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RESUMO

Ecossistemas costeiros desempenham papeis essenciais na manutengdo da
biodiversidade e na oferta de servigos ecossistémicos, mas estdo cada vez mais sujeitos aos
impactos da urbanizacdo acelerada, poluicdo e mudancas climaticas. As praias urbanas, em
particular, estdo expostas a elevados niveis de contaminantes organicos ¢ quimicos oriundos
de atividades antrépicas, como despejos domésticos e industriais, o que resulta em alteragdes
profundas na estrutura das comunidades microbianas locais. Microrganismos sdo elementos
fundamentais nos ambientes costeiros, atuando na ciclagem de nutrientes, decomposi¢ao da
matéria organica, degradacdo de poluentes e na manutengdo da saiude ecossistémica. No
entanto, alteragdes nos parametros fisico-quimicos induzidas por atividades humanas podem
favorecer tdxons oportunistas e resistentes, potencialmente comprometendo processos
ecologicos criticos. Neste estudo, caracterizamos a diversidade bacteriana e os perfis
funcionais em praias urbanas e insulares de Belém, Brasil. As andlises de diversidade alfa e
beta revelaram que as praias urbanas apresentaram maior riqueza e plasticidade funcional,
associadas a entrada de poluentes e a heterogeneidade ambiental, enquanto praias insulares
sustentaram microbiomas mais especializados e estaveis. O perfil taxondmico indicou a
dominancia de Pseudomonas e Vibrio nas praias urbanas, e de Synechococcus e Candidatus
Pelagibacter nas praias insulares. A andlise metagenémica funcional revelou um
enriquecimento de genes relacionados a degradagdo de xenobidticos, resisténcia a antibidticos
¢ resposta ao estresse nos microbiomas urbanos, em contraste com genes associados a
producdo de energia e especializagdo biossintética dos microbiomas insulares. Esses achados
enfatizam a divergéncia ecologica entre ambientes costeiros impactados e naturais,
ressaltando a importancia do monitoramento de microbiomas para subsidiar estratégias de

conservagao e gestao sustentavel dos ecossistemas costeiros.

Palavras chave: metagendmica; sequenciamento nanopore; microbiomas; resisténcia a

antibioticos; resisténcia a xenobidticos.



ABSTRACT

Coastal ecosystems play essential roles in biodiversity maintenance and the provision
of ecosystem services but are increasingly impacted by rapid urbanization, pollution, and
climate change. Urban beaches, in particular, are exposed to high levels of organic and
chemical contaminants from anthropogenic activities such as domestic and industrial
discharges, leading to profound alterations in local microbial community structure.
Microorganisms are fundamental in coastal environments, driving nutrient cycling, organic
matter decomposition, pollutant degradation, and overall ecosystem health. However, shifts in
physicochemical parameters induced by human activities can favor opportunistic and resistant
taxa, potentially disrupting critical ecological processes. In this study, we characterized
bacterial diversity and functional profiles in urban and island beaches from Belém, Brazil.
Alpha and beta diversity analyses revealed that urban beaches exhibited higher richness and
functional plasticity, associated with pollutant input and environmental heterogeneity, while
island beaches supported specialized and stable microbiomes. Taxonomic profiling indicated a
dominance of Pseudomonas and Vibrio in urban beaches and Synechococcus and Candidatus
Pelagibacter in island beaches. Functional metagenomic analysis showed enrichment of genes
related to xenobiotic degradation, antibiotic resistance, and stress response in urban
microbiomes, contrasting with energy production and biosynthetic specialization in island
microbiomes. These findings emphasize the ecological divergence between impacted and
natural coastal environments, highlighting the need for microbiome monitoring to inform

conservation strategies and the sustainable management of coastal ecosystems.

Keywords: metagenomics; nanopore sequencing; microbiomes; antibiotic resistance;

xenobiotic resistance.
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1. INTRODUCAO

Os ecossistemas costeiros sao ambientes dindmicos nos quais as comunidades
microbianas desempenham fungdes ecoldgicas essenciais, como a ciclagem de nutrientes, a
decomposicdo da matéria organica e a estabilidade biogeoquimica (Zhi et al., 2023). A
diversidade bacteriana impulsiona esses processos, influenciando a resiliéncia dos
ecossistemas frente a pressdes naturais e antropicas. Urbanizac¢do, poluicdo e mudancas
climaticas ameacam essas comunidades microbianas, ressaltando a importancia de estudos
que investiguem como fatores ambientais afetam sua estrutura e funcionalidade (Sharpe et al.,
2023).

A urbanizagdo introduz poluentes como residuos organicos, metais pesados e
contaminantes emergentes, os quais alteram a diversidade microbiana e a composi¢cdo das
comunidades, frequentemente favorecendo taxons oportunistas e resistentes ao estresse. Em
contrapartida, ambientes insulares, com menor impacto antrdpico, oferecem uma linha de
base para a compreensdo da organiza¢do ¢ funcionalidade natural dos microrganismos. A
comparagdo entre comunidades microbianas desses ambientes fornece subsidios valiosos
sobre adaptacdo microbiana, resiliéncia ecoldgica e sucessdo ecoldgica (Zhao et al., 2022;
Miglani et al., 2022).

Métricas de diversidade alfa, como os estimadores de riqueza (Chaol, ACE) e os
indices de diversidade (Shannon, Simpson), refletem a estrutura das comunidades
microbianas (Finn, 2024). Praias urbanas tendem a apresentar maior riqueza ¢ diversidade,
impulsionadas por multiplas fontes microbianas e heterogeneidade ambiental. J& as praias
insulares abrigam comunidades mais especializadas e estaveis, moldadas por gradientes
ambientais naturais.

As analises de diversidade beta, utilizando técnicas como Analise de Coordenadas
Principais (PCoA) e Analise de Redundancia (RDA), evidenciam as diferengcas na
composi¢do das comunidades entre os sitios amostrados. Tais analises demonstram como
fatores ambientais, como pH, turbidez, oxigénio dissolvido e temperatura, estruturam os
agrupamentos microbianos, indicando diferencia¢do de nicho entre praias urbanas e insulares
(Liu et al., 2020).

O perfil funcional baseado nas categorias COG (Clusters of Orthologous Groups)
revela que os microbiomas urbanos sdo enriquecidos com genes relacionados a degradagao de
xenobidticos, resisténcia a antibidticos e adaptacdo ao estresse (Cantalapiedra et al., 2021).

Em contraste, microbiomas insulares priorizam vias metabolicas primarias voltadas a



producdo de energia, biossintese e ciclagem de nutrientes, refletindo estratégias ecoldgicas
distintas, moldadas pela influéncia antropica.

A deteccdo de taxons patogénicos e oportunistas, especialmente em ambientes
urbanos, levanta preocupagdes quanto a seguranga das aguas costeiras e a disseminagdo de
genes de resisténcia antimicrobiana. Por outro lado, praias insulares abrigam
predominantemente microrganismos fototroficos e envolvidos na ciclagem de nutrientes,
ressaltando seu valor ecoldgico na preservacao da diversidade microbiana natural.

Este estudo tem como objetivo caracterizar as comunidades bacterianas em praias urbanas e
insulares por meio da integragdo de dados taxondmicos, funcionais e ambientais. Busca-se
compreender o impacto da urbanizac¢do na estrutura das comunidades microbianas, identificar
bioindicadores da satide ambiental e explorar o potencial biotecnologico de consorcios
microbianos em contextos costeiros contrastantes. Esta pesquisa contribui para o
monitoramento ambiental, conservagao e uso sustentavel dos recursos microbianos frente ao

avango das pressoes antropicas (Alanzi, 2024).



2.  FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Metagenomica

A gendmica ¢ um ramo da genética que estuda toda a informagdo genética de um
organismo que esta codificada em seu DNA ou em seu RNA, como em casos de alguns virus,
este conjunto de informagdo génica também ¢ chamada de genoma (Pace, 1997, Gibson et al.,
2009).

A metagendmica ¢ a andlise gendmica de uma determinada comunidade de
microrganismos presentes em um ambiente, utilizando técnicas independentes de cultivo
(Pace, 1997). Esta analise consiste na extracdo do material genético diretamente do ambiente
em questdo, construindo um conjunto de dados misto, permitindo o acesso a genes de
bactérias e outros microrganismos nao cultivaveis (Simon et al., 2023).

A metagenomica permite o estudo de microrganismos de maneira individual, todavia,
limitando-se a avaliacdo da filogenia, taxonomia e uma estimativa da diversidade microbiana

da biosfera estudada (Amann et al., 1995, Oliva et al., 2024).

2.2. Sequenciamento de proxima geracao —Next-Generation Sequencing (NGS)

Introduzido entre os anos de 2004 e 2006, as tecnologias de sequenciamento de nova
geracdo transformando o campo biomédico, aumentando significativamente o data-output dos
sequenciamentos (Mardis, 2013). O aumento na quantidade de saida de dados ¢ devido as
inovagdes em nanotecnologia que permitem sequenciamento paralelo massivo de uma unica
molécula de DNA.

As abordagens das plataformas de sequenciamento de segunda geragdo tais
como lon Torrent ou Illumina normalmente comegcam com a fragmentagdo do DNA, reparo,
ligacdo de adaptadores e amplificagdo in-situ, gerando fragmentos pequenos ou “short-read”.
Ja os sequenciamentos de terceira geracdo, como o Nanopore da Oxford Nanopore
Technologies®, geram fragmentos maiores ou “long-read”, de tamanhos maiores de 10 kb

(Hu et al., 2021).

2.2.1.  Sequenciamento por nanoporos —Nanopore Sequencing

Desenvolvido pela empresa Oxford Nanopore Technologies® a tecnologia Nanopore
permite o sequenciamento de fragmentos pequenos e grandes simultaneamente de maneira
mais precisa, com fragmentos excedendo os 4 Mb de contigs (trechos ininterruptos de DNA

sobreposto) (Buytaers et al., 2024, Kaviarasu et al., 2024, Spohr et al., 2024).



A utilizagdo do Nanopore permite o sequenciamento completo de genomas e
plasmideos com leituras de tamanhos quase irrestritos, permitindo a identificagdo taxondmica
a nivel de espécie, caracterizagao de genes e fatores de viruléncia em tempo real, identificar a
a-diversidade e B-diversidade além de possibilitar o estudo de expressao génica e o perfil

funcional de comunidades microbianas (Girgis et al., 2022, Zhao et al., 2023).

2.3. Microbiomas

4

E uma comunidade de microrganismos que podem ser encontrados vivendo em
conjunto em qualquer ambiente, tendo sua definicdo em 1988 por Whipps et al. diferindo de
microbiota, que sdo os membros presentes que formam o microbioma. Sendo as bactérias,
arquéias, fungos, algas e alguns protistas sendo parte destes microbiomas, com os virus,
fagos, plasmideos e outros elementos genéticos moveis sendo controversos dentre a
comunidade cientifica (Berg et al., 2020, Boctor et al., 2023).

Microrganismos interagem entre si, algumas destas interagdes sdo simbidticas e
possuem impacto direto na aptiddo, dinamica populacional e capacidade funcional do
microbioma (Semenov et al., 2007, Banerjee et al., 2018). Estas interagdes podem ser entre
individuos de espécies distintas, géneros, familias ¢ dominios, podendo ser separadas em
interagdes positivas, negativas ou neutras (Jiang et al., 2017, Unc et al., 20006).

Interagdes positivas sdo aquelas que podem ser identificadas como mutualistas,
sinérgicas ou sendo de comensalismo. As negativas incluem amensalismo, parasitismo,
predatdrias, antagonistas ou de maneira competitiva. J4 as interagdes neutras sdo as que nao se
¢ possivel identificar efeitos positivos ou negativos nas capacidades funcionais ou de aptidao

entre as espécies que interagem (Banerjee et al., 2018, Kern et al., 2021).

2.3.1.  Microbioma aquatico

O ciclo da agua urbana ¢ um exemplo de como a atividade humana pode afetar os
ambientes aquaticos, onde as aguas acabam desaguando em rios e lagos, transferindo
microrganismos da rede urbana para o meio ambiente (Karkman et al., 2019, Leonard et al.,
2022). O microbioma aquatico ¢ fundamental para a reciclagem de nutrientes e no ciclo do
carbono, oxigénio e na manutencao das propriedades quimicas e fisicas da agua, impactando
outras formas de vida marinha (Cloern e Dufford 2005, 2014, Costa et al., 2009, Archana et
al., 2021).



Cianobactérias constituem a maior parte da comunidade microbiana marinha (Delong
et al., 2006, Coutinho et al., 2016). Estudos sobre a biodiversidade de aguas usando
abordagens metagendmicas aumentaram o conhecimento sobre a composi¢do taxonomica,
funcional e metabodlica e abundancia relativa de genes e sua interacdo com uma variedade de
pardmetros do ambiente em diferentes tipos de corpos aquaticos (Venter et al., 2004, Delong
et al., 2006, Sunagawa et al., 2015, Diez et al., 2016).

O litoral do Brasil possui mais de cem estudrios, porém os estudos utilizando técnicas
metagendmicas com o objetivo de avaliar o microbioma nestes ecossistemas sao levianos,
sendo o estudo realizado em 2012 na baia de Guanabara, no Rio de Janeiro avaliando a
qualidade da dgua na baia e a presenga de microrganismos patogénicos o mais relevante até

entdo (Gregoracci et al.,2012).

2.4. Balneabilidade e saude publica

Mais de 50% da populacdo global vive em areas urbanas e grande parte das aguas de
escoamento provindo de chuvas e 4guas residuais acabam em infraestruturas de esgoto,
integrando o ciclo da 4gua. Na medida que estas 4guas escoam para cursos naturais como rios
¢ praias, parte de microbiomas humanos ¢ animais sdo langados no meio ambiente, refletindo
fontes de contamina¢do e poluigdo fecal. Altas quantidades de microrganismos sao
transportados por meio de canos para aguas costeiras, além do mais, o sistema de esgoto
possui sua propria comunidade bacteriana Unica, e quando sdo transportados para a natureza
podem acarretar em criagdo de reservatdrios para patogenos emergentes, alteragdao do fluxo de
nutrientes de cadeias aqudticas naturais e troca genética entre diversos pools genéticos
distintos, permitindo a expansdo e permanéncia de microrganismos resistentes em meios que
antes permaneciam estaveis biologicamente (Yang et al., 2023, Mclellan et al., 2015).

A maioria das praticas regulatorias de monitoramento de rotina da qualidade da dgua e
balneabilidade se baseiam em métodos de cultura convencional e contagem de colonias de
bactérias indicadoras fecais (FIB) (Yang et al., 2023). Em Belém o 6rgdo responsavel pela
realizacdo dos testes de balneabilidade ¢ a Secretaria Municipal de Meio Ambiente
(SEMMA), e as analises utilizadas para determinar a balneabilidade se baseiam na resolugdo
CONAMA 1n° 274 de novembro de 2000.

A resolucdo estabelece os parametros de salinidade, coliformes fecais
(termotolerantes), escherichia coli, enterococcus spp. ¢ floracdo. Tal resolucdo acaba nao

fornecendo dados sobre outras bactérias patogénicas, como por exemplo vibrio cholerae,



Staphylococcus spp., Klebsiella spp., Salmonella spp., Shigella spp., alguns virus como o
virus da Hepatite A, dentre outros. Devido ao uso de metodologias dependentes de cultura,
alguns microrganismos acabam ndo sendo detectados, pois muitos ndo sdao cultivaveis por

métodos tradicionais, sendo necessarias abordagens metagenomicas.

2.5. Bactérias multirresistentes e ARGs

A resisténcia a antibidtico ou resisténcia antimicrobiana ¢ a capacidade de um
microrganismo de resistir a uma medicacao que ja foi utilizada ao seu combate, normalmente
a antibioticos. Quando um microrganismo passa a resistir a dois ou mais medicamentos este
passa a ser considerado multirresistente (Lindenberg et al., 2024, Sun et al., 2024, Niu et al.,
2024).

Estas resisténcias podem aparecer de maneiras diferentes, de maneira natural, mutagao
genética ou através de transferéncia horizontal de espécie para outra (recentemente foi
descoberto que algumas espécies de bactérias podem adquirir material genético de outros
microrganismos de outras classes taxondmicas) (Niu et al., 2021, Telling et al., 2018, Moreau
et al., 2028, Reichard et al., 2016).

ARGs sdo os genes presentes no material genético dos microrganismos que conferem
resisténcia ao medicamento. Diversos organismos possuem diferentes resisténcias, como os
fungos a antifungicos, virus a antivirais dentre outros. No caso das bactérias, estas possuem
resisténcia a antibioticos (Larsson and Flach, 2022).

Quando falamos de transferéncia horizontal um agravante se torna o descarte irregular
de esgoto, que pelo mais tardar, acaba desaguando em galerias subterrdneas ou diretamente
em rios e lagos, levando a proliferacdo de ARGs (Bain et al., 2014, Pal et al., 2016, Karkman
et al., 2018, Karkman et al., 2019, Leonard et al., 2022).

Fezes humanas sdo comprovadamente reservatérios de ARGs (Karkman et al., 2019,
Leonard et al., 2022), logo o descarte destes residuos a natureza de forma ndo tratada ou
parcialmente tratada, contribui com a disseminacdo de ARGs para o ambiente e para outros

microrganismos.



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Local do estudo e coleta de amostras

As amostras foram coletadas em julho de 2024, abrangendo 10 praias distintas para a
obtencdo de amostras de agua superficial ambiental. A coleta foi realizada com sacos estéreis
Whirl-Pak® Standard, sendo coletada uma amostra por praia (n=10), cada uma contendo 1
litro. Para a nomenclatura das amostras, utilizaram-se os distritos urbanos: ICO para o distrito
de Icoaraci, OUT para o distrito de Outeiro e COT para o distrito da ilha de Cotijuba. No
entanto, para fins analiticos, as amostras foram agrupadas em dois grupos: o grupo urbano
(distritos de Icoaraci e Outeiro) e o grupo insular (distrito de Cotijuba) (os pontos de coleta
estdo representados no Mapa 01). Em cada local, também foram coletados 2 litros de 4gua
adjacentes para andlises de pardmetros fisico-quimicos. Metadados adicionais, incluindo
coordenadas exatas dos pontos de amostragem, bem como caracteristicas geograficas,

regionais e climaticas, foram registrados.

mapa 01. Pontos de coleta

3.2. Processamento das amostras



As amostras foram acondicionadas em recipientes isotérmicos (~4—6 °C) durante o
transporte até o Laboratorio de Engenharia Biologica (ENGBIO, PCT Guama4) para extragao
de material genético e analises biomoleculares, e para o Instituto Evandro Chagas, Secao de
Meio Ambiente (SEAMB/IEC), para analise fisico-quimica no mesmo dia da coleta. O
processamento foi iniciado logo apds a chegada ao laboratorio, utilizando-se o método de
centrifugacdo a frio para precipitagdo do material, seguido da extragdo do precipitado. A
centrifugacdo foi realizada a 5000 g por 5 minutos a 4 °C, com posterior descarte do
sobrenadante e coleta dos pellets em tubos Falcon estéreis de 15 mL para extracao de DNA.

A extracdo foi realizada utilizando o kit SPINeasy® DNA para Microbioma (MP
Biomedicals), seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA extraido foi armazenado a -20 °C
até a amplificacdo do gene 16S rDNA por PCR e sequenciamento shotgun. Para cada amostra
de DNA extraido, a concentragdo de DNA fita dupla (dsDNA) foi quantificada com
fluorimetro Qubit (Invitrogen, Waltham, MA, EUA), utilizando o kit Qubit dsDNA High
Sensitivity Assay, ¢ a pureza foi determinada com espectrofotdmetro NanoDrop lite
(Invitrogen, Thermo Scientific, MA, EUA). A amplificag¢ao foi realizada com 5 ng de DNA
por amostra, utilizando PCR de amplicon visando o gene 16S rRNA completo com os primers
16S-27F (5’- AGA GTT TGA TCM TGG CTC AG -3’) e 16S-1492R (5’- CGG TTA CCT
TGT TAC GAC TT -3”). As concentragdes de dsDNA foram novamente medidas apés a PCR
de amplicon.

As analises fisico-quimicas seguiram praticas padrao de monitoramento ambiental da
qualidade da 4gua. Foram avaliadas in situ as varidveis: pH, oxigénio dissolvido (OD),
condutividade elétrica, salinidade, temperatura e sélidos totais dissolvidos (STD), utilizando
uma sonda multiparametros portatil (HI9829, HANNA®, EUA), previamente calibrada
conforme especificagcdes do fabricante. A alcalinidade foi determinada por titulagdo
volumétrica, seguindo procedimentos titulométricos classicos. A turbidez foi medida por
espectrofotometria, utilizando um espectrofotometro DR3900 (HACH®, EUA). As
concentracdes de cloreto (Cl7), nitrito (N-NO2"), nitrato (N-NOs"), sulfato (SO+*), sdédio
(Na®), potéssio (K*), calcio (Ca*") e magnésio (Mg?") foram quantificadas por cromatografia
i6nica utilizando o sistema de dois canais ICS3000DUAL (Thermo Scientific/DIONEX®,

EUA), operado conforme protocolo do fabricante para analise de aguas ambientais.

3.3. Sequenciamento e processamento de DNA: Amplicon e Shotgun



Para o sequenciamento do gene 16S, a preparacdo das bibliotecas foi realizada
utilizando o kit Ligation Sequencing Kit Amplicon - Native Barcoding Kit 96 V14
(SQD-114.96, Oxford Nanopore Technologies), com 200 ng de cada amplicon e aplicagao
final de 200 fmol. As leituras brutas em formato FASTQ foram avaliadas com FastQC e
MultiQC (De Coster et al., 2018). As sequéncias foram filtradas com Filtlong, removendo
leituras inferiores a 1000 pb. O filtro por qualidade média ndo foi necessario, visto que o
software nativo da plataforma (PromethION 2 Solo) ja descarta leituras com escore de
qualidade abaixo de Q10. A média de qualidade foi Q15, com comprimento médio das
leituras em torno de 1580 pb.

A classificacdo taxondmica foi realizada com base no banco de dados 16S rRNA
(Sayers et al., 2020). As tabelas taxondmica e de abundancia, bem como a arvore filogenética,
foram geradas utilizando Kraken2, Bracken, MAFFT e FastTree (Katoh et al., 2013; Wood et
al., 2019; Lu et al., 2017; Price et al., 2010). Esses resultados, juntamente com a tabela de
metadados, foram importados para o ambiente RStudio (versdao R-4.5.0), utilizando os pacotes
phyloseq (v3.2.1) e vegan (v2.6-10) para andlises posteriores (McMurdie et al., 2013;
Oksanen et al., 2024). O objeto physeq retornou 8875 tdxons em 10 amostras, distribuidos em
7 niveis taxonomicos e 18 varidveis de amostra. Leituras associadas a tdxons ndo observados
foram excluidas para refinar o conjunto de dados do microbioma. O filtro taxonémico foi
realizado conforme descrito por Callahan et al. (2016).

A cobertura do sequenciamento por amplicon foi avaliada por curva de rarefacdo,
revelando um platd6 em aproximadamente 100.000 leituras, indicando que a profundidade de
sequenciamento foi suficiente para representar a diversidade presente. A medida que o
nimero de amostras aumentou, as curvas se aproximaram de uma assintota, sugerindo que a
maioria das espécies presentes foi adequadamente amostrada.

Para o sequenciamento shotgun, a preparacdo das bibliotecas foi realizada com o
Ligation Sequencing gDNA - Native Barcoding Kit 96 V14 (SQK-NBD114.96, Oxford
Nanopore Technologies), utilizando 400 ng de DNA por amostra. O filtro por qualidade
média foi igualmente desnecessario devido ao processamento automdtico da plataforma
PromethION 2 Solo, sendo que leituras menores que 500 pb foram descartadas com Filtlong.

A montagem dos contigs foi realizada com a ferramenta Flye v2.9.5, utilizando o
parametro --meta, recomendado para dados metagendmicos (Kolmogorov et al., 2020), e com
0 Megahit v1.2.9 (Li et al., 2015). Os arquivos de cobertura foram gerados com Minimap2
v2.28-r1209 (Li et al., 2018) e Samtools v1.16.1 (Danecek et al., 2021), alinhando as



sequéncias FASTQ aos genomas montados em FASTA. A avaliacio da qualidade foi
novamente conduzida com FastQC e MultiQC (Ewels et al., 2016).

Com os arquivos processados, a predicdo génica foi realizada com Prodigal v2.6.3
utilizando o parametro --meta (ajustado para metagenomas), seguida da anotagdo funcional
com eggNOG-mapper (Cantalapiedra et al., 2021; Huerta-Cepas et al., 2018; Buchfink et al.,
2021; Steinegger & Sdoding, 2017), visando a comparagdo da abundancia de categorias
funcionais entre amostras.

Para visualizagdo grafica das diferengas funcionais, foram utilizados pacotes em R
como o ggplot2, bem como analises de enriquecimento funcional com os pacotes GOseq e
ClusterProfiler, permitindo identificar categorias funcionais enriquecidas entre os grupos

analisados.



4. RESULTADOS

4.1. Parametros fisico-quimicos no local de amostragem

Os valores medianos de diversos parametros fisico-quimicos foram medidos em duas

localidades distintas: Urbana e Insular. A tabela também apresenta o desvio padrao (= DP)

para cada parametro, fornecendo uma visdo geral da variabilidade dentro das respectivas

amostras (Tabela T1).

Tabela T1: Mediana dos Parametros Fisico-Quimicos por Localidade

Parametro Urbana + DP Insular +DP
Temperatura (°C) 334 2.1 37.0 0

pH 6.8 0.15 7.5 0.1
Temperatura da amostra 30 1 26.4 2.7
Condutividade (uS/cm) 416.2 36.3 1516.4 152.3
Soélidos totais dissolvidos (mg/L)  208.2 17.8 738.2 354
Oxigénio dissolvido (mg/L) 5.8 0.1 4.0 0.1
Salinidade (psu/ppt) 0.2 0.01 0.74 0.02
Turbidez (NTU) 41.1 6.6 66.7 4.5
Cloreto (mg/L) 237.3 237.2 458.0 28.1
Nitrato (mg/L) 0.41 0.4 1.7 0.3
Nitrito (mg/L) 0.0 0 0.0 0
Sulfato (mg/L) 332 43 46.0 21
Sédio (mg/L) 201.0 60 371.9 57
Potassio (mg/L) 889.5 195 646.9 386
Magnésio (mg/L) 21.0. 2.9 19.5 7.5
Calcio (mg/L) 10.0 1.1 11.2 1.9
Alcalinidade (mg/L) 23.0 7.3 28.8 32

4.2. DATA output e rendimento

Tabela T2. Identificagdo das Amostras e Rendimento do Sequenciamento

Sample ID Beach Type Amplicon reads Shotgun Reads
ICO1 urban 92.035 1.7M
OUT1 urban 155.883 2.2M
OuUT2 urban 91.269 1.5M
OUT3 urban 115.524 1.3M
OouUT4 urban 135.968 1.5M
COT1 island 142.034 147K
COT2 island 156.063 262K



Sample ID Beach Type Amplicon reads Shotgun Reads

COT3 island 140.102 184K
COT4 island 173.952 122K
COTS5 island 125.383 137K

4.3. Diversidade alfa

A diversidade alfa foi avaliada por meio de métricas como namero de OTUs
observados, Chaol, Shannon, Simpson, Fisher e ACE. As estimativas de riqueza (Chaol e
ACE) foram maiores nas amostras urbanas, sugerindo maior riqueza taxondmica nesse
ambiente. Da mesma forma, o indice de Shannon — que considera tanto a riqueza quanto a
uniformidade das espécies — também foi mais elevado nas amostras urbanas, indicando uma

distribuicao mais homogénea das espécies, conforme demonstrado na Figura 01.

Figura 01. Métricas de alfa diversidade: Observed, Chaol e Shannon.
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Por outro lado, o indice de Simpson, que mede a dominancia de espécies, apresentou
valores mais altos nas amostras urbanas, sugerindo menor disparidade na distribui¢ao das
espécies. O indice de Fisher exibiu variagdo moderada entre os ambientes, sem diferencas

significativas, como mostrado na Figura 02.



Figura 02. Métricas de alfa diversidade: Simpson, Fisher e ACE.
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Analysis) (Figura 04) e RDA (Redundancy Analysis, que utiliza ordena¢doo multivariada do
tipo de analise de regressdo canonica) (Figura 03), evidenciando uma separacao clara entre as
amostras de acordo com os diferentes ambientes analisados. Isso destaca que a composicao

microbiana varia ndo apenas em termos de diversidade interna (alfa), mas também na
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A diversidade beta foi explorada por meio de analises de PCoA (Principal Coordinates

estrutura geral das comunidades nos diferentes locais de amostragem.

Figura 03. Plotagem de beta diversidade: analise de RDA.
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Figura 04. Métrica de beta diversidade: PCoA.
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O primeiro eixo da PCoA explicou 72,98% da variacdo dos dados, sugerindo que a

maior parte das diferencas entre os microbiomas dos dois ambientes esta relacionada a um

fator predominante — provavelmente, diferencas ambientais. O segundo eixo explicou

10,67% da variacdo, indicando que outros fatores secundarios também contribuem para a
diferenciagdo das comunidades.

4.5.

Estrutura taxonémica



A andlise taxondmica revelou uma predominancia de aproximadamente 80% das
sequéncias distribuidas em cinco filos: Pseudomonadota, Cyanobacteriota, Bacteroidota,
Acidobacteriota e Bacillota, conforme ilustrado na Figura 05. Observou-se uma prevaléncia
do filo Pseudomonadota (anteriormente classificado como Firmicutes), seguido por
Cyanobacteriota e Bacteroidota nas amostras do grupo urbano. Nas amostras do grupo insular,

o filo predominante foi Cyanobacteriota, seguido por Pseudomonadota e Bacteroidota.

Figura 05. Plotagem de abundancia relativa a nivel de Filo.
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4.6. Analise diferencialmente abundante (DESeq)

A andlise de abundancia diferencial realizada com o pacote DESeq2 (Figuras 11, 12,
13 e 14) identificou OTUs com diferengas estatisticamente significativas na abundancia entre
as praias insulares e urbanas, refletindo as condi¢des ambientais distintas de cada local. Os
graficos gerados destacam as espécies e os géneros diferencialmente abundantes em

ambientes com diferentes perfis de contaminagdo e influéncia antropica.

Figura 11. Plotagem de DESeq a nivel de género filtrando os tdxons estatisticamente

significativos (padj < 0.05)



Differentially Abundant Taxa (padj < 0.05)
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Figura 12. Plotagem de DESeq a nivel de ordem filtrando os taxons estatisticamente
significativos (padj < 0.05)



Differentially Abundant Taxa (padj < 0.05)
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Figura 13. Plotagem de DESeq a nivel de familia filtrando os taxons estatisticamente
significativos (padj < 0.05)
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Figura 14. Plotagem de DESeq a nivel de espécie filtrando os tdxons estatisticamente
significativos (padj < 0.05)
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4.7. Analise Comparativa dos Perfis Metagenomicos: Praias Urbanas vs.

Praias Insulares

A andlise dos perfis metagendmicos das praias urbanas e insulares revelou diferencas
significativas na composic¢ao funcional das comunidades bacterianas. As categorias funcionais
foram caracterizadas principalmente com base nas categorias COG (Clusters de Grupos
Ortbélogos), que abrangem uma ampla gama de processos celulares e vias metabdlicas.

Os graficos de barras apresentados na Figura 15 mostram a abundancia relativa das
diferentes categorias COG em cada ambiente. A analise concentrou-se na comparagdo das
abundancias de categorias como metabolismo, processamento de informagdo ambiental,
processos celulares e sistemas dos organismos. Os graficos de abundancia e os diagramas

circulares de distribuicdo ilustraram de forma clara os perfis distintos entre as amostras,



refletindo adaptagdes microbianas as condi¢des ambientais e pressdes antropicas especificas

de cada cenario.

Figura 15. Plotagem de perfil funcional com base em COGS e abundancia relativa
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5. DISCUSSAO

5.1. Parametros fisico-quimicos

A analise dos parametros fisico-quimicos revelou diferencas marcantes entre as
amostras das areas urbana e insular, com destaque para a condutividade elétrica. Os valores
médios alcancaram 416,2 puS/cm na area urbana e 1516,4 puS/cm na 4rea insular. Essa
diferenca substancial pode estar associada a uma maior concentragdo de ions dissolvidos,
notadamente soédio (Na') e cloreto (CIY), cujos niveis também foram mais elevados nas
amostras insulares (Na® = 371,9 mg/L; Cl- = 458,0 mg/L) em comparacdo com as amostras
urbanas (Na" = 201,0 mg/L; ClI- = 237,3 mg/L). A maior salinidade observada na regido
insular (0,74 psu) reforca essa associacdo com o aumento da presenga de ions dissolvidos,
influenciando diretamente a condutividade da agua.

De modo geral, o perfil fisico-quimico das dguas amostradas sugere boa qualidade
ambiental, com pH, oxigénio dissolvido, turbidez e solidos totais dissolvidos situando-se
dentro de faixas compativeis com ambientes aquaticos equilibrados ¢ em conformidade com
os padrdes sanitarios nacionais. Contudo, € importante enfatizar que a avaliacao exclusiva
desses pardmetros ndo ¢ suficiente para determinar a potabilidade da 4dgua. Anélises
microbioldgicas complementares e de contaminantes quimicos especificos sdo essenciais,

conforme recomendado pelas diretrizes de monitoramento da qualidade da agua.

5.2. Estrutura microbiana

As medidas de diversidade alfa revelaram a presenga de algumas amostras atipicas
(outliers), sugerindo variabilidade na estrutura da comunidade microbiana dentro de cada
grupo, possivelmente relacionada a fatores ambientais especificos que afetam cada amostra. A
alta diversidade alfa observada nas amostras urbanas pode refletir a influéncia de multiplas
fontes de contaminag¢dao e uma maior heterogeneidade ambiental. Ao comparar as amostras
coletadas de diferentes localidades (praias insulares versus urbanas), as métricas de
diversidade alfa avaliaram aspectos distintos de riqueza e equitatividade nas comunidades
microbianas, fornecendo uma visdo abrangente da diversidade nas praias estudadas. Esses
achados indicam que o ambiente urbano abriga uma comunidade microbiana mais diversa e
equilibrada em comparacdo ao ambiente insular, provavelmente devido ao aumento da

complexidade ambiental e as multiplas fontes de influxo microbiano.



A dispersdao das amostras no grafico de ordenacdo por RDA sugere que diferentes
fatores ambientais podem modular a diversidade microbiana em cada ambiente (Jiang et al.,
2021). A forte influéncia de varidveis como pH e turbidez refor¢a a ideia de que as
caracteristicas fisico-quimicas da agua desempenham um papel fundamental na estruturacao
das comunidades microbianas. A alcalinidade e a temperatura local apresentaram fortes
correlagdes com as amostras urbanas, juntamente com o pH, refor¢ando a ideia de que esses
fatores sdo elementos-chave na conformac¢do da composicdo do microbioma em ambientes
urbanos. Em contraste, o oxigénio dissolvido surgiu como um fator determinante nas amostras
insulares, sugerindo que ambientes insulares favorecem comunidades microbianas adaptadas
a condi¢des mais naturais € com menor influéncia antropica (Garg, 2025). Esses achados sao
visualmente corroborados pela distribuicdo das amostras e dos vetores ambientais na
ordenacdo por RDA.

A andlise de PCoA baseada na distdncia de Bray-Curtis confirmou esses achados,
mostrando que alguns pontos de amostragem compartilham padroes de similaridade, mas se
agrupam em conjuntos distintos devido a fatores especificos, como diferengas nas fontes de
contaminacdo e na composicdo quimica da agua. Essas diferencas podem estar associadas a
fatores ambientais especificos, como qualidade da 4gua, presenga de poluentes, variagdes no
regime hidrolégico e influéncia antrépica. Assim, a diversidade beta reforca a existéncia de
nichos ecologicos com comunidades microbianas distintas (Plantinga, 2021; Simon et al.,
2024; Xie et al., 2024). A separacao clara entre os microbiomas sugere que os dois ambientes
abrigam comunidades microbianas distintas moldadas por pressdes ecoldgicas diferentes.

Pseudomonadota foi o filo mais abundante, frequentemente associado a ambientes
aquaticos caracterizados por variabilidade de nutrientes e exposic¢do a fontes de contaminacao
(Liang et al., 2023). A presenca de Bacteroidota também foi notavel, sugerindo um
papel-chave na degradacao de polimeros complexos e residuos organicos presentes na coluna
d'agua e nos sedimentos (Manal Chrairi et al., 2024). Bacillota foram mais frequentemente
encontrados em amostras de locais com maior deposi¢ao de matéria organica, indicando
potencialmente condigdes eutroficas. A presenca desses taxons corrobora a hipotese de que
certos pontos de amostragem sdo influenciados por fontes antrdpicas de nutrientes, como
descargas de efluentes domésticos (Filippidou et al., 2016; Sanz-Montero, 2019; Liang et al.,
2020; Ge et al., 2024; Mo et al., 2024).

Na Figura 06, no nivel de género, observou-se maior abundancia de Candidatus
Pelagibacter nas amostras de praias insulares, enquanto os géneros Comamonas e

Hydrogenophaga foram mais prevalentes nas praias urbanas. Isso sugere que as praias urbanas



estdo mais associadas a fontes de contamina¢do (Ryan et al., 2022) e & maior disponibilidade
de matéria organica, promovendo a proliferagdo de taxons adaptados a condi¢des eutrdficas.
Em contraste, os tdxons dominantes nas praias insulares s3o mais caracteristicos de
ecossistemas marinhos menos perturbados. Um padrao semelhante foi observado no nivel de
familia na Figura 07, onde familias como Cyanothecaceae e Burkholderiaceae foram mais
abundantes em 4reas urbanas. A dominancia de Comamonadaceae nas amostras urbanas pode
refletir niveis mais elevados de polui¢ao (Antonelli et al., 2024), visto que membros dessa

familia s3o conhecidos pela capacidade de degradar compostos organicos complexos.

Figura 06. Plotagem de abundancia relativa a nivel de Género.

0.00%

Top 25 taxa - Genus

Paludibaculum Malikia
e Reyranella Cyanothece
i Micravirga Nitrospira
L] Dulcicalothrix Candidatus Pelagibacter
g Hydrogenophaga Polynucleobacter
E ey [lumatobacter Ferruginibacter
-E: | Limnohabitans Vicinamibacter
Y Limisphaera Paenibacillus
= Methyloradius Pseudacidovorax
i Parasynechococcus Cyanobium
Rhodoferax Fischerella
6,358 Terrimonas Prochlorococcus
Comamonas Qutros



Figura 07. Plotagem de abundancia relativa a nivel de Familia.
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Na Figura 08, no nivel de ordem, Burkholderiales foi o grupo dominante em praias
urbanas, corroborando a hipétese de que esses ambientes apresentam maiores cargas de
nutrientes e poluentes. Por sua vez, Chroococcales, um grupo associado a microrganismos
fotossintetizantes, foi mais abundante nas praias insulares. Isso sugere que essas areas
oferecem condigdes mais favoraveis a producdo priméria € sdo menos impactadas por
atividades antropicas (Tavares et al., 2020). A andlise em nivel de classe reforgou essas
diferencas, conforme demonstrado na Figura 09, com Betaproteobacteria e
Gammaproteobacteria sendo mais abundantes em praias urbanas, enquanto Cyanophyceae,
uma classe associada as cianobactérias, dominou as praias insulares. Esses resultados ilustram
como os fatores ambientais e antropicos moldam a estrutura da comunidade microbiana, com

areas urbanas apresentando um perfil taxonémico adaptado a condi¢des mais poluidas.



Figura 08. Plotagem de abundancia relativa a nivel de Ordem.

L% E [
I. .I

Top 25 taxa - Order
Polyangiales
Sphingomonadales

Limisphaerales

Nitrospirales
Candidatus Pelagibacterales
Oscillatoriales

Acidimicrobiales | Vicinamibacterales
Chroococcales Nitrosomonadales
P Bryobacterales Bacillales
Rhodobacterales | Cytophagales
Chromatiales Hyphomicrobiales

MNodosilineales Chitinophagales

Relative Abundance (%)

Rhodaospirillales MNostocales
Gomontiellales Burkholderiales

A Flavobacteriales Synechococcales

ST Micrococcales Outros

0,00%

& &
\'-"ID\ &
Figura 09. Plotagem de abundancia relativa a nivel de Classe.
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A Figura 10 mostra a abundancia em nivel de espécie, onde foram identificadas
bactérias indicadoras de contaminagdo ambiental, incluindo espécies dos géneros Escherichia
¢ Clostridium, conhecidas por seu potencial patogénico e associagdo com fontes fecais
humanas e animais (Braz et al., 2020). A detec¢@o dessas espécies ressalta a importancia do
monitoramento microbiologico para avaliar a seguranca das praias para recreacdo humana.
Além disso, espécies ambientalmente relevantes, como membros do género Rhodobacter,
foram identificadas, contribuindo para os ciclos do carbono e enxofre em ecossistemas
costeiros (Dang et al., 2008). Apesar dos impactos antropicos, a diversidade funcional dessas

comunidades microbianas indica que fungdes ecologicas essenciais ainda sdo mantidas.

Figura 10. Plotagem de abundancia relativa a nivel de Espécie.
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De maneira geral, as analises taxonOmicas sugerem que a composi¢do microbiana das
praias de Belém ¢ complexa, refletindo uma interagdo entre processos ecolégicos naturais e
distarbios induzidos por atividades humanas (Albuquerque et al., 2018). A variacdo nas
proporgoes relativas de grupos taxondmicos especificos destaca a influéncia de fatores como a
proximidade de 4reas urbanas e fontes de contaminacdo organica. Esses padrdes de
distribuigdo taxondmica entre praias urbanas e insulares reforcam a ideia de que fatores

ambientais, incluindo poluicdo e disponibilidade de nutrientes, desempenham papel



fundamental na estrutura¢do das comunidades microbianas (Lin et al., 2021; Zhang et al.,

2024).

5.3.  Analises estatisticas diferenciais com DESeq2

Com as analises realizadas pelo DESeq2, por exemplo, observou-se que géneros
bacterianos como Vibrio e Pseudomonas estavam significativamente mais abundantes nas
amostras urbanas, com valores de log2 fold change indicando sua proliferagdo em ambientes
impactados por poluicdo e matéria organica (Santos et al., 2025). Esses géneros estdo
frequentemente associados a condicdes de estresse ambiental e a presenca de compostos
organicos complexos, sugerindo seu potencial como indicadores bioldgicos confidveis da
qualidade da 4gua em ambientes contaminados. Por outro lado, a andlise revelou uma reducao
acentuada na abundancia de OTUs do filo Actinobacteria, que desempenham papéis
essenciais na degradacdo de compostos naturais e na producdo de metabolitos secundarios
(Selim, 2021; Donald et al., 2022). A menor abundancia desses organismos, particularmente
nas praias urbanas contaminadas, indica uma possivel disrupcdo de fungdes ecoldgicas
criticas e processos microbianos essenciais para o ciclo de nutrientes. Esses resultados
reforcam fortemente a no¢ao de que o microbioma das praias analisadas ¢ altamente sensivel
a distarbios ambientais e pode servir como uma ferramenta poderosa para o monitoramento da
saude ambiental. Além disso, a presenga de bactérias patogénicas identificadas na analise de
abundancia diferencial destaca a necessidade de monitoramento continuo para mitigar riscos
de contaminacdo e subsidiar politicas de saude publica voltadas a reducdo da poluicao
ambiental.

Além da abundancia diferencial, a dispersdao das amostras nos indices de diversidade
alfa revelou diferencas significativas tanto na riqueza quanto na equitatividade entre os sitios,
sugerindo a influéncia de fatores ambientais locais, como salinidade, matéria organica e
atividade antropica. As praias urbanas apresentaram maior prevaléncia de géneros comumente
associados a contaminagdo e influéncia antropica, o que esta de acordo com a hipotese de que
esses ambientes sdo moldados por escoamento de poluentes e matéria organica oriunda de
atividades humanas. Essa mudanga na composi¢do microbiana sugere que praias urbanas sao
mais propensas a abrigar comunidades microbianas adaptadas a ambientes poluidos.

Os graficos de abundancia diferencial em nivel de familia, género e espécie fornecem
uma visualizacdo clara dessas mudancas, com algumas familias, como Paenibacillaceae,

Flavobacteriaceae e Vibrionaceae, apresentando diferengas marcantes de abundancia entre os



dois ambientes. A andlise em nivel de género revelou uma forte dominancia de Paenibacillus
nas amostras urbanas, indicando uma possivel adaptacdo as condigdes especificas do
ambiente urbano, enquanto a analise em nivel de espécie identificou Paenibacillus
hemerocallicola e Flavobacterium branchiophilum como espécies-chave mais abundantes em
areas poluidas (Lenart-Boron et al., 2022). Os padrdes gerais de distribuigdao das espécies nos
dois ambientes reforgam a ideia de que as comunidades microbianas sdo profundamente
influenciadas por fatores ambientais e antropicos, destacando a importancia dos estudos de
microbioma na avaliacdo dos impactos das atividades humanas sobre os ecossistemas

naturais.

5.4. Taxons mais abundantes e suas func¢oes ecolégicas

O taxon mais abundante de forma geral foi classificado como Synechococcus, com
representacdo significativamente maior nas amostras da Ilha (152.513 contra 38.945 nas
amostras Urbanas). Este género ¢ amplamente reconhecido por seu papel na produgdo
primaria marinha, fixacdo de carbono e no ciclo do nitrogénio. Sua dominancia nas praias
insulares estd de acordo com os altos niveis de oxigénio, menor turbidez ¢ maior penetragdo
de luz observados, fornecendo condi¢des ideais para o crescimento fotoautotrofico. Esse
padrdo estd alinhado com as tendéncias funcionais observadas nos microbiomas das amostras
insulares, que enfatizam a estabilidade metabolica e o metabolismo energético (Sharpe et al.,
2023).

Além de Synechococcus, outros grupos de cianobactérias como Nostocales e
Oscillatoriales estavam entre os tdxons mais abundantes nas amostras da Ilha. Esses tdxons
contribuem para a formacao de biofilmes, fixacdo de nitrogénio e até mesmo biossintese de
compostos bioativos, como pigmentos protetores contra radiacdo UV (Zhi et al., 2023). A
presenca dessas cianobactérias sugere que as praias da Ilha sustentam um microbioma
intimamente integrado aos processos naturais de ciclagem de nutrientes, com baixa
interferéncia antropica.

Em contraste, as amostras Urbanas apresentaram enriquecimento de diversos taxons
da ordem Burkholderiales e da classe Alphaproteobacteria, como a familia Candidatus
Pelagibacteraceae. Por exemplo, um tdxon de Burkholderiales teve 24.873 leituras nas
amostras Urbanas contra apenas 269 nas amostras da Ilha. Essas bactérias estdo
frequentemente associadas a degradagao heterotrofica de matéria organica (Zhao et al., 2022),

incluindo xenobidticos e poluentes de origem antropica (Miglani et al., 2022). Sao



metabolicamente versateis, capazes de degradar poluentes organicos complexos, resistir a
compostos antimicrobianos ¢ sobreviver em condigdes fisico-quimicas flutuantes (Santos et
al., 2021; Singh et al., 2022).

A dominancia de Burkholderiaceae, Comamonadaceae e outros Betaproteobacteria em
ambientes urbanos indica um microbioma adaptado a condi¢des eutroficas e contaminadas.
Sua presencga estd frequentemente associada a alta disponibilidade de nutrientes, degradagado
de poluentes (incluindo hidrocarbonetos e xenobioticos) e transferéncia horizontal de genes de
resisténcia. Esses taxons podem atuar como biodegradadores e sentinelas, respondendo e
processando insumos antropicos como esgoto, escoamento superficial e residuos industriais
(Santos et al., 2021; Singh et al., 2022).

Notavelmente, membros do filo Acidobacteriota, como Vicinamibacteria e Terriglobia,
foram abundantes em ambos os ambientes, mas com maior representacdo nas amostras da
Ilha. Esses taxons sdo comumente encontrados em ecossistemas de solo e sedimento,
frequentemente envolvidos na reciclagem de matéria organica, produ¢do de metabdlitos
secundarios e resisténcia ao estresse (Cheng et al., 2023). Sua presenga nos ambientes
praianos provavelmente reflete as dinamicas da interface solo-ambiente marinho, onde
insumos terrestres se encontram com comunidades microbianas costeiras.

O aumento da abundancia desses grupos nas praias da Ilha pode também indicar
entradas naturais de matéria organica, em oposi¢cao a poluicdo antropica, sugerindo uma
comunidade microbiana semi-terrestre moldada por distarbios naturais, € ndo urbanos.

A classe Chitinophagia (filo Bacteroidota), particularmente o género Chitinophaga,
também esteve entre os 10 taxons mais abundantes, com maior prevaléncia nas amostras da
Ilha. Essas bactérias sdo conhecidas por sua capacidade de degradar polissacarideos
complexos como quitina e celulose, indicando um papel importante na reciclagem da
biomassa detrital, especialmente em ecossistemas costeiros com alto aporte de vegetacao
aquatica e invertebrados (Lu et al., 2023).

Em ambos os ambientes, membros de Bacteroidota contribuem significativamente
para a degradagdo de matéria organica na coluna d’agua e nos sedimentos, mas seu aumento
de abundancia nas amostras da Ilha sugere um ecossistema menos poluido, porém rico em
detritos, onde predominam processos de decomposi¢ao naturais (Yadav et al., 2024).

Um taxon importante a ser destacado ¢ Candidatus Pelagibacter (clado SARI11),
encontrado predominantemente nas amostras da Ilha. Como uma bactéria marinha
extremamente abundante e com genoma simplificado, Pelagibacter prospera em aguas

oligotroficas, onde desempenha papel chave nos ciclos do carbono e do enxofre. Sua



dominancia em ambientes insulares reafirma as condigdes estaveis e pobres em nutrientes
presentes nesses locais, em forte contraste com as condigdes eutrdficas das praias urbanas
(Carini et al., 2012).

Um taxon notavel observado nas amostras Urbanas foi Paenibacillaceae (Filo
Firmicutes), com mais de 13.000 leituras nas amostras Urbanas e apenas 4 nas da Ilha.
Membros desse grupo sdo conhecidos por sua capacidade de formar esporos (Galperin, 2016),
degradar substratos organicos recalcitrantes e produzir compostos antimicrobianos. Sua
presenca sugere resiliéncia frente a flutuacdes ambientais severas e, possivelmente, ligacao
com contaminac¢do terrestre (Eltokhy et al., 2021). Esses organismos sdo frequentemente
isolados de ambientes impactados por residuos organicos ou esgoto, apoiando a hipotese de
maior impacto antropico nas praias urbanas. Além disso, algumas espécies de Paenibacillus
possuem capacidade de reducdo de nitrato e desnitrificacdo, indicando envolvimento em
processos de transformagao do nitrogénio (Behrendt et al., 2010).

A dominancia de cianobactérias fototroficas nas praias insulares implica um
ecossistema impulsionado pela produgdo primaria e ciclagem estavel de nutrientes, com
comunidades microbianas adaptadas a baixa disponibilidade de nutrientes e baixa
contaminagdo. Em contraste, as praias urbanas abrigam consorcios microbianos moldados
para lidar com complexidade quimica, com taxons capazes de detoxificar poluentes, resistir a
antibidticos e utilizar rapidamente diversos substratos organicos.

Esses padroes refletem duas estratégias ecoldgicas microbianas distintas:

ITha: especializacdo, fototrofia, estabilidade metabdlica e potencial genético ndo
caracterizado.
Urbana: generalismo, metabolismo de xenobioticos, tragos de resisténcia e plasticidade.

Além disso, a presenca de “indicadores microbianos” como Vibrio, Pseudomonas,
Comamonas e Escherichia nas praias urbanas confirma a exposi¢do a insumos antropicos ¢ a
bactérias potencialmente patogénicas, reforcando a importdncia do monitoramento

microbiologico da qualidade da agua em areas litoraneas de uso publico.

5.5. Diversidade funcional das comunidades bacterianas e analise comparativa

dos perfis metagenomicos em praias urbanas versus praias insulares

A andlise das categorias funcionais com base no banco de dados COG entre as
comunidades microbianas revelou diferengas marcantes na estrutura funcional e no potencial

metabolico entre os ecossistemas analisados, conforme ilustrado na Figura 16. A categoria



“Processamento de Informagdes Ambientais™ apresentou abundancia significativamente maior
nos metagenomas das praias urbanas, evidenciando a adaptacdo das comunidades bacterianas
a estressores ambientais. Genes envolvidos em mecanismos de transducdo de sinal e em
mecanismos de defesa foram mais prevalentes nas amostras urbanas. O metabolismo, tanto
em praias urbanas quanto insulares, demonstrou abundancia substancial de categorias
metabolicas, embora as amostras das praias insulares tenham exibido maior diversidade em
vias de producdo de energia e biossintese. Isso sugere que as comunidades insulares podem
possuir vias metabodlicas mais diversas e especializadas devido ao isolamento € ao ambiente
menos perturbado.

Os principais achados da andlise comparativa sdo: nas praias urbanas, o perfil
funcional das comunidades bacterianas apresentou maior representacdo de categorias
relacionadas a resposta ao estresse, mecanismos de defesa e degradagdo de xenobioticos.
Esses achados sugerem que as bactérias em ambientes urbanos estdo provavelmente adaptadas
a poluentes e estressores antrdpicos. A presenca de genes relacionados a resisténcia a
antibioticos e marcadores de poluigao refor¢a ainda mais essa observagao. Por outro lado, nas
praias insulares, as comunidades bacterianas exibiram maior abundancia de fung¢des
associadas ao metabolismo primario, crescimento e biossintese de metabolitos secundarios.
Isso indica que ambientes insulares, com menor influéncia antrépica, sustentam comunidades
microbianas voltadas para fungdes ecologicas naturais, como o ciclo de nutrientes, biossintese
e producdo de energia.

Nas praias urbanas, observou-se uma maior proporg¢do relativa de genes associados as
categorias [V] Mecanismos de defesa, [Q] Biossintese, transporte e catabolismo de
metabolitos secunddrios, [P] Transporte e metabolismo de ions inorganicos e [E] Transporte e
metabolismo de aminoacidos. Essa predominancia funcional esta de acordo com os resultados
de abundancia diferencial, onde taxons como Burkholderiaceae, Pseudomonadaceae e
Acinetobacter spp. apresentaram valores log2FoldChange significativamente positivos,
indicando um enriquecimento de microrganismos versateis, oportunistas e resistentes ao
estresse (Santos et al., 2021; Singh et al., 2022).

Em contraste, as amostras da Ilha foram enriquecidas em categorias como [C]
Producao e conversdo de energia, [O] Modificagdo pds-traducional, turnover de proteinas,
chaperonas, e [H] Transporte e metabolismo de coenzimas, sugerindo uma comunidade
microbiana mais especializada em processos metabolicos basicos ¢ manutengdo celular. Isso

pode ser atribuido & menor pressdo antropica e maior estabilidade ambiental nessas areas.



Essa interpretacdo ¢ reforgada pelos dados fisico-quimicos. As praias urbanas
apresentaram maior turbidez, temperatura, condutividade elétrica e sélidos totais dissolvidos,
indicando influéncia de escoamento urbano, matéria organica e poluentes. Por outro lado, as
praias insulares apresentaram maior salinidade, oxigenagdo e alcalinidade — fatores que
promovem um ambiente mais equilibrado ecologicamente e propicio @ manuten¢do de nichos
microbianos estdveis ¢ menos perturbados.

A forte representacdo da categoria [V] Mecanismos de defesa nas amostras urbanas
sugere uma comunidade microbiana sob intensa pressdo seletiva, particularmente por
antibidticos e metais pesados. Isso esta alinhado com a detec¢do de genes de resisténcia como
ampC, bla, tetA, aac, vanA e vanB, bem como bombas de efluxo e enzimas modificadoras,
indicando um microbioma adaptado a exposi¢do cronica a compostos antimicrobianos, com
alto potencial para resisténcia cruzada e disseminagdo génica horizontal (Hernandez-Ospina et
al., 2024).

Além disso, genes associados a degradag¢do de xenobidticos e hidrocarbonetos do tipo
BTEX — como phnA/B, xylA/B/E, nahA, catA/B, tmoA e pmoA — foram mais
frequentemente identificados nas amostras urbanas, revelando potencial biotecnologico
significativo para biorremediagcdo (Wu et al., 2023). A exposi¢do cronica a contaminantes em
ambientes urbanos parece ter moldado uma comunidade funcionalmente adaptada a
metabolizacdo desses compostos, tornando-a um alvo valioso para exploragdo biotecnologica
(Lopez et al., 2022; Hernandez-Ospina et al., 2024).

Nas amostras da Ilha, a menor presenga de vias de degradacdo e resisténcia aponta
para um microbioma mais ‘“naturalizado”, com reduzida exposi¢do a contaminantes e
antibioticos. No entanto, ¢ importante destacar a alta proporcao de genes classificados como
de “funcdo desconhecida” ou “pouco caracterizados” nas amostras insulares, indicando um
reservatorio genético inexplorado com potencial para descoberta de novas fungdes e vias
metabolicas. Essa riqueza funcional ndo anotada sugere que os microrganismos insulares
podem desempenhar papéis ecologicos ainda nao compreendidos e potencialmente inovadores
(Culligan et al., 2013; Meka et al., 2024; Alanzi, 2024).

A andlise de abundancia diferencial apoia essas tendéncias. Diversos taxons
significativamente  enriquecidos nas amostras da Ilha, como Cyanobacteria e
Vicinamibacteria, estdo associados a fungdes ecoldgicas-chave, incluindo fixacao de
nitrogénio, fotossintese e producdo de metabdlitos secundarios — destacando seu papel

funcional no suporte tréfico e no ciclo de nutrientes (Koksharova e Safronov, 2022).



No que tange ao metabolismo energético, a categoria [C] Produgdo e conversdo de
energia foi particularmente enriquecida nas amostras da Ilha, provavelmente ligada a niveis
mais elevados de oxigénio dissolvido ¢ menor turbidez — condigdes favoraveis para
organismos fotoautotroficos e quimioautotroficos eficientes (Soaudy et al., 2023). Essa
observacdo estd em concordancia com os metadados, que mostram concentragdes elevadas de
oxigénio e dguas mais limpidas nos ambientes insulares.

A analise integrada mostra ainda que as comunidades urbanas exibem maior expressao
de vias relacionadas ao transporte de ions e ao metabolismo de nutrientes essenciais,
provavelmente em resposta a flutuagdes fisico-quimicas rdpidas e imprevisiveis, como
variagdes de pH, condutividade e composigdo i6nica. Isso sugere uma microbiota resiliente,
capaz de se ajustar funcionalmente em tempo real a estressores ambientais.

A predominancia da categoria [Q] Biossintese, transporte e catabolismo de
metabolitos secundarios nas amostras urbanas aponta para uma diversidade funcional
associada a competicdo microbiana (Bech et al., 2024), indicando a producdo de antibioticos
naturais, sider6foros e outras moléculas de sinalizagdo interespecifica. Em contraste, a mesma
categoria apareceu com menor abundancia nas amostras insulares, refletindo potencialmente
menor estresse microbiano e competi¢do em ambientes mais naturais.

Outra caracteristica notavel nas comunidades das praias urbanas foi o enriquecimento
de fungdes relacionadas a [M] Biogénese da parede celular/membrana/invélucro e [U]
Trafego intracelular, secrecdo e transporte vesicular. Essas fungdes sdo essenciais para
microrganismos expostos a condi¢des estressantes, como a presenca de detergentes, metais
pesados e desinfetantes, frequentemente encontrados em ambientes costeiros impactados por
acdo antropica. A biogénese de membrana e o aumento da secre¢do vesicular podem
desempenhar papéis tanto protetores quanto comunicativos sob estresse ambiental, incluindo
possivelmente a liberagdo de fatores de viruléncia ou resisténcia.

Nas comunidades insulares, funcdes associadas a [H] Transporte e metabolismo de
coenzimas e [G] Transporte ¢ metabolismo de carboidratos foram mais proeminentes. Esse
perfil funcional sugere um metabolismo mais equilibrado e eficiente, compativel com um
ambiente de menor perturbagcdo e disponibilidade de nutrientes mais previsivel. A maior
atividade no transporte e metabolismo de carboidratos pode refletir uma microbiota
cooperativa e especializada, capaz de utilizar eficientemente matéria organica de fontes
naturais, como vegetagdo marinha e algas.

No que se refere as categorias [K] Transcrigdo e [J] Traducao, estrutura ribossomal e

biogénese, ambas as comunidades apresentaram representagdo significativa, com



predominancia nas amostras insulares. Isso pode ser interpretado como uma maior linha de
base de expressdo génica ¢ regulagdo metabolica nas comunidades insulares, refletindo um
microbioma estruturalmente organizado, que investe mais em manutencdo e atividade basal
do que em respostas emergenciais ao estresse (Cecilie et al., 2024).

A categoria [L] Replicag@o, recombinacdo e reparo foi relativamente equilibrada entre
os dois grupos, mas ligeiramente mais abundante nas amostras urbanas. Juntamente com o
aumento nas categorias relacionadas a defesa e resisténcia, isso pode indicar maior pressao
genotoxica em ambientes urbanos, desencadeando vias de reparo e recombinagdo do DNA.
Isso também ¢ consistente com a presenga potencial de elementos genéticos moveis (MGEs),
como plasmideos e transposons, que frequentemente carregam genes de resisténcia e
promovem a transferéncia horizontal de genes — um mecanismo comum em ambientes
perturbados (Tuteja et al., 2009).

As amostras urbanas também apresentaram aumento na categoria [T] Mecanismos de
transducdo de sinal, uma categoria frequentemente associada a capacidade de resposta
ambiental rapida, incluindo regulagido por quorum sensing e formagao de biofilme (Sakuragi e
Kolter, 2007). Isso refor¢a a nocdo de que os microrganismos urbanos enfrentam flutuacdes
ambientais mais intensas e imprevisiveis, exigindo estratégias regulatdrias sofisticadas para
sobreviver e competir.

Um aspecto especialmente promissor em ambas as amostras — Ilha e Urbana — ¢ a
presenca da categoria [Q] Biossintese de metabolitos secundarios. Embora mais abundante em
ambientes urbanos, a natureza dos metabdlitos provavelmente difere significativamente. Em
ambientes urbanos, esses compostos estdo predominantemente ligados a defesa e competi¢ao
— como bacteriocinas e sideroforos — enquanto as amostras insulares podem produzir
metabodlitos com fungdes ecologicas mais diversas, incluindo antioxidantes, pigmentos
fotoprotetores ¢ moléculas com relevancia farmacolégica (Sharrar et al., 2020; Geers et al.,
2024).

Quando esse perfil funcional ¢ correlacionado com os dados de abundancia
diferencial, torna-se evidente que os grupos altamente expressos na Ilha, como
Cyanobacteriota e Acidobacteriota, contribuem para vias metabolicas fotossintéticas,
biossintese de compostos bioativos e fixacdo de nitrogénio. J4& em ambientes urbanos, a
dominancia de taxons como Burkholderiaceac ¢ Pseudomonadaceae se traduz em funcoes
adaptativas robustas, alta plasticidade genética e capacidade de colonizar nichos

quimicamente diversos e perturbados.



A relacao com os metadados fisico-quimicos fortalece essa interpretacao: enquanto as
amostras da Ilha exibem maiores niveis de oxigénio dissolvido, salinidade e equilibrio i6nico,
as amostras urbanas s3o caracterizadas por menor oxigenagdo, pH acido, alta turbidez e
maiores cargas de nutrientes dissolvidos — todos fatores que favorecem o surgimento de

microbiomas especializados na sobrevivéncia ao estresse, resisténcia e biodegradacao.

5.6. Potencial de Degradacao de Xenobidticos e Resisténcia a Antibidticos

O perfil funcional das comunidades microbianas revelou um enriquecimento marcante
de genes associados tanto a degradagdo de xenobioticos quanto a mecanismos de resisténcia a
antibidticos, especialmente em amostras provenientes de ambientes de praias urbanas. Essas
duas categorias funcionais — embora mecanicamente distintas — refletem pressdes
ecoldgicas sobrepostas impostas pela atividade antropica, resultando em uma dupla selecio
para a capacidade de degradagdo de poluentes e para sistemas moleculares de defesa.

Nesse contexto, o microbioma urbano apresentou um conjunto robusto de genes
codificadores de enzimas de inativagao de antibidticos, conforme demonstrado na Figura 17,
incluindo ampC (B-lactamases AmpC), bla (classe ampla de B-lactamases), tetA (efluxo de
tetraciclina), aac (acetiltransferases de aminoglicosideos), vanA e vanB (operons de
resisténcia a vancomicina). Esses genes frequentemente estavam acompanhados por bombas
de efluxo multidrogas, B-lactamases metalicas e independentes de metais, além de uma ampla
gama de genes relacionados a resisténcia a farmacos, sugerindo que essas comunidades
microbianas abrigam um resistoma complexo capaz de enfrentar multiplas classes de
antimicrobianos (Gasparrini et al., 2020; Gil-Gil et al., 2020; Mosaka et al., 2023).

Interessantemente, muitos desses mecanismos de resisténcia ndo SA0 passivos;
envolvem processos dependentes de energia, como o funcionamento de bombas de efluxo e
modificagdes enzimaticas (Zheng e Lupoli, 2023), os quais requerem respostas transcricionais
finamente reguladas e alocagdo de recursos. A presenca de citocromos P450, por exemplo,
destaca ndo apenas seu papel na oxidagdo de xenobidticos, mas também sua capacidade de
participar na detoxificagdo de uma variedade de compostos exdgenos, incluindo farmacos.
Essas enzimas sdo capazes de catalisar reagdes de hidroxilagdo em substratos estruturalmente
diversos, e sua abundancia ¢ indicativa da adaptacdo microbiana a complexidade quimica
(Esteves et al., 2021).

Complementando o potencial de resisténcia, o microbioma urbano também revelou

alta frequéncia de genes envolvidos no catabolismo de compostos xenobidticos,



particularmente hidrocarbonetos aromaticos mono- e policiclicos (PAHs). Genes como phnA
¢ phnB (degradagdo de fendis), xylA, xylB e xylE (degradagdo de xileno), nahA (dioxigenase
de naftaleno), catA e catB (dioxigenases de catecol), ligA e ligB (quebra de aromaticos
derivados da lignina), tmoA (monooxigenase de tolueno) e pmoA (monooxigenase de metano
particulado) ilustram um repertorio metabolico especializado na degradacdo de compostos
aromaticos persistentes ¢ toxicos (Tetyana Kobets et al., 2018; Yadav et al., 2020).

Esses genes representam rotas degradativas complementares, incluindo vias aerobias e
anaerobias, indicando que os consoOrcios microbianos ndo apenas sdo metabolicamente
versateis, mas também capazes de se adaptar a condi¢des redox varidveis frequentemente
encontradas em sedimentos da zona entremarés e do arrebentamento. Tal versatilidade
melhora a sobrevivéncia microbiana em ambientes quimicamente heterogéneos, como aqueles
proximos a areas costeiras urbanizadas, onde o aporte de poluentes pode ser episodico e
multifatorial (por exemplo, hidrocarbonetos, detergentes, farmacos).

De uma perspectiva de biologia de sistemas, esse perfil funcional duplo (resisténcia +
degradagdo) ilustra como as comunidades microbianas evoluiram arquiteturas metabdlicas
modulares, permitindo-lhes responder de forma flexivel a uma gama de pressdes ambientais.
Essa configuracio pode também promover a transferéncia horizontal de genes (HGT),
particularmente em ambientes ricos em biofilmes, comuns em ecossistemas costeiros com
marés flutuantes e disponibilidade varidvel de substrato. A co-localizagdo de genes de
resisténcia e degradacdo em elementos genéticos mdveis, como plasmideos ou elementos
conjugativos integrativos, levanta a possibilidade de co-sele¢do, onde a presenga de poluentes
promove indiretamente a resisténcia a antibidticos, e vice-versa (Larsson e Flach, 2021).

Esse fenomeno tem implicagdes profundas ndo apenas para a saude publica (Martak et
al., 2024) — uma vez que reservatdrios ambientais de genes de resisténcia podem servir como
fontes para patdogenos clinicos — mas também para a inovacao biotecnologica (King et al.,
2022). A presenca de genes catabdlicos raros ou novos, particularmente aqueles envolvidos na
degradacao de compostos BTEX (benzeno, tolueno, etilbenzeno, xileno), torna esses
microbiomas candidatos promissores para a descoberta de enzimas voltadas a biorremediagao,
aplicacdes em biologia sintética ou consorcios microbianos engenheirados.

Notavelmente, o microbioma da Ilha, embora apresente muito menos desses genes,
nao deve ser desconsiderado. Seu perfil funcional inclui alguns genes relacionados ao
metabolismo de compostos naturais ¢ a detoxificagdo, embora em menores abundéncias. Isso
sugere que, embora as pressdes seletivas sejam menores em ambientes insulares, ainda existe

uma capacidade metabolica basal para resiliéncia, possivelmente vinculada a compostos



aromaticos naturais ou a interagdes ecoldgicas com matéria vegetal e algal. Além disso, a
auséncia de pressdo seletiva intensa pode permitir maior estabilidade dessas vias, livres dos

trade-offs evolutivos tipicamente associados a resisténcia e a ambientes de alto estresse.

5.7. Implicacdes para reservatérios de patogenos e transferéncia de genes

associados a contaminantes

A analise metagenomica comparativa destaca a influéncia significativa da urbanizag¢ao
sobre os perfis funcionais das comunidades bacterianas em ambientes praianos. As
comunidades de praias urbanas apresentaram uma abundancia marcadamente maior de genes
relacionados ao estresse e a resisténcia a antibioticos, sugerindo que esses ambientes sdo
profundamente impactados pela atividade humana, provavelmente em fungdo de fatores como
polui¢do, descarte de residuos e uso disseminado de antibioticos (Tao et al., 2022). A elevada
presenga desses genes evidencia a resposta adaptativa das comunidades microbianas aos
estressores antropicos predominantes nas regides costeiras urbanas (Lin et al., 2023).

Em contraste, as comunidades bacterianas das praias insulares apresentaram um
conjunto mais diversificado de categorias funcionais relacionadas a biossintese e ao
metabolismo. Esses achados enfatizam o papel dos ambientes insulares no suporte a
comunidades microbianas mais alinhadas com processos ecoldgicos naturais. Tais ambientes
parecem favorecer populacdes microbianas com fungdes especializadas que contribuem para a
manutengdo da estabilidade do ecossistema e para o ciclo de nutrientes.

Os resultados sugerem que a urbaniza¢do pode comprometer significativamente a
diversidade e a funcionalidade microbiana, potencialmente afetando processos ecoldgicos
essenciais, como o ciclo biogeoquimico de nutrientes e a biodegradacao (Lin et al., 2023).
Ademais, a presenga de genes de resisténcia a antimicrobianos nas comunidades microbianas
das praias urbanas representa um risco potencial a saude publica (Martinez, 2018). Tais
comunidades podem atuar como reservatérios de genes de resisténcia, os quais podem ser
transferidos para bactérias patogénicas, agravando a disseminacdo da resisténcia
antimicrobiana.

A distribuicao diferencial das espécies microbianas entre praias urbanas e insulares
levanta preocupagdes sobre o papel dos ambientes urbanos como hotspots para a
disseminagdo de genes associados a contaminantes. Bactérias que prosperam em dareas
costeiras urbanas tém maior probabilidade de adquirir e disseminar genes de resisténcia a

antibioticos e outros elementos genéticos relacionados a contaminantes, em virtude da maior



exposi¢ao a poluentes e pressdes antropicas. Por outro lado, ambientes insulares podem
funcionar como reservatorios de comunidades microbianas nativas com adaptacdes genéticas
unicas. Essas comunidades podem fornecer informagdes valiosas sobre mecanismos naturais
de resisténcia e estabilidade ecoldgica. A interagdo entre essas populagdes e seus elementos
genéticos merece investigagdo adicional para avaliar os riscos potenciais tanto a saude

humana quanto a integridade dos ecossistemas.

5.8. Categorias cog de baixa abundancia, mas ecologicamente importantes

Algumas categorias COG com abundancia relativamente baixa também merecem
destaque devido a sua relevancia ecoldgica desproporcional, especialmente no contexto de
ambientes costeiros. Por exemplo, a categoria [N] Motilidade celular, embora modestamente
representada, engloba fungdes relacionadas a motilidade flagelar, quimiotaxia e colonizagao
de superficies. Esses processos sdo essenciais para a formag¢do de biofilmes e o
estabelecimento de comunidades microbianas em substratos dindmicos, como areia e rochas.
Em ambientes urbanos, onde os substratos sdo frequentemente alterados por atividades
antropicas ¢ variagdes de maré, a presenga desses genes pode estar associada a formacao de
biofilmes resilientes e consoércios microbianos estaveis em superficies moveis ou
contaminadas.

A categoria [Z] Citoesqueleto apareceu de forma apenas marginal, mas sua presenca
— embora rara em procariotos — pode indicar a atividade de grupos especificos como
Planctomycetota ou Verrucomicrobia, os quais apresentam compartimentaliza¢do celular
incomum. Esses microrganismos sdo particularmente abundantes em ambientes marinhos
oligotroficos e exibem elevada plasticidade morfologica e metabdlica, o que os torna
candidatos promissores para a bioprospecgao.

Outra categoria de baixa abundancia, mas estrategicamente importante, ¢ a [W]
Estruturas extracelulares, que inclui funcdes relacionadas a pili, vesiculas e sistemas de
secre¢do extracelular. Essas estruturas estdo envolvidas na transferéncia horizontal de genes,
colonizagdo de nichos e defesa contra predadores microbianos, refor¢ando a importancia

ecoldgica dessas fungdes em ambientes competitivos, como zonas costeiras urbanas.

5.9. Reservatdrio genético niio caracterizado / conteiido gendomico nao anotado

ou “matéria escura microbiana”



Um dos achados mais intrigantes da andlise funcional foi a alta proporcdo de genes
classificados como “fun¢do desconhecida” ([S]) e “previsdo de fungdo geral apenas” ([R]) em
ambos os tipos de amostras — com presenga proporcionalmente maior nas amostras da Ilha.
Esse padrao revela um reservatério genético ainda amplamente nao caracterizado, consistente
com o conceito de “matéria escura gendmica” nos microbiomas ambientais (Vanni et al.,
2022).

Nas amostras da Ilha, essa fragdo pode estar associada a presenga de microrganismos
endémicos ou pouco estudados, adaptados a microambientes especificos como zonas de
transigdo salina, substratos organicos naturais costeiros e micro-nichos formados por algas e
sedimentos marinhos (Stockdale et al., 2009). A combinagdo de elevada salinidade, altos
niveis de oxigénio e baixa interferéncia antropica favorece um ambiente mais estavel e
cientificamente menos explorado, permitindo a proliferacdo de microrganismos cujas funcdes
ainda ndo foram descritas — potencialmente associados a produg¢do de novos metabolitos
secundarios ou mecanismos fisioldgicos singulares (Liu et al., 2024).

Nas amostras Urbanas, apesar de um ambiente mais perturbado e quimicamente
homogéneo, também foi observada uma fragdo substancial de genes desconhecidos. Neste
caso, ¢ provavel que muitos desses genes estejam envolvidos em respostas complexas ao
estresse, biodegradacdo de xenobidticos e resisténcia multifatorial — vias ainda pouco
elucidadas nas bases de dados funcionais atualmente disponiveis. O fato de muitos dos
microrganismos presentes nas amostras Urbanas serem adaptativos, oportunistas e equipados
com elementos genéticos moveis sugere que essa fracdo desconhecida também pode incluir
mecanismos inovadores de resisténcia e desintoxicagao.

Esse achado ¢ altamente relevante sob a perspectiva biotecnoldgica. Genes de fungio
desconhecida, especialmente aqueles expressos em ambientes extremos ou altamente seletivos
(como os Urbanos), podem servir como fontes de novas enzimas industriais, biocatalisadores
ou moléculas bioativas com propriedades antimicrobianas ou anticancerigenas. Portanto, tanto
ambientes Urbanos quanto Insulares abrigam um valioso potencial genético que merece
investigacdo funcional e bioquimica aprofundada, incluindo abordagens como metagenomica

funcional e expressdo génica heterologa (Vanni et al., 2022).



6. CONCLUSAO

Este estudo revelou diferengas marcantes entre as comunidades microbianas de praias
urbanas e insulares, tanto do ponto de vista taxondomico quanto funcional, associadas a
contamina¢do por antibidticos e xenobidticos. Do ponto de vista taxondmico, ambos o0s
ambientes foram dominados por Pseudomonadota, Bacteroidota e Bacillota; no entanto, as
praias urbanas apresentaram maior abundancia de géneros associados a habitats eutroficos e
contaminados, como Escherichia e Clostridium, enquanto as praias insulares foram
enriquecidas com taxons tipicos de ecossistemas marinhos oligotroficos e estaveis.
Funcionalmente, os microbiomas urbanos exibiram um perfil adaptativo ¢ generalista, com
forte enriquecimento em vias relacionadas a degradagdo de xenobidticos, resisténcia a
antibidticos e catabolismo expandido (categorias COG [V], [P], [T], [Q]), refletindo a
influéncia da poluicdo, turbidez e carga de nutrientes. Em contraste, os microbiomas
insulares, habitando dguas mais claras e oxigenadas, apresentaram especializagdo metabolica
com vias voltadas a biossintese de cofatores e processamento de proteinas, além de um
reservatorio de genes com funcdes ainda desconhecidas, mas com potencial ecoldgico e
biotecnoldgico. Esses achados destacam a importancia da preservacdo de ambientes insulares
como reservatorios genéticos inexplorados e demonstram como ambientes urbanos funcionam
como laboratdrios naturais para a selecdo de microrganismos resistentes ¢ metabolicamente

versateis.
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