421 42929 Comglete 42.9 44
47 4 1,04 2505084-2633147 38064  Complete 38.0 58
48 i 0,01 864144-901131 36988 Complete 65.2 43
49 o 2 0,97 1558929-1598331 39403  Complete 65.2 46
50 - vulgaris Miyazaki NC_011769-1 67.1 3 056 %% 2016554-2039449 20896  Degenerate  64.4 30
51 4 0,50 1302496-1322867 20372  Degenerate  70.2 22
52 i 135 5:0749-46467 43719 Complete 55.2 54
gj . desulfuricans DSM7057 NZ_FPIW00000000.1 57.3 § 822 2,89 :igggg:g?g% fgggg gzg"e‘?:ztrzte 22:2 ?Z
55 4 0,27 80:3-9082 9082 Degenerate 58.1 13
56 1 0,79 49:33508-70620 37113 Complete 62.4 48
57 D. fructosivorans JJ NZ_AECZ00000000.1 63.9 2 108 2559 49:138295-188970 50676  Complete 61.3 64
58 3 0,72 55:63769-97635 33867  Degenerate  64.2 48
gg . alkalitolerans DSM16529 NZ_ATHI00000000.1 64.5 ; 1;; 248 gigfggggzggggg iggg; gsgf;ztr:te ggf :g
61 i 0,88 2:441837-473030 31194 Complete 495 47
62 . desulfuricans DSM 17919 NZ_FQZR00000000.1 451 2 0,60 2,27  2:1139634-1160999 21366 Degenerate 471 29
63 3 0,79 11:4474-32796 28323  Degenerate  48.0 37
64 i 0,74 5:86038-118974 32937 Complete 65.4 47
65 . 2 0,59 7:81990-108084 26095  Degenerate  64.0 33
66 - africanus DSM2603 NZ_AULZ00000000.1 611 3 054 " 10.45240-69368 24129  Degenerate 632 29
67 4 0,27 12:47622-59836 12215 Degenerate  65.4 19
68 i 0,84 727103-762542 35440  Complete 64.2 52
69 . . 2 0,63 2133499-2160143 26645  Degenerate  65.0 32
70 - africanus Walvis Bay NC_016629.1 61.4 3 020 290 3893257-3905761 12505  Degenerate  61.5 10
71 4 0,24 2790428-2800848 10421 Degenerate  55.7 10
72 1 0,45 1:283510-298460 14951 Degenerate 55.9 21
73 D. bizertensis DSM 18034 NZ_FUYA00000000.1 52.2 2 0,40 1,95 4:1-13153 13153 Degenerate  55.9 19
74 3 1,10 11:60957-97045 36089  Complete 49.9 36
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75 D. piger 64-16 MNTW00000000.1 63.7 1 1,84 1,84  1:22449-69767 47319 Complete 58.3 57
76 . 1 1,14 1:145720-186292 40573 Complete 63.2 42
-7 D. alaskensis DSM16109 NZ_AXWQ00000000.1 58.0 o 0.68 1,82 6:317764-342216 4453 Complete 58.5 30
78 . 1 0,92 19149-56014 36866 Complete 64.7 55
79 D indicus j2 NZ_CP014206.1 635 2 082 "% 1479948-1512740 32793 Complete 61.9 50
80 1 0,31 8:228603-240880 12278 Degenerate 45.9 19
81 D. bastinii DSM16055 NZ_AUCX00000000.1 43.1 2 0,79 1,62 22:50-31249 31200 Degenerate 45.0 17
82 3 0,52 31:734-21301 20568 Degenerate 41.4 26
83 . , 1 1,27 8:23822-58699 34878 Degenerate 38.0 38
84 D. litoralis DSM11393 NZ_FRDI00000000.1 36.9 5 0.28 1,55 131-7877 7877 Degenerate 355 14
85 1 0,71 220039-246518 26480 Degenerate 46.0 38
86 D. hydrothermalis DSM14728 NC_020055.1 451 2 0,44 1,38  264063-280712 16650 Degenerate 41.0 25
87 3 0,23 7509-16126 8618 Degenerate 38.8 8
88 1 0,54 2787492-2816248 28757 Degenerate 64.1 34
89 2 0,14 1598917-1606756 7840 Degenerate 60.8 10
90 D. magneticus RS-1 NC_012796.1 62.8 3 0,25 1,31 1651912-1665043 13132 Degenerate 44.3 8
91 4 0,19 3812347-3822640 10294 Degenerate 69.0 9
92 5 0,19 4745792- 4755972 10181 Degenerate 49.3 8
93 D. oxyclinae DSM11498 NZ_AQXE00000000.1 59.1 1 1,29 1,29  1:255253-298505 43253 Complete 55.0 44
94 1 0,51 6:21787-39205 17419 Degenerate 54.6 24
95 D. cuneatus DSM11391 NZ_AUCY00000000.1 53.5 5 0.70 1,21 9:76936-100771 23836 Degenerate 548 o8
96 . 1 0,66 11:301623-324411 22789 Degenerate 59.8 29
97 D. desulfuricans DSM 642 NZ_ATUZ00000000.1 57.4 > 0.44 1,10 11:716541-731554 15014 Degenerate 510 10
98 D. desulfuricans ATCC 27774 NC_011883.1 58.1 1 1,10 1,10 277508-309276 31769 Complete 55.7 42
99 D. salexigens DSM2638 NC_012881.1 471 1 1,07 1,07 2315338-2361506 46169 Complete 45.5 53
100 1 0,34 10:126911-140903 13993 Degenerate 419 14
191 D-Zosterae DSM11974 Nz_AUDC00000000.1 418 2 065 29 11.407097-434019 26923  Degenerate  41.9 29
102 ) 1 0,58 5:10256-38573 28318 Degenerate 63.9 32
103 D. magneticus IFRC170 NZ_JAGC00000000.1 64.7 o 0.33 0,91 5-48224-64398 16175 Degenerate 66.4 20
104 , . 1 0,23 4:20345-28622 8278 Degenerate 68.3 8
105 D. aminophilus DSM12254 NZ_AUMA00000000.1 66.2 5 0.57 0,80 19:13012-32703 19692 Degenerate 68.5 30
106  D. africanus PCS NZ_AOSV00000000.1 61.2 1 0,79 0,79 63:67267-98453 31187 Complete 60.2 40
107 1 0,17 2:6809-14189 7381 Degenerate 66.7 10
108 . 2 0,19 6:863784-872136 8353 Degenerate 67.3 15
109 D. termitidis HI1 NZ_AZAO00000000.1 66.1 3 014 0,69 7-67044-73337 6294 Degenerate 64.7 .
110 4 0,19 9:222471-230896 8426 Degenerate 65.3 8
111 D. brasiliensis JCM12178 NZ_BBCB00000000.1 59.7 1 0,61 0,61 28:4203-26287 22085 Degenerate 61.1 24
112 D. frigidus DSM17176 NZ_JONL00000000.1 42.8 1 0,54 0,54 12:1639-24526 22888 Degenerate 45.6 26
113 D. putealis DSM16056 NZ_AUBQ00000000.1 62.8 1 0,49 0,49  4:295731-319243 23513 Degenerate 65.8 34
114 D. dechloracetivorans BerOc1 NZ_LKAQO00000000.1 63.8 1 0,48 0,48 04:2266245-2285871 19627 Degenerate 65.2 26
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115 — 1 0,28 12:77918-94286 16369  Degenerate  49.9 18
11a D inopinatus DSM10711 NZ_AUBP00000000.1 49.2 ) 017 045 | ceoe 0une 0902  Degenorte 510 o
117 1 0,16 1652158-1657915 5758  Degenerate  53.3 6
118  D. desulfuricans ND132 NC_016803.1 65.2 2 0,12 0,43 2638934-2643452 4519 Degenerate  66.1 6
119 3 0,15 2438616-2443963 5348  Degenerate  55.9 6
120 D. longus DSM6739 NZ_ATVA00000000.1 63.7 1 039 039 13:.177164-191601 14528 Degenerate _ 63.4 17
121 . 1 0,19 1:98115-105581 7467 Degenerate 463 8
15y D ferrireducens DSM16995 FNGA00000000.1 42.8 ) o1 9% 1ea0280-687550 e Desonorate 426 .
123 ) 1 017 303.133:16744-24517 7774 Degenerate 643 10
104 D-magneticus MBC34 ALAG00000000.1 657 2 018 3 435212:095-8978 7984  Degenerate 63.1 7
125 ) 1 0,13 3:79563-86728 7166 Degenerate 633 9
1o D- alcoholivorans DSM5433 NZ_JNJA00000000. 1 64.7 ) 020 3 Teasorranes 10704 Degonerats 4.2 o
127 D. piezophilus C1TLV30 NC_020409.1 50.0 1 0,31 031 1174880-1186253 11374 Degenerate 545 13
128 D. legalli KHC7 FNBX00000000.1 648 1 029 029 18:46636-54571 7936 Degenerate  66.4 10
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Supplementary Table S2 Complete prophages in Desulfovibrio

N° Strain Origin® Prophage Size (pb) Family® Proteins®

1 D. aespoeensis Aspo-2 Env 2 36770 Myo Lys hyp (WP_083808685.1)

2 3 42929 Myo Lys hyp (WP_013514570.1)

3 4 38064 Myo Lys (WP_013515329.1)

4 D. africanus Walvis Bay Env 1 35440 Myo Hol hyp (WP_014258869.1) e Lys hyp (WP_014258893.1)
5 D. africanus DSM2603 Env 1 32937 Myo -

6 D. africanus PCS Env 1 31187 Sip -

7 D. alaskensis G20 Env 1 41050 Myo Lys hyp (WP_011366992.1)

8 3 40230 Myo -

9 4 48689 Myo Lys (WP_011367798.1)

10 D. alaskensis DSM16109 Env 1 40573 Myo -

11 2 24453 Myo -

12 D. alkalitolerans DSM16529 Env 2 43877 Myo -

13 D. bizertensis DSM 18034 Env 3 36089 Myo Lys hyp (SKA81922.1)

14 D. desulfuricans ATCC 27774 Env 1 31769 Myo -

15  D. desulfuricans DSM7057 Env 1 43719 Pod Hol (SFW23071.1) e Lys (SFW23095.1)

16 2 28623 Myo Lys (SFW30341.1)

17  D. desulfuricans DSM17919 Env 1 31194 Myo Hol hyp (SHI60426.1)

18 D. fairfieldensis CCUG45958 Hum 1 57140 Sip Hol hyp (WP_083521954.1) e Lys hyp (WP_062251836.1)
19 2 38473 Myo Lys hyp (WP_062252149.1)

20 3 30416 Myo Hol hyp (WP_062252788.1) e Lys hyp (WP_062252832.1)
21 D. fructosivorans JJ Env 1 37113 Sip Hol hyp (EFL53014.1) e Lys (EFL53013.1)

22 2 50676 Sip Hol hyp (EFL53098.1) e Lys (EFL53099.1)

23 D. gigas ATCC19364 Env 1 44956 Sip Lys hyp (WP_021759525.1)

24 2 33156 Sip Hol hyp (WP_021761111.1)

25 3 56190 Sip Lys hyp (WP_051286217.1)

26 D. indicus J2 Env 1 36866 Myo Hol hyp (WP_066798947.1) e Lys (WP_066798949.1)
27 2 32793 Myo -

28 D. oxyclinae DSM11498 Env 1 43253 Pod Lys hyp (292456-292824 complementar)

29 D. piger FI11049 Hum 1 39418 Myo Hol hyp (WP_072331516.1) e Lys (WP_083575220.1)
30 2 42600 Myo -

31 5 40876 Myo Hol hyp (WP_072332501.1) e Lys (WP_083575254.1)
32 D. piger ATCC29098 Hum 2 37864 Myo -

33 4 35309 Myo -

34 D. piger64-16 Hum 1 47319 Myo Hol hyp (OLA87393.1) e Lys (OLA87415.1)

35 D. salexigens DSM2638 Env 1 46169 Myo Hol hyp (WP_081434591.1)

36 D. vulgaris Miyazaki Env 1 36988 Myo Lys (WP_012611872.1) e Lys hyp (WP_012611897.1)
37 2 39403 Myo Hol (WP_012612411.1) e Lys (WP_012612412.1)
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38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

D. vulgaris Hildenborough

D. vulgaris DP4

D. vulgaris RCH1

Env

Env

Env

GO B WON-= PN =-NOODAOWND-—=

»

36674
35621
39411
36552
35035
40679
44367
42742
36411
34215
40282
37208
35035
40679
34958
42866

Myo
Myo
Sip
Pod
Myo
Myo
Sip
Sip
Myo
Myo
Myo
Pod
Myo
Myo
Sip
Sip

Hol (YP_009427.1) e Lys hyp (YP_009428.1)

Hol hyp (YP_010350.1) e Lys (YP_010349.1)

Hol (YP_010724.1)

Hol hyp (YP_010945.1)

Lys hyp (YP_011939.1)

Hol (YP_012079.1) e Lys hyp (YP_012078.1)

Hol (YP_011379.1) e Lys (YP_011378.1)

Hol (WP_081428991.1) e Lys (WP_011792031.1)
Hol hyp (WP_011792275.1)

Hol hyp (WP_011793063.1)

Lys (WP_010938427.1)

Hol hyp (WP_010939015.1)

Lys (WP_010939994.1)

Hol (WP_010940129.1) e Lys hyp (WP_010940128.1)
Hol hyp (WP_010938799.1)

Hol (WP_010939443.1) e Lys (WP_010939442.1)

a Strains were characterized in environmental (Env) and human (Hum).
b Phages families were characterized in Myoviridade (Myo), Siphoviridae (Sip) and Podoviridae (Pod).
¢ Protreins were characterized in lysozyme (Lys), holina (Hol), hypothetical (hyp).
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Cluster CD Cluster EF
576 proteins 417 proteins
161 groups 139 groups

Cluster AB
479 proteins
125 groups

Cluster GHI
1023 proteins
122 groups

75

24

Supplementary Fig. S1. Sharing of proteins between Desulfovibrio complete
prophages. The Venn Diagram was drafted with the total proteins. The numbers
indicate protein groups shared between the four phylogenetic clusters (AB, CD, EF
and GHI) of 53 Desulfovibrio prophages.

Number of strains with
the cas locus

7

Subtype I-C CRISPR-Cas

cas3 casb cas8c cas7 cas4 cas1 cas2

Subtype I-E CRISPR-Cas

cas3 cas8 cse2 cas7 cas5 cas6 cas1 cas2
csel

Subtype I-F CRISPR-Cas

cas1 cas2 cas3 csyl csy2 csy3 cas6

Subtype I-U CRISPR-Cas

cas3 cas7 cas5 cas6b

Subtype 1lI-B CRISPR-Cas
cas7 cas10 cas5h cas7 cmr5 cmr?
cmr cmr3 cmrd cmré

Supplementary Fig. S2. Architecture of the gene region of the CRISPR-Cas system
in closed Desulfovibrio genomes. Each cas locus is represented according to a
Desulfovibrio strain: D. desulfuricans ND132 (I-C), D. alaskensis G20 (I-E), D. gigas
(I-F and I-U) and D. hydrothermalis (11I-B). On the right is the number of genomes that
have the cas locus type highlighted. The genes are colored according to their
function: adaptation (black), pre-crRNA processing (dark gray), interference modulus
(white) and target cleavage (light gray).
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Supplementary Table S3 CRISPR-Cas system in closed genomes of Desulfovibrio
by CRISPRone

. CRISPR arrays CRISPR-Cas systems Putative activity
N° Strain
(n° of spacers) type

1 D. aespoeensis Aspo-2 0 I-incomplete Inactive
2 D. africanus Walvis Bay ND ND Inactive
3 D. alaskensis G20 1(20) I-E Active
4 D. desulfuricans ND132 1(100) I-C Active
5 D. desulfuricans ATCC 27774 1 (30) I-E Active
6 D. fairfieldensis CCUG45958 ND ND Inactive
7 D. gigas ATCC19364 1(6) I-F e I-U incomplete Active
8 D. hydrothermalis DSM14728 6 (45) -Bel-F Active
9 D. indicus J2 2(29) I-C Active
10 D. magneticus RS-1 2(52) I-Cel-F Active
11 D. piezophilus C1TLV30 0 ND Inactive
12 D. piger FI11049 1(3) ND Inactive
13 D. salexigens DSM2638 0 l-incomplete Inactive
14 D. vulgaris DP4 1(46) I-C Active
15 D. vulgaris Hildenborough 1(28) I-C Active
16 D. vulgaris Miyazaki 2(60) I-C Active
17 D. vulgaris RCH1 1(28) I-C Active

ND: Not detected.
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Resumo

Desulfovibrio alaskensis € uma espécie pertencente ao grupo de Bactérias
Redutoras de Sulfato (BRS) e que apresenta profagos no seu genoma, uma
caracteristica comum do género Desulfovibrio. Material genético pode ser
transportado por vesiculas de membrana externa. Porém, nenhum dado sobre a
producédo dessas vesiculas foi descrito para D. alaskensis. Para a verificagdo da
expressdo de profagos de D. alaskensis e seu envolvimento com vesiculas de
membrana externa foi utilizada a linhagem DSM16109. A linhagem DSM16109
possui trés profagos e apresentou menor crescimento apos a adicdo de mitomicina
C em relacao a cultura controle. Esta reducao foi acompanhada da presenca de
particulas virus-like (VLPs), indicando inducao de profagos por mitomicina C. Foi
verificado o aumento do numero de cépias dos genes cap dos trés profagos e
transcricdo dos mesmos na amostra controle, entretanto, sem a formacéo de VLPs.
Genes de profagos foram identificados em vesiculas de membrana externa de
culturas tratadas e nao tratadas com mitomicina C. Os profagos de DSM16109 sao
induzidos de forma esponténea, mas, apenas a presenca de mitomicina C levou a
formacao de VLPs. O material genético dos profagos detectado dentro de vesiculas
de membrana externa podem estar relacionados com a transferéncia horizontal de

genes virais.

Palavras chaves: Bacteriophage, mitomycin C, sulphate reducing bacteria,

prophage

Introducao

Desulfovibrio alaskensis pertence ao grupo de Bactérias Redutoras de Sulfato
(BRS), que possuem a capacidade de reduzir sulfato durante seu metabolismo,
levando a producao de sulfeto de hidrogénio (H2S) (Postgate, 1965). O gas H2S é
altamente téxico, sendo um dos principais problemas para a industria petrolifera,
tanto para a saude dos trabalhadores quanto para a qualidade do petréleo (Gieg et
al., 2011). Além da producao de H2S, as BRS séo capazes de formar biofilme, o que
as torna resistentes a tratamentos quimicos, e favorece a corrosdo
microbiologicamente induzida (MIC) de tubulagdes, gerando grandes prejuizos na
industria de petrdleo (Rajasekar et al., 2010). De acordo com a literatura, duas
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linhagens de Desulfovibrio alaskensis sdo atualmente estudas e possuem o genoma
depositado no banco de dados: DSM16109 e G20. A linhagem D. alaskensis
DSM16109 foi isolada de material coletado em reservatério de 6leo no Alaska (EUA)
por E. van der Vende em 1991, mas sua caracterizagdo ocorreu apenas em 2004,
quando recebeu o nome do local onde foi encontrada (Feio et al., 2004). D.
alaskensis G20 é uma linhagem derivada de Desulfovibrio desulfuricans G100A, que
também foi isolada de reservatério de éleo (Califérnia, EUA), sendo reclassificada
como D. alaskensis G20 em 2011 (Hauser et al., 2011). Essas duas linhagens
possuem o genoma sequenciado, nos quais foram identificados a presenca de
profagos (Crispim et al., 2018).

Profagos, genomanas de bacteri6fagos que estdo presentes no genoma
bacteriano, sdo encontrados em diversos grupos bacterianos (Bobay et al., 2013;
Crispim et al.,, 2018; Pratama and van Elsas, 2017). Em D. alaskensis G20,
sequéncias relacionadas a profagos ocupam 3,67% do genoma (Crispim et al.,
2018). Os profagos podem entrar no ciclo litico espontaneamente ou quando
induzidos por algum estresse (Gandon, 2016; Nanda et al., 2015; Tang et al., 2017),
0 que permite seu isolamento e posterior caracterizacdo. Muitos profagos séo
defectivos, ndo sendo induziveis ou se induziveis, formam particulas virais
incompletas (Bobay et al., 2014; Durmaz et al., 2008; Yuan et al., 2014). Entretanto,
a presenca desses profagos nos genomas bacterianos representam um significativo
papel na evolucdo e diversidade bacteriana (Canchaya et al., 2004; Wang et al.,
2010). Nesse contexto, vesiculas de membrana externa podem atuar como veiculos
de transporte intercelular de genomas de fagos, facilitando a recombinagao entre
fagos e/ou genomas bacterianos (Gaudin et al., 2014).

Vesiculas de mebrana externa (Outer Membrane Vesicles — OMVs) sao
estruturas membranosas liberadas por brotamento da membrana externa de
bactérias Gram-negativas (Kulp and Kuehn, 2010). As OMVs apresentam forma
esférica de 10-300nm e podem carregar SRNAs regulatérios, proteinas e DNA, sendo
ja caracterizado o seu envolvimento com aderéncia, formagéo de biofilme bacteriano
e transferéncia horizontal de genes (Bonnington and Kuehn, 2014; Domingues and
Nielsen, 2017). Além disso, as OMVs podem agir como uma defesa inata bacteriana
contra bacteri6fagos ao adsorver particulas virais (Manning and Kuehn, 2011;
Reyes-Robles et al., 2018).
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Apenas um trabalho foi realizado sobre bacteriéfagos em D. alaskensis
(Crispim et al., 2018) e nenhum estudo sobre OMVs foi encontrado para esta
espécie, 0 que torna essa area de grande interesse para o estudo de formas de
controle das BRS. Este trabalho realiza a verificagdo da expressao de profagos em
D. alaskensis, anteriormente estudados em analises in silico (Crispim et al., 2018), e

seu envolvimento com vesiculas de membrana externa.

Resultados

Profagos em D. alaskensis

Em um trabalho anterior foi identificado trés profagos completos no genoma
fechado de D. alaskensis G20 (elementos profago-like 1, 3 e 4) e dois profagos no
genoma depositado na forma de contigs de D. alaskensis DSM16109 (elementos
profago-like 1 e 2) (Crispim et al., 2018). Desses profagos, sabe-se que os elementos
profago-like 1 e 4 da linhagem G20 e o elemento profago-like 1 da linhagem
DSM16109 possuem 94 % de identidade. No presente estudo, verificamos por meio
da ferramenta Blast que o contig 15 da linhagem DSM16109 possui 48 % de
cobertura e 99 % de identidade com o elemento profago-/ike 3 da linhagem G20 e
que o elemento profago-like 2 da linhagem DSM16109 é exclusivo dela. Em vista da
identidade entre os profagos completos das linhagens de D. alaskensis, foi
determinado o total de 3 profagos na espécie para a realizagdo de analises
posteriores. A representacao dos trés profagos encontrados em D. alaskensis pode
ser visualizada na Fig. 1 e a caracterizacdo completa das regides codificadoras nas
Tabelas S1-3.

O profago 1 de D. alaskensis (Fig. 1), nomeado como proDAD2, possui
reguladores transcricionais upstream ao gene da integrase, que possui a mesma
direcdo dos genes virais. Genes tardios foram encontrados a jusante ao gene da
integrase, com posterior localizagdo de genes estruturais da cauda. Esse profago,
apresenta auséncia de genes que codificam para fibras da cauda e relacionados a

replicacao viral.
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Fig. 1. Organizagdo gen6mica de profagos de D. alaskensis. Os profagos foram representados de
acordo com o observado nas linhagens G20 e DSM16109: 1 (proDAD2) - elemento profago-like 2 da
DSM16109, 2 (proDAG3) - elemento profago-like 3 da G20 e 3 (proDAG1) - elemento profago-like 1
da G20, de acordo com Crispim e colaboradores (Crispim et al., 2018). As setas indicam a orientacédo
transcricional dos genes e estdo coloridas de acordo com a funcdo: transposase (cinza claro),
hipotética (preto), virais (branco) e bacteriana (cinza escuro).

O profago 2 (Fig. 1), nomeado como proDAG3, possui duas integrases
préximas e com diregcdo contraria aos genes virais. Uma terceira integrase é
encontrada nesse profago apresentando a mesma dire¢do que os genes virais. Esse
profago possui médulo tardio, que codifica para proteinas do portal, terminase e
capsideo, a jusante aos dois genes da integrase de localizacdo proxima.
Posteriormente, sdo encontrados os genes estruturais da cauda, incluindo genes que
codificam as fibras da cauda e proteinas relacionadas a replicagao viral. Além disso,
esse profago possui trés transposases € um gene que codifica uma proteina
bacteriana da familia SunT, um transportador do tipo ABC.

O profago 3 (Fig. 1), nomeado como proDAG1, apresenta o gene que codifica
para integrase disposto no mesmo sentindo que 0s genes virais. Entre os genes
virais encontrados destacam-se os que codificam a terminase, a proteina do portal
e 0 capsideo, localizados a jusante ao gene da integrase, caracterizando o médulo
de transcri¢ao tardio. Posteriormente, encontram-se genes que codificam proteinas
da cauda, proteina de conexdo capsideo/cauda e proteinas da placa basal. Nesse
profago nao foi encontrada proteinas da fibra da cauda e proteinas relacionadas a
replicacdo e regulacdo viral. Por outro lado, foram identificados os genes que

codificam a enzima DNA metiltransferase e a proteina lisozima.
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Ao comparar esses profagos com genomas disponiveis no banco de dados
foi encontrado que o proDAG1 possui aproximadamente de 99 % de cobertura e 96
% de identidade com profagos presentes nos genomas das linhagens
Syntrophobacter fumaroxidans MPOB e Geobacter sp. M18. Os outros profagos
apresentaram baixa identidade com as sequéncias presentes no banco de dados,
sendo 7% de cobertura e 72% de identidade do proDAD2 com profago presente no
genoma de Desulfovibrio vulgaris Miyazaki F e de 4% de cobertura e 90% de
identidade do proDAG3 com profago presente no genoma de Pseudodesulfovibrio
indicus J2.

Profagos induziveis de D. alaskensis DSM16109

Na analise de verificagdo de profagos in vivo foi observada a reducdo do
crescimento bacteriano apo6s a inoculagao de mitomicina C nas concentracdes de 5
e 10 pg/mL na cultura de DSM16109 (Fig. 2A). Para analises posteriores, a
concentracao de 5 pg/ml foi usada.

Particulas compostas apenas por capsideo e com auséncia de material
eletrodenso no seu interior foram visualizadas nas amostras induzidas com
mitomicina C por 6 horas (Fig. 2B). Nenhuma particula foi visualizada na amostra
controle no mesmo ponto de coleta da amostra induzida. A PCR com os genes cap1,
cap?2 e cap3 confirmou a auséncia de material genético no interior das particulas pela
ndo amplificacdo dos genes virais (dados ndo mostrados), caracterizando essas
particulas como virus-like particles (VLPs). Os genes que codificam para a proteina
do capsideo dos trés profagos (cap1, 2 e 3) apresentaram transcricdo no tempo de
6 horas, ponto da visualizagdo das VLPs na amostra induzida (Fig. S1). O mesmo
resultado foi encontrado para a amostra ndo induzida (controle).
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Fig. 2. Verificagdo de VLPs em D. alaskensis DSM16109 induzida com mitomicina C. A: Curva de
crescimento de D. alaskensis DSM16109 sem e com mitomicina C (5ug/ml e 10pg/ml) inoculada na
DO 0,1. B: Microscopia eletrdnica de transmissao de particulas virus-like. Imagem obtida de amostra
induzida com mitomicina C. Bars: 100 nm.

Material genético em vesiculas de membrana externa

Foi verificada a presenca de material genético na matriz extracelular nos
tempos de 6, 12 € 24 horas apds a inoculagéo de mitomicina C, cujo material genético
acumula-se no tempo de 24 horas (Fig. 3A). A amostra controle apresentou menor
quantidade de material extracelular nos mesmos tempos verificados na amostra
induzida. Este material genético pode estar dentro das vesiculas ou livre no meio
extracelular.

Vesiculas de membrana externa foram visualizadas em amostras controle e
induzida por mitomicina C apds 24 horas de crescimento, Fig. 3A. As vesiculas
apresentaram tamanho variando de 34-125 nm com grande contrastacao do interior,
indicando presenca de material intravesicular. A reacdo de PCR detectou a presenca
de genes virais (capl, 2 e 3) e bacteriano (gyrA) em ambas as amostras (controle e
induzida com mitomicina C), com excecao do gene capl na amostra induzida, Fig.
3B.
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Fig. 3. Vesiculas de membrana externa de D. alaskensis DSM16109 carregam sequéncias
relacionadas a profagos. A: PCR da matriz extracelular da linhagem DSM16109 com (M) e sem (C) a
inoculacdo de mitomicina C nos tempos de 6, 12 e 24 horas. Para verificacdo de material genético
bacteriano no sobrenadante da cultura foi usado o primer GyrA, os mesmos resultados foram
encontrados com os primers Cap1, 2 e 3. B: Microscopia eletrénica de transmissdo de vesiculas de
membrana externa. A amostra representa vesiculas de membrana externa da amostra controle, que
também foram visualizadas na amostra induzida com mitomicina C. Bars: 200 nm. C: Presenca de
material genético em vesiculas de membrana externa por PCR. cap: gene que codifica para a proteina
do capsideo dos profagos 1, 2 e 3. GyrA: gene que codifica para a proteina DNA girase. C: controle;
M: mitomicina C.
Numero de copias dos genes cap na matriz extracelular

A gPCR permitiu a verificacdo do niumeros de copias dos genes dos capsideos
virais em relacédo ao gene da DNA girase nas amostras analisadas anteriormente por
PCR, Fig. 3B. O gene cap1 apresenta diminuicdo do numero de cépias no tempo de
6 horas de crescimento, tanto na amostra controle quanto na amostra com
mitomicina C, sem diferenca estatitica entre as duas amostras. Em 12 e 24 horas de
crescimento, observa-se diminui¢ao significativa do numero de copias de capl (p <
0,05) na amostra induzida em relagdo a amostra controle. J4 o gene cap?2 apresentou
pequeno aumento do numero de copias na amostra induzida em relagdo a amostra
controle no tempo de 6 horas, mas sem diferenca significativa entre as duas
amostras. Entretanto, nos tempos de 12 e 24 foi verificada a diminuicdo do nimero
de cdpias desse gene na amostra induzida em relagdo a amostra controle (p < 0,05).
O gene cap3 nao apresentou diferenga no numero de cdpias em 6 horas de
crescimento da cultura. Em 12 e 24 horas foi observado reducdo do numero de
cbpias desse gene na amostra induzida em relagdao a amostra controle, porém, sem

diferencga significativa.
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Numero de copias dos genes cap/gyrA
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cap1 cap2 cap3

Fig. 4. Variacdo do material genético de profagos na matriz extracelular de D. alaskensis DSM16109.
Numero de copias dos genes capl, 2 e 3 em 6, 12 e 24 horas ap6s inoculagdo de mitomicina C. O
material extracelular da cultura do ponto 0, quando foi realizada a inoculagdo de mitomicina C, foi
utilizado como ponto de referéncia para a andlise relativa, representado pela linha tracejada. cap:
gene que codifica para a proteina do capsideo dos profagos 1, 2 e 3. O gene gyrA foi utilizado como
controle endégeno. O asteristico (*) representa os pontos com diferenca estatitica pelo teste-t, p <
0,05, entre amostra sem (controle) e com mitomicina C.

Discussao

A analise comparativa de profagos entre as linhagens DSM16109 e G20 de
D. alaskensis, inicialmente caracterizados por Crispim e colaboradores (Crispim et
al., 2018), permitiu identificar a presenca de trés profagos na espécie. Outros
profagos podem ser identificados, uma vez que o genoma da linhagem DSM16109
encontra-se depositado na forma de contig. O proDAD2, exclusivo da linhagem
DSM16109, € o menor profago da linhagem e nao possui todas as caracteristicas
para ser profago induzivel. Porém, este profago esta localizado na extremidade de
um contig, o que pode mascarar a continuidade do mesmo. O proDAGS,
diferentemente do proDAD2, possui a presenca de genes que codificam as fibras da
cauda, que tem a funcdo de reconhecimento da célula hospedeira (Chen et al.,
2017). Este profago possui todas as caracteristicas de um profago induzivel, mas
proteinas podem ser defectivas, impedindo a formacao da particula viral infectiva. O
proDAG3 possui também transposases, as quais sao responsaveis pela
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relocalizacao de sequéncias dentro e entre genomas (Frost et al., 2005). A presenca
de transposase e de genes exdgenos neste elemento pode ser um indicio de
aquisicao de genes de outras bactérias, como o gene que codifica a proteina da
familia SunT. Proteinas dessa familia estao relacionadas com transportadores do
tipo ABC envolvidos no transporte de lantibi6ticos, que sao peptideos conhecidos
como bacteriocinas (McAuliffe et al., 2001). As bacteriocinas sdo produzidas por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e sdo capazes de inibir o crescimento de
outras bactérias devido a interacdo com a parede celular e formagédo de poros
(Chikindas et al., 2018). A presenca desse gene neste profago demonstra o
envolvimento de bacteri6fagos na transferéncia horizontal de genes. No proDAGH
nao foram encontradas proteinas da fibra da cauda e proteinas relacionadas a
replicagédo e regulacao viral, mas, genes hipotéticos estao presentes e podem estar
relacionados com estas fungdes. Este profago também apresentou os genes que
codificam para DNA metiltransferase e proteina lisozima. A DNA metiltransferase é
encontrada em todas as bactérias, mas ndao em todos os bacteriéfagos, estando
envolvida em regulacdo de genes bacterianos e na metilacdo dos genomas virais
replicados, conferindo protecdo contra enzimas de restricdo do hospedeiro (Smith
and Jeddeloh, 2005). A proteina lisozima tem a funcdo de hidrolase de
peptideoglicano, sendo capaz de agir na parede celular bacteriana como endolisinas,
seja para a liberagédo das particulas virais ap6s a replicagéo ou para a formagao de
poros na parede celular para injecdo do material genético na célula hospedeira
(Latka et al., 2017; Rodriguez-Rubio et al., 2013). A presenca desse gene em
profagos de D. alaskensis mostra ser um interessante alvo para o desenvolvimento
de ferramentas para controle bacteriano por meio da sua expressao em sistema
heterélogo (Guo et al., 2017).

No teste de indugcdo de profagos com mitomicina C houve a reducao de
crescimento da linhagem DSM16109 com ambas as concentracao de mitomicina C
(5 € 10 pg/ml). Apesar da reducéo de crescimento, ndo foi observada uma queda
exponencial do crescimento como observado em alguns trabalhos (Hammerl et al.,
2016; Pratama and van Elsas, 2017), o que demonstraria lise celular pela liberagdo
de particulas virias e nao um efeito inibitério da mitomicina C. Essa caracteristica da
reducao da curva de crecimento sem queda exponencial também foi comum na
linhagem Lactobacillus casei BL23, na qual foi verificada a presenca de particulas
virais no material extracelular da cultura (Dieterle et al., 2016). Neste trabalho, a lise
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celular foi caracterizada como incompleta, na qual nem todas as células sofreram
lise celular, mantendo assim uma fase estacionaria de cresciemento. No presente
estudo, também foram verificadas particulas virais na amostra induzida com
mitomicina C, porém, as particulas apresentaram-se formadas apenas por capsideo,
sem a presenca de cauda e sem material genético, caracterizando a formacgéao de
particulas virus-like (VLPs). Profagos defectivos sdo muito comuns e em alguns
casos nao sao induziveis por mitomicina C (Chen et al., 2006; Mobberley et al.,
2010), devido a, por exemplo, mutacdes nos genes que codificam para a proteina do
capsideo viral, como no profago proCM3 de Bacillus thuringiensis (Yuan et al., 2014).
Ja o profago Lrm1 de Lactobacillus rhamnosus M1 é induzivel por mitomicina C, mas
poucas particulas virais completas sdo formadas, encontrando capsideo e cauda
separados no material extracelular da cultura bacteriana induzida (Durmaz et al.,
2008).

A auséncia de material genético relacionado aos profagos nas VLPs
encontradas pode ser devido a auséncia ou a ndo expressao de proteinas da
interface cabeca-cauda, que sao importantes para a incorporacao do DNA no interior
do capsideo (Tavares, 2018). Entretanto, ja foi demonstrado que profagos defectivos
sao capazes de empacotar regides aleatérias do genoma bacteriano de até 8 kb (Jin
et al., 2014). A analise de transcricdo reversa demonstrou que os trés profagos
apresentam transcricdo do gene que codifica para o capsideo viral. O processo de
liberag@o de particulas virais é resultante da agdo de holinas e lisozimas presentes
em bacteri6fagos (Shi et al., 2012), cujo gene que codifica a proteina lisozima foi
detectado no proDAG1. Assim, a liberacdo das VLPs encontradas pode estar
relacionada com a ativacgao transcricional deste gene ocasionada pela indugéo por
mitomicina C, sendo ja demonstrado estar relacionada com a ativagao transcricional
de genes virais do ciclo litico (Chou et al., 2017). Por outro lado, a transcricao de
genes que codificam as proteinas dos capsideos virais também foi encontrada na
amostra controle, o que indica inducdo espontadnea dos mesmos, porém, sem a
liberacdo de VLPs. A inducéo espontanea ja foi demonstrada em outras linhagens
(Nanda et al., 2014; Pratama and van Elsas, 2017), podendo representar um impacto
para o fitness bacteriano, bem como estar envolvido na formacao de biofilme (Carrolo
et al., 2010; Nanda et al., 2015).

Apesar da auséncia de material genético relacionados a profagos nas VLPs,

foi identificado um aumento de material genético na matriz extracelular da amostra
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induzida. Este material genético pode estar livre na matriz extracelular, liberado junto
com as VLPs formadas, ou dentro de vesiculas de membrana externa, uma vez que
mitomicina C induz a vesiculagdo (Dutta et al., 2004). A andlise de microscopia
eletrbnica de transmissao confirmou a formacao de vesiculas de membrana externa
por D. alaskensis DSM16109 na fase exponencial de crescimento nas amostras
controle e induzida com mitomicina C. Estas vesiculas podem carregar componentes
citoplasmaticos, como proteinas, polissacarideos e material genético de até 370 kb
(Domingues and Nielsen, 2017). O interior eletrodenso dessas vesiculas indicou a
possivel presenga de material intravesicular. Na analise do conteudo das vesiculas
de fase estacionaria de D. alaskensis, foi verificada a presenca de material genético
dos trés profagos na amostra controle e dos profagos proDAG3 e proDAG1 na
amostra induzida com mitomicina C. Ho e colaboradores (Ho et al., 2015)
demonstraram que vesiculas de membrana externa de Porphyromonas gingivalis
sao capazes de carregar grande diversidade de suas regides gendmicas. A presenca
de sequéncias genémicas relacionadas a virus em vesiculas de membrana externa
ja foi demonstrada (Gaudin et al., 2014) e representa um mecanismo de transferéncia
horizontal de genes (THG). A THG mediada por OMVs foi confirmada em P.
gingivalis (Ho et al.,, 2015) e em outras espécies bacterianas (Domingues and
Nielsen, 2017; Klieve et al., 2005).

No presente estudo, uma possivel THG pode ser justificada pela andlise
comparativa das sequéncias de profagos de D. alaskensis com o banco de dados.
Foi encontrada alta identidade do proDAG1 de D. alaskensis com sequéncias
relacionadas a profagos de Syntrophobacter fumaroxidans e Geobacter sp. A
bactéria S. fumaroxidans também é uma redutora de sulfato e pertence a familia
Syntrophobacteraceae, que estd dentro da mesma classe que D. alaskensis,
Deltaproteobacteria (Plugge et al., 2012). J& Geobacter sp. € uma bactéria redutora
de Fe, encontrada em diversos ambientes anaerdbios (Lovley et al., 2011). Ambas
espécies sdo Gram-negativas e possiveis produtoras de OMVs. Além disso, estas
espécies ja foram descritas e identificadas em ambientes relacionados a exploragéao
e beneficiamento de petroleo (Nazina et al., 2017), indicando uma possivel relacéo
de profagos interespecifica que pode ter ocorrido por THG mediada por OMVs.
Apesar da baixa identidade do proDAGS ter sido encontrada com outras linhagens
presentes no banco de dados, suas caracteristicas como a presenca de transposase

e gene que codifica proteina bacteriana, demonstram possivel envolvimento com a
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THG. O proDAD2 também apresentou baixa identidade com sequéncias presentes
no banco de dados, o que indica que D. alaskensis possui dois profagos
caracterizados pela primeira vez neste trabalho.

A reacao de qPCR permitiu verificar variacdo do material genético na matriz
extracelular em diferentes tempos da curva de crescimento. Observa-se que a
inducéo de mitocina diminui o numero de copias dos genes capl,2e 3 em 12 e 24
horas em relacdo ao controle, sendo apenas significativa nos genes capl e 2 (p <
0,05). Esses dados condizem com os resultados de PCR do conteudo fagico nas
vesiculas de membrana externa, que nao transportam o gene capl na fase
estacionaria da amostra induzida, representada pelo ponto de 24 horas na curva de
crescimento. Essa diminuicdo do numero de copias pode representar uma possivel
retroinibicdo, uma vez que foi demonstrado que a transcricdo desses genes ocorre
de forma espontanea e a mitomicina C tem a capacidade de ativar genes do ciclo
litico (Chou et al., 2017). O gene cap2 foi 0 Unico que apresentou aumento do numero
de copias na presenca de mitomicina C, porém sem diferenca estatistica em relagéao
a amostra controle. Mas, este resultado indicar que as VLPs encontradas apos 6
horas de inducdo podem pertencer ao proDAGS, o profago que possui todas as
caracteristicas para ser um profago induzivel. Essa variacdo do material genético na
matriz extracelular ocorre devido a presenca de OMVs, que podem carregar de forma
aleatoria componentes intracelulares.

As OMVs também podem agir como defesa inata bacteriana contra
bacteri6fagos (Manning and Kuehn, 2011), na qual os bacteriéfagos injetam deu
material genético nas vesiculas, diminuindo a chance de infeccdo das células
hospedeiras. A infeccao de uma célula hospedeira por bacteriéfagos também pode
ser impedida pela presencga de profagos no genoma (Pratama and van Elsas, 2017)
e pelo sistema CRISPR-cas (Edgar and Qimron, 2010). Estas caracteristicas podem
impedir o isolamento de bacteriéfagos liticos para a célula hospedeira alvo. A
dificuldade de isolamento de bacteri6fagos liticos foi encontrada por Pratama e
colaboradores em Paraburkholderia terrae (Pratama and van Elsas, 2017), que
identificaram a presenca de profagos no genoma da bactéria hospedeira. Devido a
estes fatos, justifica-se a procura de novas alternativas para o controle bacteriano e
o melhor entendimento da funcao de OMVs e inducdo espontanea de profagos em
D. alaskensis.
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Conclusao

Neste estudo foi verificado que profagos de D. alaskensis DSM16109
apresentam indugao espontanea com aumento do nimero de copias dos genes cap
sem a formacao de particulas virais, as quais foram observadas na amostra induzida
com mitomicina C. As particulas encontradas séo defectivas e sem material genético,
caractrizando VLPs. Material genético tanto fagico quanto bacteriano foi encontrado
compondo vesiculas de membrana externa. Este trabalho mostra pela primeira vez
que vesiculas de membrana externa podem estar relacionadas com a THG nesta
espécie de BRS e também abre portas para posteriores estudos de caracterizagcédo
de OMVs de D. alaskensis.

Métodos
Caracterizacao de profagos em genomas de D. alaskensis

Profagos em Desulfovibrio alaskensis (G20 e DSM16109) foram
anteriormente identificados (Crispim et al., 2018), Tabela 1. Para verificar a relagao
de identidade dos profagos entre as duas linhagens foi utilizada a ferramenta Blast
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). As sequéncias dos profagos foram

avaliadas manualmente por meio dos seguintes programas: FGENESV0 (Gene
Finding in Viral Genomes — http://softberry.com) e ViruSITE (Integrated database for

viral genomics) (Stano et al., 2016), para encontrar e identificar a funcao de genes
virais, respectivamente. O Phyre2 (Kelley et al., 2015) e PSI-BLAST
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cqgi) foram utilizados para identificacdo de

proteinas com funcao desconhecida.

Tabela 1: Elementos profago-like em Desulfovibrio alaskensis identificado por Crispim e
colaboradores (2018).

Linhagem Elemento Contig Tamanho Classificacéo GC Genoma Familia
(N° de acesso) profago-like (localizacao) (pb) (%) (%)
G20 1 939853-980902 41049 Completo 63.1 1,10 Myoviridae
2 2787989-2795585 7596 Hipotético 47.8 0,20 -
3 3331749-3371978 40229 Completo 55.2 1,07 Myoviridae
4 1918124-1966812 48688 Completo 60.7 1,30 Myoviridae
DSM16109 1 1:145720-186292 40573 Completo 63.2 1,14 Myoviridae
2 6:317764-342216 24452 Completo 58.5 0,68 Myoviridae

Cultivo bacteriano e curva de crescimento
A verificagdo da expressdo de profagos de D. alaskensis foi realizada na

linhagem DSM16109, que foi rotineiramente cultivada em meio Postgate C
(Postgate, 1965) sem FeSO4, em condicdo anaerdbica a 30°C. O crescimento

57


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://softberry.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

bacteriano foi realizado em tubos do tipo Hungate, com a leitura da densidade Optica
em comprimento de onda de 600 nm (DOeoo) realizada em espectrofotobmetro
SPECTRONIC 20D (Thermo-Fisher Scientific, Waltham, MA USA). Para a inducgéo
de profagos foi inoculado mitomicina C (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) na
concentragao final de 5 e 10 ug/mL quando o crescimento bacteriano atingiu a DOsoo
de 0,1. Posteriormente, a amostra foi cultivada por 60 horas para acompanhamento
do crescimento, seguindo a metodologia descrita por Dieterle e colaboradores
(Dieterle et al., 2016). Os ensaios posteriores foram realizados com 5 ug/ml de

mitomicina C.

Concentracao de particula viral

A cultura bacteriana de D. alaskensis DSM16109 foi induzida com
mitomicina C por 6 horas, tratada com cloroférmio 4 % e centrifugada a 5.000 g por
10 minutos. O sobrenadante foi filtrado em membrana 0,22 um e tratado com NaCl
1,0 M e polietilenoglicol 8 KDa (PEG 8000) na concentracao final de 10 %. As
particulas viras foram concentradas por centrifugacao a 15.000 g por 30 minutos, a
4 °C e suspendidas em 1 mL de tampao SM [10mM de NaCl, 50mM de Tris (pH 7,5),
10mM de MgSO4 e 0,01% de gelatina]. Posteriormente, foi adicionado 1 mL de
cloroférmio para a retirada do PEG. Apds uma nova centrifugagao de 15.000 g por
30 minutos, a parte superior da amostra foi armazenada a 4°C para posteriores
analises. O mesmo procedimento foi realizado com a cultura ndo induzida com

mitomicina C.

Microscopia eletrénica

Aproximadamente 10 pL das amostras reservadas foram adicionados a
grids de 200 mesh (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) cobertas com
Formvar® e incubadas por 5 minutos. A contrastagdo da amostra foi realizada com
acetato de uranila 5 % por 10 segundos. As amostras foram analisadas em
microscopio eletrénico de transmissdo Zeiss Libra 120 (Zeiss, Oberkochen
Germany).

Verificacao de material genético nas particulas virais
Este teste foi realizado por PCR, de acordo com Pratama e colaboradores
(Pratama and van Elsas, 2017). A amostra induzida por 6 horas foi tratada com
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DNase para degradar qualquer DNA presente fora do capsideo viral. Para isso, 12
UL de cada amostra foram tratados com 4 u de DNase RQ1 (Promega, Madison,
USA) e 2 uL de tampao (10X), a 37°C por 30 minutos. Posteriormente, a amostra foi
submetida a 95°C por 30 minutos para inativacdo da DNase e abertura do capsideo
viral. A reacao de PCR foi realizada com 100 ng de DNA nas seguintes condi¢des:
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e
elongacao a 72°C por 15 segundos, em um total de 30 ciclos. Foram usados os
primers que codificam a proteina do capsideo de cada um dos trés profagos: Cap1
(capsideo do profago 1), Cap2 (capsideo do profago 2) e Cap3 (capsideo do profago
3), Tabela 2. Os amplicons foram visualizados em gel de agarose 1,5 %.

Tabela 2: Primers usados para amplificacao especifica dos genes dos capsideos virais dos
trés profagos de Desulfovibrio alaskensis.

N° Regiao N;Tne‘ec:o Sequéncia (5’ — 3’) ;;;};T:‘o(gg)
1  Capsideo 1 - profago 1 Capi1F CGGTGCCGTTTCTCTGGTCA 91

2 CapiR CTTGAGCGGGCGGGATACAT

3  Capsideo 2 - profago 2 Cap2F TGAGACTCGCATCGGCATGG 107

4 Cap2R GCTGCAGTCCAACGGCTCTT

5 Capsideo 3 - profago 3 Cap3F GACGCCATCCGCAAGGAGAT 107

5 Cap3R GCCTCTTCGGTGAGCAGGTC

6 DNA girase GyrAF GGTGCCCAACCTGCTGCTTA 99

7 GyrAR GAACTGGTTGACGGCCTGCT

Transcricao reversa do RNAm que codificam os capsideos virais

A transcricdo de genes dos profagos identificados em D. alaskensis por
Crispim e colaboradores (Crispim et al., 2018) foi verificada por transcricao reversa.
Para isso, células da linhagem DSM16109, sem e com tratamento com mitomicina
C apés 6 horas de crescimento, foram submetidas ao processo de extracado de RNA
utiizando o TRI Reagente (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), de acordo com as
recomendacgdes do fabricante. As amostras foram tratadas com DNAse RQ1
(Promega, Madison, USA) e a sintese do DNA complementar (cDNA) realizada por
meio do Kit GoScript (Promega, Madison, USA). A reacdo de PCR foi realizada com
100 ng de DNA nas condicées descritas anteriormente. O DNA genbmico da
linhagem DSM16109 foi usado como controle positivo, as amostras de RNA (controle
e tratamento com mitomicina C) sem transcricdo reversa foram usadas como

controle negativo e utilizados os primers Cap1, Cap2 e Cap3, Tabela 2.
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Anadlise de OMVs

A linhagem bacteriana foi induzida com mitomicina C por 24 horas,
centrifugada a 6000 g por 10 minutos e o sobrenadante filtrado em membrana de
0,22 um. A concentragdo de vesiculas de membrana externa foi realizada de acordo
com Persson e colaboradores (Persson et al., 2018). Posteriormente, foi realizado
ultracentrifugacao (Sorvall™ WX+, rotor T-8100, Thermo-Fisher Scientific, Waltham,
MA USA) a 49.900 rpm (aproximadamente 200.000 g) por 3 horas a 4°C. O
precipitado formado foi suspenso em PBS estéril e a presenga de vesiculas
verificada por microscopia eletrénica de transmissdo, como descrito anteriormente.
O mesmo procedimento foi realizado com a amostra controle.

A presenca de material genético nas vesiculas foi verificada por PCR, como
realizado por Persson e colaboradores (Ho et al., 2015). Para isso, 13 uL da amostra
foram tratadas com 5 u de DNase RQ1 (Promega, Madison, USA) e 2 uL de tampéo
(10X) a 37°C por 30 minutos, para eliminar qualquer material genético extravesicular.
A reacao de PCR foi realizada com os primers Cap1, Cap2, Cap3 e GyrA, como

descrito anteriormente.

Verificacao de material genético extracelular por PCR

Para verificacdo de material genético extracelular em amostras controles e
induzidas por mitomicina C foi realizada uma PCR com quatro pontos da curva de
crescimento da linhagem DSM16109: ponto 1 — ponto a partir do qual foi inoculado
mitomicina C (DOsoo 0,1), ponto 2 — 6 horas apés indugao, ponto 3 — 12 horas apos
inducéao e ponto 4 — 24 apos a inducao. Essas amostras foram centrifugadas a 6000
g por 10 minutos, o sobrenadante filtrado em membrana 0,22 um e tratado com
cloroférmio 10%. Apds quantificadas, aliquotas de 100 ng de DNA de cada amostra
foram usadas na reacdo de PCR semi-quantitativo nas seguintes condicdes:
desnaturacao a 95°C por 30 segundos, anelamento a 60°C por 30 segundos e
elongacao a 72°C por 15 segundos, em um total de 20 ciclos, usando os primers
para o gene da DNA girase (gyrA) e para os genes das proteinas dos capsideos
(cap1, cap2 e cap3), Tabela 2.

PCR quantitativo (qQPCR)
Para verificagdo do numero de copias dos profagos no material extracelular
nos 4 pontos da curva de crescimento foi realizada uma qPCR. Os primers para os
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genes das proteinas dos capsideos (cap1, cap2 e cap3) foram usados na reacao,
como realizado por Pratama e colaboradores (Pratama and van Elsas, 2017). O
primer para o gene gyrA foi usado como controle endégeno do genoma bacteriano,
Tabela 2. A gPCR foi realizada com 5 uL de SYBR Green PCR Master Mix (Bio-Rad,
USA), 0,5 uL de cada primer (5 umol/l), 3 yL de agua ultrapura e 1 pL da amostra
(100 ng), para um total de 10 yL de reacdo. A amplificacdo e deteccado foram
realizadas por meio do equipamento Eco™ Real-Time PCR System (lllumina, CA,
USA) com as seguintes condicdes da reacao de qPCR: desnaturagédo 95°C por 30
segundos, anelamento a 60°C por 60 segundos e elongacdao a 72°C por 60
segundos. O ponto 0 foi utilizado como ponto de referéncia e o experimento foi
realizado em triplicata biolégica.

Analise estatistica

A analise estatistica do numero de cépias dos genes que codificam as
proteinas dos capsideos dos profagos em relagdo ao gene da DNA girase foi
realizada por meio do teste-f, sendo considerado estatisticamente diferente os
valores de p < 0,05.
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Tabela S1: Regides codificadoras do profago 1 (profago 2 de D. alaskensis DSM16109 descrito por Crispim e colaboradores (Crispim et al., 2018)).

Gene Localizagao pb Fita RZZ(:;OS Homologia Proteina correspondente (cddigo NCBI) E-value
1 317764-318528 764 - 254 Proteina de regulagao WP_051363901.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam07022 regulador 0.0
transcricional hipotética transcricional
2 318793-319242 449 + 149 Proteina de regulagao WP_027181635.1 proteina hipotética (D. alaskensis); phyre2: regulador 4e-101
transcricional (CI) hipotética transcricional Cl

3 319239-319493 254 + 84 Regulador transcricional WP_027181636.1 regulador transcricional (D. alaskensis); motivo: smart00530 7e-54
regulador transcricional

4 319436-319789 353 + 117 Proteina hipotética WP_027181637.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 9e-68

5 319824-321470 1646 + 548 Proteina integrase hipotética WP_051363902.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam00665 integrase 0.0

6 321502-321672 170 + 56 Proteina hipotética WP_027181638.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 2e-29

7 321676-323496 1820 + 606 Proteina terminase hipotética ACL07685.1 proteina néao caracterizada de fago (D. vulgaris Miyazaki F); motivo: 0.0
TIGR01630 terminase; VirFam: ACL07685.1 proteina terminase (TermL)

8 323504-325084 1580 + 526 Proteina portal hipotética WP_027181639.1 protéina hipotética (D. alaskensis); Motivo: COG4383 protéina 0.0
gp29-like do profago Mu; virusite: YP_009013330 protéina portal; VirFam:
WP_027181639.1 proteina portal

9 325086-326360 1274 + 424 Morfogénese WP_027181640.1 proteina de morfogénese viral (D. alaskensis); motivo: 0.0
TIGR01641 proteina de morfogénese; virusite: YP_009226538 morfogénese

10 326497-326988 491 + 163 Morfogénese (Ne1) WP_027181641.1 protéina de morfogénese viral (D. alaskensis); motivo: 1e-113
pfam05069 proteina de morfogénese; virusite: NP_050635 morfogénese; VirFam:
WP_027181641.1 proteina de conexdo Ne1

11 327160-328392 1232 + 410 Protease WP_027181642.1 peptidase (D. alaskensis); motivo: pfam10123 proteina-like com 0.0
profago Mu; virusite: YP_009168761 protease

12 328395-329324 929 + 309 Proteina do capsideo WP_027181643.1 capsideo (D. alaskensis); motivo: pfam10124 capsideo; virusite: 0.0
YP_009125680 capsideo; VirFam: WP_027181643.1 proteina do capsideo (major)

13 329333-329626 293 + 97 Proteina viral hipotética WP_027181644.1 proteina hipotética (D. alaskensis); phyre2: proteina-like gp35do  2e-39

profago flumu
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14

15

16

17

18

19

20

21

22
23

24

25

26

27

329677-330030

330047-330655

330659-330868

330885-332276

332416-333276

333260-333700

333792-334166

334184-334609

334630-334791
334813-336780

336790-338181

338255-339265

339286-339885

339888-340145

353

608

209

1391

860

440

374

425

161
1967

1391

1010

599

257

+

117

202

69

463

286

146

124

140

53
655

463

336

199

85

Proteina Ad1 hipotética

Proteina Tc1 hipotética

Proteina viral hipotética
Proteina contratil da cauda
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina da cauda hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética
Controle do tamanho da cauda

Proteina de circularizagéo do

DNA hipotética

Protéina da cauda

Proteina da placa basal

Proteina hipotética

WP_027181645.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: COG4387 proteina-
like gp36 do profago Mu; VirFam: proteina de conexao Ad1

WP_027181646.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam08873 pertence
a familia de proteinas de fagos (DUF1834) com funcdo desconhecida; VirFam:
WP_027181646.1 proteina de conexao Tc1

WP_027181647.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam10948 pertence
a familia de proteinas de fagos (DUF2635) com fungao desconhecida
WP_027181648.1 Proteina viral contratil (D. alaskensis); motivo: pfam04984
proteina viral contratil; VirFam: WP_027181648.1 proteina contratil da cauda
WP_027181649.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_034618686.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_027181651.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_009196087
proteina da cauda

WP_034618773.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

EGY27009.1 proteina hipotética (Desulfovibrio sp. A2)

WP_027181653.1 proteina de controle do tamanho cauda (D. alaskensis); motivo:
pfam10145 proteina de controle do tamanho cauda; virusite: YP_009196090
proteina de controle do tamanho cauda

WP_027181654.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam07157 proteina
de circularizagdo do DNA,; virusite: YP_009196091 proteina de circularizagéo do
DNA

WP_027181655.1 proteina da cauda (D. alaskensis); motivo: COG4379 proteina
da cauda; virusite: YP_007002952 proteina da cauda

WP_034618687.1 proteina da placa basal (D. alaskensis); motivo: TIGR01644
proteina da placa basal; virusite: YP_007002953 proteina da placa basal
WP_027181657.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

3e-76

8e-144

3e-40

0.0

0.0

3e-35

5e-85

2e-64

1e-04
0.0

0.0

0.0

2e-144

7e-56
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28

29

30

340197-340553

340573-341634

341635-342216

356

1061

581

+

118

353

193

Proteina viral hipotética

Proteina da placa basal

Proteina da cauda

WP_027181658.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: COG4381 proteina-
like gp46 do profago Mu; phyre2: proteina-like gp46 do profago Mu; virusite:
YP_009196094 protéina hipotética

WP_027181659.1 proteina da cauda (D. alaskensis); motivo: pfam04865 proteina
da placa basal; virusite: YP_009196095 proteina da placa basal

WP_027181660.1 proteina da cauda (D. alaskensis); motivo: pfam10076 pertence
a familia de proteinas de fagos (DUF2313) com fungédo desconhecida; virusite:
YP_009196096 proteina da cauda

1e-82

0.0

3e-139
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Tabela S2: Regides codificadoras do profago 2 (profago 3 de D. alaskensis G20 descrito por Crispim e colaboradores (Crispim et al., 2018)).

(proteina portal)

TIGR01641 proteina de morfogénese do capsideo; virusite: YP_008129840
proteina de morfogénese do capsideo; VirFam: WP_049753899.1 proteina portal

Gene Localizagéo pb Fita RZZ(:;OS Homologia Proteina correspondente (cédigo NCBI) E-value
1 3332216-3332674 458 + 152 Proteina viral hipotética WP_011369078.1 proteina GemA (D. alaskensis); motivo: pfam06252 pertence a 6e-109
familia de proteinas de fagos (DUF1018) com fungao desconhecida;
2 3333815-3334210 395 - 131 Proteina integrase ABB40155.1 proteina integrase (D. alaskensis); motivo: pfam13683 proteina 1e-93
integrase; virusite: YP_001111115 transposase
3 3334690-3334977 287 - 95 Proteina transposase WP_011369082.1 proteina transposase (D. alaskensis); motivo: pfam01527 1e-61
proteina transposase, virusite: YP_009289240 proteina transposase
4 3335977-3336519 542 - 180 Proteina integrase ABB40158.2 proteina integrase (D. alaskensis); motivo: pfam00665 proteina 4e-131
integrase; virusite: NP_958229 proteina transposase
3336798-3336923 125 - 41 Proteina transposase WP_041276950.1 proteina transposase (D. alaskensis) 3e-18
3337535-3338032 497 + 165 Peptidade WP_011369084.1 proteina peptidase M15 (D. alaskensis); motivo: pfam08291 4e-118
peptidase M15; virusite: YP_008060500 peptidase
3338036-3338644 608 + 202 Proteina hipotética WP_011369085.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 2e-143
3338713-3338970 257 + 85 Proteina hipotética WP_011369086.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam10805 1e-52
pertence a familia de proteinas (DUF2730) de fun¢do desconhecida
9 3338967-3339263 296 + 98 Regulador transcricional WP_011369087.1 proteina hipotética (D. alaskensis); phyre2: regulador 3e-65
hipotético transcricional
10 3339268-3339864 596 + 198 Regulador transcricional WP_011369088.1 proteina hipotética (D. alaskensis); phyre2: regulador 4e-137
hipotético transcricional
11 3339877-3341349 1472 + 490 Proteina terminase hipotética WP_011369089.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam03237 0.0
terminase; VirFam: WP_011369089.1 proteina terminase (TemrL)
12 3341396-3342931 1535 + 511 Protéina portal hipotética WP_011369090.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: COG4383 0.0
proteina-like gp29 do profago Mu; virusite: YP_004934679 porteina portal
13 3342921-3344201 1280 + 426 Morfogénese do capsideo WP_049753899.1 proteina de morfogénese do capsideo (D. alaskensis); motivo: 0.0
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14

15

16

17

18

19

20

21

22
23
24
25

26
27
28

3344357-3345250

3345262-3345618

3345622-3346611

3346725-3347156

3347177-3347647

3347656-3348186

3348179-3348394

3348397-3350088

3350099-3350539
3350552-3350881
3350899-3351084
3351086-3353287

3353289-3353804
3353804-3354637
3354624-3355346

893

356

989

431

470

530

215

1691

440
329
185
2201

515
833
722

297

118

329

143

156

176

70

563

146
109
61
733

171
277
240

Proteina protease hipotética

Proteina hipotética
Proteina do capsideo

Proteina Ad1 hipotética

Morfogénese (Ne1)

Proteina hipotética

Proteina contratil da cauda
hipotética

Proteina contratil da cauda
hipotética

Proteina da cauda hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de controle do tamanho
da cauda

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina hipotética

WP_011369092.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam10123
proteina I-like com profago Um; virusite: YP_164072 protease

WP_011369093.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011369094.1 proteina do capsideo (D. alaskensis); motivo: pfam03864
proteina do capsideo; phyre2: proteina do capsideo; VirFam: WP_011369094.1
proteina do capsideo (major)

WP_011369095.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam07030
proteina da familia de proteina virais e bacterianas (DUF1320) de fungao
desconhecida; VirFam: WP_011369095.1 proteina de conexao Ad1
WP_011369096.1 proteina de morfogénese viral (D. alaskensis); motivo:
pfam05069 proteina de morfogénese viral; virusite: YP_009285927 proteina de
morfogénese viral; VirFam: WP_011369096.1 proteina de conexao Ne1
WP_011369097.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011369098.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_001285652
proteina contratil da cauda

WP_011369099.1 proteina hipotética (D. alaskensis), phyre2: proteina da cauda;
VirFam: WP_011369099.1 proteina contratil da cauda (Sheath)
WP_011369100.1 proteina hipotética (D. alaskensis); phyre2: proteina da cauda
WP_011369101.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011369102.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011369103.1 proteina de controle do tamanho da cauda (D. alaskensis);
motivo: TIGR01760 proteina de controle do tamanho da cauda; virusite:
YP_007112502 proteina de controle do tamanho da cauda

WP_011369104.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011369105.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011369106.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

4e-78
0.0

6e-98

3e-110

1e-126

1e-41

0.0

2e-101
9e-76
4e-34
0.0

4e-121
0.0
2e-176
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29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41
42

3355768-3356229

3356201-3357364

3357364-3358011

3358022-3359581

3359594-3360178

3360417-3360602

3360780-3361904

3362945-3364108

3364112-3365350

3365917-3366162

3366244-3366408

3366552-3366809

3366806-3368296
3368632-3369381

461

1163

647

1559

584

185

1124

1163

1238

245

164

257

1490
749

153

387

215

519

194

61

374

387

412

81

54

85

496
249

Proteina hipotética da placa basal

Proteina da placa basal

Proteina da cauda hipotética

Proteina da fimbria da cauda

Protéina da fimbria da cauda
hipotética
Regulador transcricional (Com)

Protéina envolvida no transporte
do tipo ABC
Integrase

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina de transposigéao
hipotética

Proteina de regulagédo
transcricional hipotética

Proteina de replicagao hipotética
Proteina de replicagao hipotética

WP_041276952.1 proteina hipotética (D. alaskensis), virusite: YP_009215885
proteina da placa basal

WP_011369108.1 proteina da placa basal (D. alaskensis); motivo: pfam04865
proteina da placa basal, virusite: YP_007003523 proteina de montagem da placa
basal

WP_011369109.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam09684
proteina da cauda, virusite: YP_001165271 proteina da cauda

WP_011369110.1 proteina da fimbria da cauda (D. alaskensis); motivo:
pfam12571 proteina da fimbria da cauda; virusite: YP_009284280 proteina da
fimbria da cauda

WP_011369111.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_008318502
fimbria da cauda

SHI61475.1 Proteina Com (D. alaskensis); motivo: pfam10122 proteina Com;
virusite: YP_164084 regulador transcricional

WP_011369112.1 Proteina de ligagdo ao ATP no transporte ABC (D. alakensis);
motivo: pfam00005 transportador ABC

WP_011369114.1 integrase (D. alaskensis); motivo: pfam00589
virusite: YP_009043902 integrase

WP_011369115.1 proteina hipotética (D. alaskensis)
WP_011369116.1 proteina hipotética (D. alaskensis)
WP_049753921.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: PHA02517
transposase; virusite: YP_008766887 transposase

WP_011369117.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: PLN02573
descarboxilase; phyre2: regulador transcricional

integrase;

WP_011369118.1 proteina hipotética (D. alaskensis); phyre2: replicagdo do DNA
ABB39702.1 proteina de ligagdo ao ATP dominio IstB; motivo: COG1484
replicagdo do DNA

1e-108

0.0

2e-156

0.0

8e-136

7e-17

0.0

0.0

0.0

1e-54

4e-29

5e-57

0.0
0.0
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43

44

45
46

3369405-3370433

3370634-3370912

3371229-3371360
3371394-3371600

1028

278

131
206

342

92

43
68

Transposase

Proteina hipotética

Proteina hipotética
Proteina hipotética

WP_011368690.1 transposase (D. alaskensis); motivo: pfam00665 integrase;
virusite: YP_008766948 transposase

WP_011369119.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_009303417
proteina hipotética

WP_041276954.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

0.0

3e-49

5e-43

73



Tabela S3: Regides codificadoras do profago 3 (profago 1 de D. alaskensis G20 descrito por Crispim e colaboradores (Crispim et al., 2018)).

Gene Localizagao pb Fita Re:;d::os Homologia Proteina correspondente (c6digo NCBI) E-value
1 939853-940767 914 - 300 Integrase WP_011366957.1 integrase (D. alaskensis); motivo: pfam00589 integrase; virusite: 0.0
YP_009276110 integrase
941490-941762 272 + 90 Proteina hipotética WP_011366960.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 6e-60
941759-942037 278 + 92 Proteina hipotética WP_011366961.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 0.0
942037-943560 1523 + 507 Proteina terminase hipotética WP_011366962.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam03237 terminase; 0.0
virusite: YP_008059213 terminase; VirFam: WP_011366962.1 proteina terminase
(TermL)
5 943636-945183 1547 + 515 Porteina portal hipotética WP_011366963.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam04860 proteina 0.0
portal; virusite: YP_001429612 proteina portal
6 945183-949772 4598 + 1529 Morfogénese (portal) WP_011366964.1 proteina de morfogénese (D. alaskensis); motivo: TIGR01641 0.0
proteina de morfogénese; virusite: YP_009285818 proteina de morfogénese; VirFam:
WP_011366964.1 proteina portal
949769-950281 512 + 170 Proteina hipotética WP_011366965.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 3e-121
950278-950631 353 + 117 Proteina hipotética WP_011366966.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 6e-81
950735-953131 2396 + 798 DNA Metiltransferase WP_011366967.1  metiltransferase ~ (D.  alaskensis); motivo:  pfam02086 0.0
metiltransferase; virusite: YP_008061118 protease
10 953144-953506 362 + 120 Proteina hipotética WP_011366968.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 2e-81
11 953525-954388 863 + 287 Proteina hipotética do capsideo WP_011366969.1 proteina hipotética (D. alaskensis) ; virusite: YP_009204653 0.0
proteina do capsideo; VirFam: WP_011366969.1 proteina do capsideo (major)
12 954407-954766 359 + 119 Proteina hipotética WP_011366970.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 3e-78
13 954753-955217 464 + 154 Proteina hipotética WP_011366971.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 5e-107
14 955204-955563 359 + 119 Proteina hipotética WP_011366972.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 3e-80
15 955553-956038 485 + 161 Proteina de morfogénese WP_011366973.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_009168596 proteina 8e-114
hipotética de morfogénese; VirFam: WP_011366973.1 proteina de conexdo Ne1
16 956098-956721 623 + 207 Proteina hipotética WP_011366974.1 proteina hipotética (D. alaskensis) 4e-147
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17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

956734-956991

956994-958523

958539-959000

959016-959693

959837-963472

963457-963597

963673-963792

963796-964266

964263-964553

964620-965903

965896-966270

966267-966686

966679-967728

967741-968115

968112-968375

968652-968936

257

1529

461

677

3635

140

119

470

290

1283

374

419

1049

374

263

284

85

509

153

225

1211

46

39

156

96

427

124

139

349

124

87

94

Proteina hipotética

Proteina contrétil da cauda

Proteina da cauda

Proteina da placa basal hipotética

Proteina de controle do tamanho
da cauda

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina da cauda hipotética
Peptidase M15

Proteina de montagem da cauda
hipotética

Proteina da placa basal hipotética
Proteina hipotética

Proteina de membrana hipotética

Proteina hipotética

WP_011366975.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366976.1 proteina da cauda (D. alaskensis); motivo: pfam04984 proteina
contratil da cauda; virusite: YP_009302431 proteina contratil da cauda; VirFam:
WP_011366976.1 proteina contratil da cauda (sheath)

WP_011366977.1 proteina da cauda (D. alaskensis); motivo: pfam06841 proteina da
cauda; VirFam: WP_011366977.1 proteina da cauda (major)

WP_011366978.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_009302433 protéina
da placa basal

WP_011366979.1 proteina de controle do tamanho da cauda; motivo: TIGR01760
proteina de controle do tamanho da cauda; virusite: NP_536663 proteina de controle
do tamanho da cauda

WP_011366980.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366981.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366982.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366983.1 proteina hipotética (D. alaskensis)35; motivo: PHA02561 proteina
da cauda; virusite: YP_001718718 proteina da cauda

WP_011366984.1 peptidase (D. alaskensis); motivo: pfam08291 peptidase; virusite:
YP_009102792 peptidade

WP_011366985.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_009010153 proteina
de montagem da cauda

WP_011366986.1 proteina hipotética (D. alaskensis); virusite: YP_009302439 proteina
da placa basal

WP_011366987.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: COG4653 proteina-like
gp36 do fago phi-C31

WP_011366988.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam05488 proteina de

membrana bacteriana

5e-53

0.0

5e-111

1e-161

0.0

7e-20

4e-113

1e-62

0.0

2e-87

8e-96

0.0

8e-83

6e-54
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33
34
35

36

37

38

39

40

41
42

968898-969701
969714-970604
970604-971521

971621-973031

973030-974604

974615-975208

975219-976208

976469-976792

976805-977339
977354-980902

803
890
917

1409

1574

593

989

323

533
3548

267
296
305

469

524

197

329

107

177
1182

Proteina hipotética
Proteina hipotética
Proteina lisozima hipotética

Proteina da placa basal

Proteina da cauda

Proteina de conexao Tc2 hipotética
Proteina hipotética

Proteina hipotética

Proteina hipotética
Proteina da cauda hipotética

WP_011366990.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366991.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366992.1 proteina hipotética (D. alaskensis); motivo: pfam04965 proteina
lisozima-like; virusite: YP_717766 proteina da placa basal

WP_011366993.1 proteina da placa basal (D. alaskensis); motivo: TIGR02243 proteina
da placa basal; virusite: YP_007005933 proteina da placa basal

WP_011366994.1 proteina da cauda (D. alaskensis); motivo: TIGR02242 proteina da
cauda

WP_011366995.1 proteina hipotética (D. alaskensis); VirFam: WP_011366995.1
proteina de conexao Tc2

WP_011366996.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366998.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011366999.1 proteina hipotética (D. alaskensis)

WP_011367000.1 proteina com dominio DUF4815 (D. alaskensis); virusite:
YP_009099081 proteina da cauda

0.0
0.0
0.0

0.0

0.0

2e-141

0.0

1e-67

4e-126
0.0
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Fig. S1. Transcricdo reversa dos mRNAs que codificam as proteinas do capsideos dos
profagos de Desulfovibrio alaskensis. A figura representa o resultado para o gene cap2,
sendo 0 mesmo resultado encontrado para os genes capl e cap3 no tempo de 6 horas de
crescimento da cultura, sem (controle) e com mitomicina C. DNA gendémico (DNAg) foi
utilizado como controle positivo da PCR e amostras C6 e M6 sem transcriptase reserva
foram utilizadas como controle negativo (RT-).
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Resumo
Este trabalho descreve o primeiro genoma da espécie Desulfovibrio indonesiensis.
A linhagem Desulfovibrio indonesiensis P37SLT foi isolada de um tanque slop

proveniente de uma plataforma de 6leo e apresenta 4.2 Mb.

Manuscrito

A espécie Desulfovibrio indonesiensis teve a primeira linhagem (Ind 1) isolada
de um biofilme formado em estrutura de a¢o de origem marinha (1). A caracterizagao
da linhagem Ind 1 como uma nova espécie de Desulfovibrio foi realizada por meio
do gene rBRNA 16S (NR_044916.1) e a caracterizacdo morfolégica e fenotipica, em
1998 (1). A espécie possui forma vibrio, motilidade por flagelo unipolar e tamanho de
3-5 um de comprimento por 0,5-1,2 um de largura. Porém, nenhum genoma desta
espécie de bactéria redutora de sulfato (BRS) tem sido publicado no banco de dados.
As BRS tem a capacidade de reduzir sulfato e produzir H2S como produto do
metabolismo. O H2S é extremamente toxico para os trabalhadores das plataformas
de petréleo e reduz a qualidade do petréleo devido ao processo de souring (2). Além
disso, as BRS tem a capacidade de formacéo de biofilme, que leva a corrosao de
tubulacdes de petréleo (3).

Neste trabalho, nds apresentamos o primeiro genoma de Desulfovibrio
indonesiensis. O gene rRNA 16S da linhagem deste estudo (P37SLT) apresentou
99,79% de identidade com o gene rRNA 16S da linhagem D. indonesiensis OP12
(KP682307.1), 0 que nos levou a classificar nossa linhagem como pertencente a esta
espécie, de acordo com Chun et al. (4). D. indonesiensis P37SLT foi isolada de um
tanque slop proveniente de uma plataforma de extragdo de petréleo da Bacia de
Campos, Rio de Janeiro, Brasil, que apresenta muitos problemas pela producao de
H2S.

A extracdo de DNA foi realizada pelo método de proteinase K (5) e enviada
para o sequenciamento. A biblioteca génomica foi preparada por meio do Kit Nextera
DNA Sample (lllumina) apés limpeza de pequenos fragmentos contaminantes (50-
100pb), realizada com o Kit DNEasy PowerClean Pro Cleanup (Qiagen). A biblioteca
foi sequenciada utilizando leituras paired-end (PE) de 2x300 bp pelo sistema HiSeq
(Nlumina). Inicialmente, as reads obtidas foram trimadas pelo programa Trimmomatic
versao 0.36. Posteriormente, as reads foram montadas pelo método de novo
utilizando o programa CLC Genomics Workbench (version 9.5), com variacdo da
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bolha (b1000-5000) e o tamanho dos fragmentos (k23-63) para a construcdo dos
grafos De Bruijn. A estatistica descritiva das montagens foi realizada por meio do
programa Assembly-Stats (https://github.com/sanger-pathogens/assembly-stats),

com exclusdo de contigs menores que 500 pb. O programa RAST

(http://rast.nmpdr.org/rast.cqi) (6) foi usado para a anotagao inicial e posteriormente

a sequéncia foi depositada com a anotacdo do NCBI (Prokaryotic Genome
Annotation Pipeline - PGAP). A presenca de regides relacionadas a profagos e a
CRISPR-cas foram confirmadas pelos programas PHASTER (6) e CRISPone

(http://omics.informatics.indiana.edu/CRISPRone/), respectivamente.

A melhor montagem escolhida foi aquela que apresentou o0 menor nimero de
contigs contendo também o maior contig em pb. A verificacdo de possiveis
contaminagdes foi realizada por meio da andlise do conteudo G+C. Depois da
verificagdo da qualidade, as sequéncias apresentaram 362,41 vezes de cobertura
média do genoma de 4.293.765 pb, composto por 334 contigs. O tamanho médio em
pb dos contigs foi de 12,86 Mb, sendo o0 maior deles com 458,85 kb. Apenas 7 contigs
cobriram 50% do genoma (N50) e o conteudo G+C encontrado foi de 60,5%. O PGAP
permitiu a identificacdo de 4.026 genes classificados em 3.958 sequéncias
codificadoras (CDSs), 4 regides de arranjos do sistema CRISPR-Cas (Clustered
Regularly Interspaced Short Palindromic Repeat), 10 rRNAs (4 genes 5S, 2 genes
16S, 4 genes 23S), 51 tRNAs, 7 RNAs néao codificadores (ncRNAs) e 76
pseudogenes. O genoma apresenta regibes relacionadas a profagos, uma
caracteristica comum do género Desulfovibrio, como indentificado por Crispim e
colaboradores (7). Além disso, possui dois locus cas completos dos tipos I-C e I-E,
ambos também j& indentificados em genomas de Desulfovibrio (7).

Neste trabalho, nds apresentamos o primeiro genoma completo de
Desulfovibrio indonensis. A linhagem D. indonensis P37SLT esta sendo utilizada
como hospedeira para isolamento de bacteriéfagos liticos, que serdo usados no
controle de BRS em ambientes relacionados a industria de petrdleo.

Numero de acesso. O genoma foi depositado no GenBank
(DDBJ/ENA/GenBank) com numero de acesso QMIE0O0000000.
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Resumo

A linhagem Desulfovibrio marinus P48SEP foi isolada de uma amotra de separador
de producao de uma plataforma de extracap de petrdleo e apresenta 5,1 Mb. Este
trabalho descreve a sequéncia do primeiro genoma da espécie Desulfovibrio
marinus.

Manusctrito

A espécie Desulfovibrio marinus foi inicialmente caracterizada a partir de um
isolado (DSM 18311) proveniente de sedimentos marinhos da Tunisia, em 2007 (1).
A linhagem DSM18311 possui forma vibrio, motilidade, tamanho de 0,5 x 1,5-2,5 um,
€& mesofilica e moderadamente halofilica. Estas caracteristicas juntamente com a
analise do gene rBRNA 16S (NR_043757.1) levaram a caracterizacao desta linhagem
como sendo uma nova espécie do género Desulfovibrio (1). Esta espécie de bactéria
redutora de sulfato (BRS) ndo possui nenhum genoma depositado no banco de
dados, o que mostra a importancia do seu estudo. As BRS produzem H2S como
produto do metabolismo anaerdbico, que causa sérios dados na industria de petréleo
(2, 3).

Neste trabalho, nds apresentamos o primeiro genoma de Desulfovibrio
marinus. Inicialmente foi encontrado o valor de 99,66 % de identidade entre o gene
rRNA 16S da linhagem deste estudo com o gene 16S da linhagem D. marinus IMP-
2 (DQ365925.1), o que nos levou a classificar a nossa linhagem (P48SEP) nesta
espécie, de acordo com as normas de taxonomia (4). D. marinus P48SEP foi isolada
de uma amostra de separador de producdo de uma plataforma de extracdo de
petréleo da Bacia de Campos, Rio de Janeiro, Brasil.

O método de proteinase K (5) foi utilizado para a extracdo de DNA, que foi
enviado para o sequenciamento. Inicialmente, foi utilizado o Kit DNEasy PowerClean
Pro Cleanup (Qiagen) para a limpeza de contaminantes com tamanho entre 50-100
pb. Em seguida, o Kit Nextera DNA Sample (lllumina) foi utilizado para a construgéao
da biblioteca génomica. O sequenciamento foi realizado por meio dos sistema HiSeq
(Nlumina) com leituras paired-end (PE) de 2x300 bp. As reads obtidas foram trimadas
pelo programa Trimmomatic versao 0.36 e montadas pelo método de novo utilizando
o programa CLC Genomics Workbench (version 9.5). Para a construgdo dos grafos
De Bruijn, foi realizada a variagdo do tamanho da bolha (b1000-5000) e do tamanho
dos fragmentos (k23-63) durante a montagem do genoma. O programa Assembly-
Stats (https://github.com/sanger-pathogens/assembly-stats) foi usado para a anélise
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da estatistica descritiva das montagens, tendo a exclusao de contigs menores que

500 pb. O programa RAST (http:/rast.nmpdr.org/rast.cqgi) (6) foi utilizado para a

anotagao gendmica inicial. Posteriormente, a anotagéo final foi realizada por meio da
anotagao do NCBI (Prokaryotic Genome Annotation Pipeline - PGAP). Os programas
PHASTER (7) e CRISPRone (http://omics.informatics.indiana.edu/CRISPRone/)
foram utilizados para a confirmacao de sequéncias relacionadas a profagos e a

CRISPR-cas, respectivamente.

A partir dos dados da andlise estatistica das montagens, foi escolhida a
montagem que apresentou 0 menor numero de contigs € o maior contig em pb. A
analise de conteudo G+C das sequéncias foi utilizada como parametro de verificacao
de contaminacao. Apés a filtragem, as sequéncias levaram a 47,90 vezes a cobertura
de um genoma de 5,14 Mb constituido por 392 contigs. O valor médio em pb dos
contigs foide 13,11 kb, sendo o maior deles com 634,84 kb. Apenas 7 contigs cobrem
50 % do genoma (N50). O conteudo G+C encontrado foi de 62,1 %. O PGAP
identificou 4.748 genes classificados em 4.680 sequéncias codificadoras (CDSs), 1
regiao de arranjo do sistema CRISPR-Cas (Clustered Regularly Interspaced Short
Palindromic Repeat), 12 rRNAs (2 genes 5S, 7 genes 16S e 3 genes 23S), 52 tRNAs,
4 RNAs nao codificadores (ncRNAs) e 79 pseudogenes. Como encontrado em outros
genomas do género de Desulfovibrio (8), a linhagem deste trabalho apresenta
regides relacionadas a profagos e um locus cas completo do tipo I-C, o tipo mais
abundante entre genomas completos de Desulfovibrio (8).

Neste trabalho, nds apresentamos o primeiro genoma completo de
Desulfovibrio marinus. A linhagem D. marinus P48SEP esta sendo usada em
andlises de formacao de biofilme em ambientes associados a industria de petréleo.

Numeros de acesso. O genoma foi depositado no GenBank
(DDBJ/ENA/GenBank) com namero de acesso QMIF00000000.
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CONCLUSOES GERAIS E CONSIDERACOES FINAIS

Um total 128 elementos profago-like foram identificados em 46 dos 47
genomas de bactérias do género Desulfovibrio analisados, com linhagens
apresentando mais de um elemento, o que caracteriza poli-lisogenia;

A workflow desenvolvida permitiu a identificacdo de 53 profagos completos,
sendo 69,82% pertencentes a familia Myoviridae;

Linhagens poli-lisogénicas e com profagos completos pertencentes a familia
Myoviridade, como Desulfovibrio alaskensis, representam alto potencial para
estudos de inducéo de profagos que podem ser utilizados no controle de BRS;
Desulfovibrio alaskensis DSM16109 apresentou profagos defectivos com a
inducdo de mitomicina C, o que descarta seu uso no controle de BRS;
Material genético relacionado a profagos e a bactéria hospedeira foram
identificados no interior de vesiculas de membrana externa, o que indica um
possivel envolvimento dessas sequéncias na transferéncia horizontal de
genes;

Os genomas das linhagens P37SLT e P48SEP sao os primeiros genomas das
espécies Desulfovibrio indonesiensis e Desulfovibrio marinus depositados no
banco de dados;

Os genomas de D. indonesiensis P37SLT e D. marinus PA8SEP apresentam
sequéncias relacionadas a profagos, uma caracteristica comum do género

identificado no trabalho anterior.

Os resultados do presente trabalho indicam que linhagens de Desulfovibrio

apresentam grande potencial para estudo do controle de BRS por meio de profagos.

Apesar dessa caracteristica ndo ter sido satisfatoria no estudo da expressao de

profagos em D. alaskensis, os resultados desse trabalho demonstraram que a

linhagem DSM16109 € produtora de vesiculas de membrana externa capazes de

transportar material genético bacteriano e relacionado a profago, estando assim,

possivelmente relacionada com a transferéncia horizontal de genes. Os genomas

caracterizados sdo os primeiros da espécie depositados no banco de dados,

representando grande potencial para seu estudo por meio da comparagdo com

genomas de outras espécies de BRS.

86



