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Resumo
Bacteriófagos são vírus que infectam bactérias. Durante seu processo de replicação os fagos

podem se integrar aos genomas bacterianos e com isso influenciarem o processo evolutivo

das bactérias. Fagos estão presentes em diversos ambientes e desempenham várias funções

relevantes nos diferentes ecossistemas, além de também estarem envolvidos em alguns

processos de interesse da indústria médica como o uso de fagos como agentes

antibacterianos. Uma das abordagens mais utilizadas para o estudo de bacteriófagos é através

da sua prospecção em genomas bacterianos por meio de ferramentas computacionais de

bioinformática. Entretanto, essa abordagem ainda tem limitações em relação a classificação

taxonômica e de completude dos genomas virais encontrados. Bactérias do gênero Proteus

são patógenos oportunistas que infectam o trato urinário e cateteres, podendo formar biofilme

e entupir os equipamentos médicos. Apesar de já existirem tratamentos que usam

bacteriófagos para mitigar a ocorrência de infecções e formação de biofilme, os genomas das

bactérias do gênero Proteus carecem de análises sistemáticas e massivas em busca de

profagos. Nesse trabalho, buscamos explorar genomas de bactérias do gênero Proteus em

busca de profagos e classificá-los em relação taxonomia e completude, de forma sistemática

in silico, automatizada e reprodutível. Para isso, analisamos genomas disponíveis no

GenBank com o programa VirSorter2 e classificamos os elementos virais em relação à sua

completude utilizando o programa CheckV. Buscamos classificar taxonomicamente com

outros programas, os elementos virais que tiveram mais de 90% de completude utilizando

abordagens baseadas no conteúdo proteico, com o vContact2 e o VipTree, baseadas na

presença de genes no pangenoma, com o Roary, e na similaridade genômica, com o

VIRIDIC. Foram encontrados 3907 elementos virais dos quais, após um processamento 1106

foram classificados como genomas completos ou de alta completude. Nosso resultado propõe

a criação de duas novas subfamílias, Bcepmuvirinae e Menelausvirinae, 20 novos gêneros e

47 novas espécies virais dentro da família Myoviridae. A metodologia aqui empregada

permite que em trabalhos futuros haja uma maior sistematização da verificação de

completude e permite compararmos quantitativamente futuras metodologias.

Palavras-chave: Bacteriófagos. Bioinformática. Taxonomia. Genética de microorganismos.



Abstract

Bacteriophages are viruses that infect bacteria. During their replication process phages can be

integrated with bacterial genomes and thus influence the bacterial evolutionary process.

Phages are present in different environments and play several relevant roles in different

ecosystems, in addition to being involved in some processes of interest to the medical

industry, such as the use of phages as antibacterial agents. One of the most used approaches

for the study of bacteriophages is through its prospection in bacterial genomes, through

computational bioinformatics tools. However, this approach still has limitations regarding a

taxonomic and complete classification of the genomes found. Proteus bacteria are

opportunistic pathogens that infect the urinary tract and catheters, and can even form biofilm

and clog medical equipment. Although treatments that use bacteriophages already exist to

mitigate the occurrence of proliferation and biofilm formation, the genomes of bacteria of the

the genomes of bacteria of the genus Proteus have great need of systematically and massively

search of prophages. In this work, we seek to explore genomes of bacteria of the Proteus

genus in search of prophages and classify them in relation to taxonomy and completeness, in

a systematic, automated and reproducible way. For this, we analyzed the genomes available

in GenBank with VirSorter2, we classified the viral elements in relation to their completion

using CheckV. We sought to taxonomically classify viral elements that have more than 90%

exploited completeness based on protein content, with vContact2 and VipTree; based on the

presence of genes in the pangenome, with Roary; and on genomic similarity, with VIRIDIC.

3907 viral elements were found, of which, after a trimming process, 1106 were classified as

complete or high-quality genomes. Our result proposes the creation of two new subfamilies,

Bcepmuvirinae and Menelausvirinae, 20 new genera and 47 new viral species within the

Myoviridae family. The methodology used allows for a greater systematization of the

completeness check in future works and allows us to quantitatively compare future

methodologies.

Keywords: Bacteriophages. Bioinformatics. Taxonomy. Microorganism genetics.
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Introdução

Os Vírus são o grupo taxonômico com maior diversidade do planeta (BREITBART;

ROHWER, 2005). De fato, é estimado que existem 1031 partículas virais no planeta Terra

(Bar-On et al., 2018; MUSHEGIAN, 2020). Apesar da sua grande diversidade, nós ainda

conhecemos muito pouco sobre essas entidades, tanto que grande parte das sequências que

estão disponíveis em bancos de dados ainda não foram caracterizadas (BRISTER et al., 2014).

Bacteriófagos são vírus que infectam bactérias e, como todos os outros vírus, eles

precisam da maquinaria celular de um hospedeiro para que possam se replicar (OFIR;

SOREK, 2018). A existência dos fagos foi descoberta, de forma independente, por

Frederick W. Twort em 1915, enquanto tentava cultivar o Vaccinia virus em meio de ágar

na ausência de células vivas, e Félix d’Herelle em 1917, ao investigar um surto de

disenteria bacilar. Em meio às suas pesquisas, ambos observaram a ocorrência de lise em

colônias bacterianas de onde supuseram a existência dos bacteriófagos (KUTTER;

SULAKVELIDZE, 2004; VANDAMME; MORTELMANS, 2018).

A replicação dos fagos se dá após uma colisão ao acaso entre o bacteriófago e a

bactéria, assim a partícula viral se liga a um receptor celular localizado na membrana celular

da bactéria, um processo denominado adsorção. Após a adsorção, o fago insere seu material

genético na bactéria e passa a utilizar o maquinário celular bacteriano para produção de mais

material genético e proteínas do fago (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012).

Há três tipos de ciclos reprodutivos: o ciclo lítico, o lisogênico e o crônico. No ciclo

lítico os ácidos nucleicos se mantêm separados do DNA bacteriano, como moléculas

flutuantes livres, e ao serem transcritos passam a sintetizar novos componentes virais e DNA.

O material replicado se organiza espontaneamente no processo de maturação formando novos

vírions. Ao final do ciclo as novas partículas são liberadas da célula causando a lise bacteriana

(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). No ciclo lisogênico, ocorre a inserção e integração do

material genético do vírus ao cromossomo bacteriano, e então o DNA do fago passa a ser

chamado de profago. Durante a reprodução bacteriana o profago também será replicado e

transmitido à nova geração onde permanecerá latente, pela ação de proteínas repressoras

codificadas pelo genoma do fago. Porém, caso ocorra a indução do genoma devido à ação de

substâncias químicas, radiação ultravioleta ou mesmo eventos espontâneos raros, o profago

poderá entrar em ciclo lítico, formando novas partículas virais e causando a lise bacteriana
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(TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). No ciclo crônico há uma produção de partículas virais

as quais são liberadas durante longos intervalos sem causar o rompimento significativo das

células hospedeiras. Dessa forma, nesse ciclo os fagos são produzidos e liberados, sem causar

a lise bacteriana (HOBBS; ABEDON, 2016). Uma espécie de fago pode apresentar apenas um

ou até todos esses ciclos (HOBBS; ABEDON, 2016).

Várias análises de profagos mostraram que eles são encontrados predominantemente

em loci mais próximos de genes não codificantes (por exemplo, genes de tRNA), de alguns

genes funcionais e de regiões intergênicas. Essas regiões são chamadas de hotspots de

integração. Nas regiões dos hotspots de integração se assume que a chance de ocorrer uma

recombinação deletéria é menor, portanto, os eventos de integração que ali ocorrem

possivelmente são mais toleráveis ou vantajosos para o bacteriófago (RAMISETTY;

SUDHAKARI, 2019).

Enquanto estão integrados ao genoma bacteriano os profagos podem contribuir

positivamente ou negativamente para o fitness bacteriano, como ao introduzir fatores de

virulência (VF) ou inutilizar genes durante o processo de integração, promovendo dessa forma

uma conversão lisogênica (BOYD et al., 2002). Também é possível que fagos temperados

evitem uma superinfecção por fagos filogeneticamente relacionados (defesa homotípica)

(PETROVA; BROUSSARD; HATFULL, 2015) ou, por meio de proteínas dedicadas, por

fagos não filogeneticamente relacionados (defesa heterotípica) (DEDRICK et al., 2017;

KOONIN et al., 2020).

Fagos impõem uma grande pressão evolutiva sobre as bactérias, ao mesmo tempo em

que os vírus são selecionados na forma que infectam e se replicam no hospedeiro. Diante

disso, o hospedeiro é selecionado pela eficiência de seus mecanismos em combatê-los, de

forma que ocorre uma “corrida armamentista” entre ambos, o que culmina no

desenvolvimento de mecanismos como o sistema de defesa CRISPR, o sistema de restrição

modificação e o processo de infecção abortiva (DY et al., 2014; STERN; SOREK, 2011).

Essa interação ainda possui outras implicações ambientais e médicas sobre a ciclagem global

de nutrientes (SUTTLE, 2007), o clima global (FUHRMAN, 1999; SUTTLE, 2007), a

evolução da biosfera (COMEAU; KRISCH, 2005) e sobre a virulência de microrganismos

patogênicos (BRÜSSOW; CANCHAYA; HARDT, 2004).

Há ainda aplicações industriais para os fagos, como as técnicas desenvolvidas para a

prevenção e remediação de colonizações bacterianas, que consistem na inserção e
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revestimento prévio de superfícies com fagos (MELO et al., 2016; NZAKIZWANAYO et al.,

2015). Essas estratégias incluem desde abordagens experimentais até outras já estabelecidas,

oferecidas comercialmente e utilizadas em hospitais, como para evitar a ocorrência de

bactérias do gênero Proteus em cateteres hospitalares (BERNASCONI et al., 2017;

VIERTEL; RITTER; HORZ, 2014), devido a capacidade desse gênero de se estabelecer em

cateteres e de causar o entupimento do equipamento. Este entupimento é decorrente da sua

capacidade de formar biofilme tanto em superfícies artificiais, como no trato urinário e em

outros tecidos (ARMBRUSTER; MOBLEY, 2012).

Proteus é um gênero de Proteobactérias Gram-negativas da família Morganellaceae

(ADEOLU et al., 2016) e contém as espécies: P. alimentorum, P. cibarius (HYUN et al.,

2016), P. cibi, P. columbae, P. faecis, P. hauserii, P. mirabilis, P. penneri, P. terrae e P.

vulgaris (DAI et al., 2018a, 2018b, 2019; HYUN et al., 2016; O’HARA et al., 2000;

SNEATH; MCGOWAN; SKERMAN, 1980). As espécies desse gênero podem ser

encontradas em vários ambientes desempenhando diversos papéis ecológicos

(DRZEWIECKA, 2016). Quatro delas podem provocar doenças, são elas: P. mirabilis, P.

vulgaris, P. penneri e P. hauserii. Dentre elas, P. mirabilis é a terceira causa mais comum de

infecções complicadas do trato urinário (12%) e a segunda causa mais comum de bacteriúria

associada a um cateter em pacientes cateterizados por longo prazo (JACOBSEN et al., 2008),

podendo também causar intoxicação alimentar, infecções respiratórias e de feridas, bacteremia

e outras infecções. Doenças associadas à infecção por P. mirabilis também foram relatadas em

aves com falha reprodutiva, macacos e furões com diarreia e cães com otite crônica (SUN et

al., 2020). P. hauserii também pode provocar a morte de peixes ornamentais (KUMAR et al.,

2015). Assim, Proteus spp. são consideradas patógenos oportunísticos, sendo relatadas como

causadoras de infecções de trato urinário, bacteremia, meningoencefalite neonatal, empiema e

osteomielite (O’HARA; BRENNER; MILLER, 2000).

Uma das abordagens possíveis para estudarmos bacteriófagos é através da prospecção

de seus genomas nos genomas bacterianos já sequenciados (HATFULL; HENDRIX, 2011).

Apesar dessa abordagem ser bastante eficiente, ela possui algumas limitações, uma delas é a

dificuldade de definir se um genoma detectado é um genoma completo ou apenas um

fragmento do genoma de um fago. Buscando mitigar este problema, diversos autores realizam

curadorias manuais em seus genomas a fim de verificar se eles possuem todas as proteínas
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essenciais para a formação de uma partícula viral, porém nem sempre são descritos os

critérios utilizados neste processo (ZRELOVS; DISLERS; KAZAKS, 2020).

Nosso conhecimento sobre a taxonomia e sobre a forma com que os fagos são

classificados continua aumentando, evidenciando sua grande importância. A forma com que

classificamos passou de uma classificação baseada na estrutura do capsídeo viral por meio de

eletromicroscopia (ACKERMANN; PRANGISHVILI, 2012), para uma que também engloba

análises de proteínas e do genoma (ROUX et al., 2018). Ainda existem muitos desafios que

enfrentamos para termos uma classificação filogenética dos vírus em grupos monofiléticos,

alguns motivos para isso são devido à natureza mosaica dos genomas virais (ACKERMANN,

2011).

Nos genomas virais ocorrem interações e alterações no material genético

constantemente, e esse processo permite a sobrevivência de linhagens, aumenta a sua

diversidade e faz com que as pressões seletivas passem a atuar em nível de módulos no

genoma (BOTSTEIN, 1980). No entanto, a intensa troca de informações genéticas dificulta a

definição de ancestralidade, uma vez que vírus não relacionados filogeneticamente podem

apresentar genomas semelhantes (ACKERMANN, 2011).

Por mais que existam aplicações para alguns dos fagos conhecidos que infectam as

bactérias do gênero Proteus, ainda existe a necessidade de explorações mais profundas,

sistemáticas e massivas nos genomas delas com técnicas atuais, que identificam profagos mais

precisamente (BERNASCONI et al., 2017; VIERTEL; RITTER; HORZ, 2014). Neste

trabalho, buscamos explorar os genomas em busca de profagos e classificá-los em relação a

sua completude e taxonomia, de forma sistemática, automatizada e reproduzível.

Metodologia

O tratamento e análise dos dados fundamentaram-se nos pressupostos de pesquisa in

silico e qualitativa de cunho exploratório experimental. Os dados utilizados para a condução

desse projeto foram compostos por genomas completos de espécies do gênero Proteus

provenientes do banco de dados GenBank do NCBI (National Center for Biotechnology

Information) disponibilizados até o dia 5 de abril de 2021. Diante disso, 756 genomas de
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espécies do gênero Proteus foram explorados, com uma quantidade diferente de genomas para

cada espécie, de acordo com a tabela abaixo:

Tabela 1 - Número de genomas bacterianos por espécie

Espécie Nº de genomas

P. alimentorum 3

P. cibi 1

P. columbae 2

P. faecis 2

P. genomosp. 3

P. hauseri 5

P. mirabilis 628

P. myxofaciens 1

P. penneri 8

P. sp. 59

P. terrae 20

P. vulgaris 24

Total 756

Busca de bacteriófagos integrados aos genomas

Para analisarmos a existência de profagos nos genomas bacterianos utilizamos o

programa VirSorter2 (GUO et al., 2021) na versão 2.2.1 (Fig. 1). Os parâmetros utilizados

exigiram que as sequências possuíssem ao menos um gene viral e no mínimo 10 mil pares de

bases, por conta da dificuldade de diferenciar profagos com menos de 10 mil pares de base de

outros elementos integrativos dos genomas bacterianos (BOBAY; ROCHA; TOUCHON,

2013; CANCHAYA et al., 2003; CASJENS, 2003). As sequências com menos de dois genes

foram excluídas, exceto quando se tratava de genes característicos de vírus (hallmark genes),

e foram mantidas as que atingiram escores de alta confiança, escore maior ou igual a 90% ou

maior ou igual a 70% com ao menos um gene característico de vírus.
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Figura 1 - Fluxograma dos programas utilizados ao
longo deste trabalho.
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Análise de contaminação e completude dos genomas virais

Ao prospectarmos profagos a partir de genomas bacterianos é possível que partes do

genoma da bactéria sejam extraídas com os profagos. Para evitar que isso afete os resultados

da classificação taxonômica e de completude e dos profagos, nós avaliamos a presença dessa

contaminação nos genomas utilizando o programa CheckV (NAYFACH et al., 2020) na

versão 0.7.0, com os parâmetros padrões (Fig. 1).

Para o CheckV avaliar a contaminação nos profagos, os genes são primeiro anotados

como virais ou microbianos com base na comparação com um banco de dados personalizado

de modelos ocultos de Markov, do inglês Hidden Markov Models (HMMs). Em seguida, é

realizada uma varredura sobre a sequência comparando anotações de genes e conteúdo de GC

entre um par de genes adjacentes. Esta informação é usada para calcular uma pontuação para

cada posição intergênica e identificar os pontos que separam o que pertence ao vírus ou ao

hospedeiro. Esses pontos são definidos por (NAYFACH et al., 2020):

● Uma pontuação maior que 1,2.

● Um mínimo de 2 genes específicos do hospedeiro na região putativa do

hospedeiro, para sequências com 10 genes ou mais.

● Um mínimo de 2 genes virais na região viral putativa, sequências com 10

genes ou mais.

● Um mínimo de 30% dos genes anotados como microbianos na região putativa

do hospedeiro.

Dessa forma, foram removidas das sequências as regiões de origem bacteriana e

mantidas as regiões de origem viral em um novo arquivo e usando o CheckV, os novos

arquivos foram analisados no aspecto da completude genômica (LI et al., 2021, ROUX et al.,

2021), a qual geralmente é avaliada manualmente pela verificação da existência de genes

estruturais fundamentais para a formação de uma partícula viral, como os genes de capsídeo

(ZRELOVS; DISLERS; KAZAKS, 2020). Após o tratamento, mantivemos somente os

genomas classificados como completos ou de alta completude, com completude estimada em

mais de 90%, garantindo uma classificação mais precisa e um maior poder de inferência

taxonômica ao nível de espécie (ROUX et al., 2018).
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Atribuição de classificação taxonômica aos genomas virais

Buscando atribuir uma classificação taxonômica aos genomas virais, seguimos a

metodologia proposta por Turner, Kropinski e Adriaenssens (2021). Para isso anotamos os

genomas utilizando o programa Prodigal (HYATT et al., 2010) e agrupamos os genomas com

o programa vContact2 (BOLDUC et al., 2017; JANG et al., 2019) (Fig. 1). Analisando as

proteínas dos genomas e verificando quão similares elas são em relação às proteínas dos vírus

da sua database e dos outros vírus que estão sendo analisados, o vContact2 agrupa e classifica

os genomas montando os grupos virais. Portanto, a completude dos genomas e a qualidade da

base de dados que o programa utiliza são elementos fundamentais para a obtenção de uma boa

classificação.

Com o intuito de obtermos uma classificação mais precisa e atual, atualizamos a base

de dados do programa vContact2 e incluímos nela somente genomas de espécies de

bacteriófagos aceitas pelo Comitê Internacional de Taxonomia de Vírus (ICTV). Além disso,

foram adicionados apenas bacteriófagos que possuem genomas completos e não

fragmentados, disponibilizados no GenBank. Para isso foi feitas pipelines em R que

utilizaram os pacotes stringr (WICKHAM, 2010), seqinr (CHARIF; LOBRY, 2007),

Tidyverse (WICKHAM,2014; WICKHAM et al., 2019), reshape2 (WICKHAM, 2012), rjson

(COUTURE-BEIL, 2018) e ggplot2 (WICKHAM, 2011). Essa pipeline nos possibilitou a

construção de uma tabela contendo a classificação viral nos níveis de ordem, família,

subfamília e gênero de acordo com a Master Species List, liberada em 18 de Maio de 2021

pelo ICTV, e agrupar as anotações de cada vírus disponíveis no Genbank na nova base de

dados, garantindo assim sua replicabilidade, ela será disponibilizada na plataforma do GitHub

no endereço https://github.com/martinshugoc/vContact2_taxonomy.

Assumimos que a classificação dos genomas que se agruparam com referências no

vContact2 é equivalente à classificação do táxon comum a todas as referências com as quais

agruparam (BOLDUC et al., 2017; JANG et al., 2019). Para sabermos onde os genomas se

agrupavam dentro do táxon no qual foram classificados, utilizamos o programa VipTree com

seus parâmetros padrões (NISHIMURA et al., 2017) (Fig. 1).

O ViPTree produz uma "árvore proteômica" (ROHWER; EDWARDS, 2002) baseadas em

similaridades de sequência dos o genomas virais que são calculadas pelo tBLASTx. A “árvore
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proteômica” é um dendrograma que representa as relações de similaridade genética entre os

vírus. Foi demonstrado que os grupos virais identificados em uma “árvore proteômica”

correspondem corretamente às taxonomias virais estabelecidas (NISHIMURA et al., 2017).

Assim, para melhor compreensão taxonômica dos dados, os genomas foram analisados

juntamente com todos os outros genomas completos não fragmentados de espécies aceitas

pelo ICTV que pertencem ao mesmo táxon. Dessa forma obtivemos uma “árvore proteômica”

montada de acordo com análises de semelhança das proteínas traduzidas.

Para definir as subfamílias dos bacteriófagos utilizamos o programa Roary (PAGE et

al., 2015) para buscar core genes no pangenoma dos fagos (Fig. 1). O Roary classifica os

genes em quatro classes de acordo com sua presença nos genomas analisados. Core genes são

genes encontrados ao menos 99% dos genomas, os soft-core genes são genes encontrados

entre 95 e 99% dos genomas, os shell genes são encontrados entre 15% e 95% dos genomas,

enquanto os cloud genes são os genes que estão presentes em menos de 15% dos genomas

(LIVINGSTONE; MORPHEW; WHITWORTH, 2018).

Para analisarmos o pangenoma dos fagos traduzimos as ORFs (open read frames) dos

genomas utilizando o programa Prokka (SEEMANN, 2014), configurado para vírus, e

obtivemos os arquivos no formato GFF3 com os quais analisamos os genes virais usando o

programa Roary (PAGE et al., 2015). Originalmente o programa Roary foi desenhado para

analisar o pangenoma de procariotos. No entanto, para a aplicabilidade que necessitamos e

levando em consideração a maior variação genômica presente em genomas virais em relação

aos genomas de procariotos, nós reduzimos o parâmetro mínimo de identidade de 95% para

40% (WANG; DUNBRACK, 2003).

Para identificarmos o gênero e a espécie dos bacteriófagos, nós realizamos uma

análise de semelhança genômica com toda a família na qual eles foram inseridos com o

programa VIRIDIC (MORARU; VARSANI; KROPINSKI, 2020) (Fig. 1). Taxonomicamente,

para a entidade viral ser considerado membro de um gênero já existente, a sequência precisa

compartilhar mais de 70% de semelhança com todas as sequências de determinado gênero da

mesma família. Além disso, para ser considerada da mesma espécie, é necessário que as

sequências compartilhem mais de 95% de semelhança com alguma espécie da mesma família

(MORARU; VARSANI; KROPINSKI, 2020).
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Tabelas e representações gráficas

As representações gráficas são montadas pelos próprios programas que realizam as análises

ou foram montadas utilizando código escrito em R (Team R, 2013) para este fim, usando os

pacotes stringr (WICKHAM, 2010), ggplot (WICKHAM, 2011) e gridExtra (AUGUIE;

ANTONOV; AUGUIE, 2017). As tabelas foram montadas utilizando o LibreOffice ou o

próprio R.

Resultados

Todos os 756 genomas completos de bactérias do gênero Proteus foram analisados

utilizando o programa VirSorter2 e desses, somente a sequência ASM102812v1 apresentou

inconsistências nas análises devido a sua alta fragmentação. Diante disso, observamos que a

maioria das sequências de ASM102812v1 não atingiram o tamanho mínimo de 10 mil pares

de base para serem analisadas pelo programa. Os resultados obtidos indicaram um total de

3907 sequências de provável origem viral, sendo todas classificadas como DNA de fita dupla

(dsDNA). A espécie que apresentou mais profagos foi P. columbae, com 8,5 sequências por

genoma (Fig. 2), já o grupo que apresentou menos profagos por genoma foi o das

genomospécies de Proteus.
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Figura 2 - Média de profagos por genoma das espécies de Proteus. P. sp. se refere a aqueles
genomas que não foram identificados a nível de espécie.

O programa CheckV analisou os profagos extraídos pelo VirSorter2 antes da remoção

dos fragmentos bacterianos e as classificou de acordo com sua completude. O resultado,

representado na figura 3, indicou que 14,03% (n=548) das sequências foram classificadas

como completas, 15,43% (n=604) como sequências de alta completude, 25,95% (n=1014)

como sequências de média completude e 44,56% (n=1741) como sequências de baixa

completude. A maior parte das sequências são de baixa completude, se tratando de fragmentos

de fagos integrados aos genomas bacterianos que podem não possuir mais a capacidade de

produzir partículas virais. Todavia, ainda há uma quantidade considerável de genomas

completos ou de alta completude nestes genomas, que podem ser capazes de produzir vírus

com capacidade de se replicarem.

18



Figura 3 - Classificação da completude de profagos pelo programa CheckV
aproximada em porcentagem. Entre parênteses está representado o número de
sequências.

Após o processamento realizado pelo programa CheckV, foram gerados um total de

4015 profagos. As sequências geradas no processo foram reclassificadas em relação à sua

completude (Fig. 4) e obtivemos que: 0,12% (n=5) são completas, 27,42% (n=1101) de alta

completude, 28,39% (n=1140) de completude média e 44,06% (n=1769) de baixa completude.

Isso indica que muitos profagos previamente classificados como completos, continham

fragmentos de material genético proveniente do hospedeiro (bactérias) e após o

processamento passaram a ter outras classificações. Possivelmente, o CheckV removeu

fragmentos pequenos de profagos no processo ou, anteriormente a filtragem, genes do

hospedeiro estavam interferindo na avaliação da completude viral.
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Figura 4 - Classificação da completude aproximada de profagos pelo programa
CheckV, após o processamento, em porcentagem. Entre parênteses está representado
o número de sequências.

O processo de remoção da contaminação foi feito sobre todos os profagos que foram

encontrados neste estudo. Com isso alguns profagos de baixa completude passaram a ter uma

completude maior, nas espécies de bactérias P. columbae e P. myxofaciens (Fig. 5 e 6),

revelando que o processo também pode filtrar as sequências fazendo com que ocorra a

melhora da classificação de alguns profagos. Tendo em vista que houve uma diminuição do

número de genomas virais completos encontrados na primeira análise, vários destes genomas

apresentavam partes do genoma do hospedeiro em si. Como essa diminuição ocorreu em

todas as espécies bacterianas, existe a possibilidade de que não há relação entre a existência

de contaminação com a espécie do hospedeiro. Por exemplo, aqui nós analisamos um genoma

de P. cibi (Tabela 1). Antes da remoção dos fragmentos bacterianos havia um genoma viral

completo, um de alta completude, um de completude média e um de baixa completude (Fig. 4

e Tabela Suplementar 1). Após o processamento, encontramos três genomas virais de alta

completude e apenas um de baixa completude (Fig. 5 e Tabela Suplementar 1). O genoma

viral que era completo possuía contaminação de sequências de nucleotídeos de origem

bacteriana, que ao ser removida fez com que sua completude fosse reduzida, passando a ser

classificado como de alta completude.
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Figura 5 - Classificação da completude de profagos pelo programa CheckV por genoma
das espécies de Proteus pré-processamento.

Figura 6 - Classificação da completude de profagos pelo programa CheckV por genoma
das espécies de Proteus pós-processamento.

Na figura abaixo (Fig. 7), vemos que as espécies que mais apresentaram profagos de

alta completude por genoma foram P. cibi e P. myxofaciens, ambas com três sequências. Por

outro lado, a espécie que obteve mais profagos com média e baixa completude pelo número
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de genomas foi P. columbae. Além disso, a espécie que deteve mais sequências de alta

completude e completas (n=918), e de completude média e baixa (n=2373) foi a P. mirabilis,

devido ao alto número de genomas (n=658) utilizados para a prospecção.

Figura 7 - Classificação da completude de profagos pelo programa CheckV por genoma
das espécies de Proteus pós-processamento somadas. As barras representam o número de
profagos por genomas bacterianos que foram encontrados em cada espécie e o número
acima da barra representa o número absoluto de profagos encontrados. Por exemplo, a
espécie P. columbae teve dois genomas incluídos neste estudo e nela foram encontrados 17
profagos, dos quais 16 tiveram qualidade média ou baixa e um é completo ou de alta
qualidade. A barra tem tamanho 8, pois os 16 profagos são divididos entre os dois genomas
bacterianos.

As sequências com ao menos 20 mil pares de base classificadas como completas ou de

alta completude (n=1105), tiveram suas ORFs traduzidas, e foram agrupadas com sequências

de espécies de bacteriófagos aceitas pelo ICTV (Fig. 8). Dessas sequências: 768 agruparam

com outra sequência (Clustered) e delas 69 agruparam com alguma referência, 79 não

agruparam com outras sequências formando grupos próprios (Clustered/Singleton), 26 não

agruparam (Outlier) e 232 se agruparam em mais de um grupo (Overlap). O táxon superior

comum a todas as sequências de referência foi a família Myoviridae, e a partir de então,

tomamos que esta é a família à qual pertencem os genomas virais que agruparam as

referências.
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Figura 8 - Número de genomas por agrupamento do programa vContact2 (A) e
bacteriófagos agrupados sem e com ref. (referência) (B). Entre parênteses está
representada a quantidade de sequências. ref é abreviação hugo, então você tem que
discriminar isso aqui na fig 8a.

Criando uma “árvore proteômica” dos genomas encontrados neste estudo e dos

genomas de vírus já classificados em Myoviridae, obtivemos a distribuição destes genomas

dentro da família. Os resultados obtidos indicaram que os novos bacteriófagos se dividem em

dois grupos (Fig. 9, 10 e 11), um relacionado com o gênero Bcepmuvirus e outro próximo a

subfamília Peduovirinae.
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Figura 9 - “Árvore proteômica” de Myoviridae com os novos táxons representados. O arco superior e a legenda da
esquerda correspondem às subfamílias. As cores abaixo do arco e a legenda da direita correspondem aos novos gêneros
propostos.
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Figura 10 - Ramo destacado da “árvore proteômica” de Myoviridae onde está situada a
subfamília Bcepmuvirinae. A marca a direita representa a extensão da nova subfamília e as
cores correspondem aos novos gêneros propostos.
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Figura 11 - Ramo destacado da “árvore proteômica” de Myoviridae onde está
situada a subfamília Menelausvirinae. A marca a direita representa a extensão da
nova subfamília e as cores correspondem aos novos gêneros propostos.
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Através da análise do pangenoma viral de ambos os grupos, pudemos observar em

quais subfamílias estes vírus estariam classificados. A formação de uma subfamília foi

constatada quando ocorreu a existência de core genes no pangenoma viral.

Para o grupo relacionado ao gênero Bcepmuvirus houve a detecção de 31 core genes

(Fig. 12) no pangenoma, sendo esses relacionados somente com os vírus do gênero

Bcepmuvirus. Ao analisarmos juntamente outros clados próximos, não foi constatado a

detecção de core genes, indicando que os vírus do grupo formam uma subfamília que foi

nomeada por esse estudo de Bcepmuvirinae, devido ao nome do táxon mais antigo que ela

contém, o gênero Bcepmuvirus.

Figura 12 - Classificação pangenômica de Bcepmuvirinae. Entre parênteses está
representada a quantidade de sequências em que um gene deve estar presente para
pertencer a determinada categoria. Para ser considerado core genes os genes devem
ser encontrados em ao menos 99% dos genomas, os soft-core genes são genes
encontrados entre 95 e 99% dos genomas, os shell genes são encontrados entre 15% e
95% dos genomas, enquanto os cloud genes são os genes que estão presentes em
menos de 15% dos genomas. Dentro do gráfico estão representados o número de genes
de cada categoria.
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Buscando identificar a subfamília do segundo grupo formado pelos novos

bacteriófagos, nós realizamos uma análise de similaridade com o clado mais próximo, a

subfamília Peduovirinae, porém não foram detectados core genes correspondentes. A

detecção de 15 core genes (Fig. 13) ocorreu apenas entre o próprio grupo, o que pode

sinalizar uma nova subfamília. Diante disso, nós sugerimos nomear a nova subfamília de

Menelausvirinae em referência à passagem da Odisseia de Homero, onde é narrado o mito

que o rei Menelau da Lacedemônia foi capaz de prender a deidade marinha Proteu e com isso

conseguiu que este lhe contasse a verdade. O nome do gênero de bactérias Proteus, dos quais

os genomas de vírus foram prospectados, faz referência ao mesmo mito devido à sua

capacidade de apresentar várias formas, assim como o gênero dessa bactéria.

Ao catalogarmos a taxonomia de identidade dos gêneros e espécies dos novos

bacteríofagos encontrados, analisamos os genomas avaliando a similaridade com os genomas

de toda a família Myoviridae e também para cada uma das novas subfamílias. Dessa forma,

analisamos se os vírus se tratavam de espécies já descritas e se pertenciam a algum gênero já

existente.

Os resultados indicaram que as espécies não estavam inseridas em nenhum gênero da

família Myoviridae, e assim formavam seus próprios gêneros, os quais nomeamos de acordo

com o nome de uma das sequências dentro do gênero e o sufixo -virus (Fig. 9, 10 e 11). Para

as espécies usamos o nome do gênero da bactéria hospedeira e a palavra vírus seguida de um

código simplificado, que remete ao nome do arquivo da sequência.
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Figura 13 - Classificação pangenômica de Menelausvirinae. Entre parênteses está
representada a quantidade de sequências em que um gene deve estar presente para
pertencer a determinada categoria. Para ser considerado core genes os genes devem ser
encontrados em ao menos 99% dos genomas, os soft-core genes são genes encontrados
entre 95 e 99% dos genomas, os shell genes são encontrados entre 15% e 95% dos
genomas, enquanto os cloud genes são os genes que estão presentes em menos de 15% dos
genomas. Dentro do gráfico estão representados o número de genes de cada categoria.

Na subfamília Bcepmuvirinae (Fig. 14) identificamos que, além do gênero

Bcepmuvirus, foram formados 3 novos gêneros:

● O gênero Puxrvirus contém 5 espécies: Proteus virus DACXNA9 com uma

sequência; Proteus virus JADSAN2 com uma sequência; Proteus virus JAEHPK

com duas sequências (JADRZL e JAEHPK); Proteus virus JSUP com uma

sequência e Proteus virus PUXR com quatro sequências (PUXR, JADRXZ,

JADNAR10 e JADSKD).

● O gênero Spoxvirus contém três espécies: Proteus virus CP046 com duas

sequências (CP046 e RDWB); Proteus virus JADSKI com quatro sequências

(JADSKI, JAABMH83, DACTNK e UGTR) e Proteus virus SPOX com duas

sequências (JADGLF e SPOX);
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● O gênero Jhointentaeumvirus formou-se com uma espécie da sequência JH81.

Devido à alta presença de “Ns” no genoma dessa sequência, é provável que se trate

de um artefato que o VIRIDIC não pôde analisar devidamente, já que o programa

aponta 91,3% de semelhança com ela mesma e o maior comprimento de seu

genoma em relação ao genoma das outras sequências da mesma subfamília.

Figura 14 - Heatmap de similaridade da subfamília Bcepmuviridae. Na metade superior
direita, o código de cores indica o agrupamento dos genomas com base na similaridade
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intergenômica. Quanto mais similares os genomas, mais escura é a cor do quadrado em
que está a porcentagem de similaridade dos genomas. Os números representam os
valores de similaridade arredondados para a primeira casa após a vírgula. Na metade
esquerda, há três valores, na ordem de cima para baixo: a fração alinhada do genoma
daquela linha em relação ao genoma pareado com ele na coluna, arredondado para a
primeira casa decimal. Abaixo, a proporção do comprimento do genoma (para os dois
genomas neste par). Por último a fração alinhada do genoma da coluna sobre o genoma
da linha. As cores representam os valores encontrados na linha, sendo que quanto mais
escura a cor, menor é o valor encontrado. Espera-se que vírus mais próximos tenham
comprimentos semelhantes.

Já na subfamília Menelausvirinae, os resultados indicam a formação de 17 novos

gêneros (Fig. 15), sendo que 10 deles são gêneros com somente uma espécie. Os quais são:

Cptrintaetresvirus com a espécie Proteus virus CP033; Jaabnkvirus com a espécie Proteus

virus JAABNK; Jadsanumvirus com a espécie Proteus virus JADSAN1; Jadstwvirus com a

espécie Proteus virus JADSTW; Jaehoyvirus com a espécie Proteus virus JAEHOY;

Knquinzevirus com a espécie Proteus virus KN15, Mbtyvirus com a espécie Proteus virus

MTBY; Qnxavirus com a espécie Proteus virus QNXA e Vkhvirus com a espécie Proteus virus

VKHV, sendo todos com somente uma sequência, exceto Jvpbvirus com a espécie Proteus

virus JVPB que possui duas sequências (JADRZR e JVPB).

Já o gênero Bgkvirus engloba duas espécies, Proteus virus BGKT com três sequências

(BGKT,BGKS,BGKU) e Proteus virus BGKV com uma. O gênero Dactnrvirus também

engloba duas espécies, Proteus virus DACTNR e Proteus virus JAABMM, com uma sequência

cada. Sdvirus engloba três espécies, sendo elas Proteus virus SDEX com cinco sequências,

Proteus virus SDES e Proteus virus JAEHPU, ambos com uma sequência.

Jadstyvirus e Jaehorvirus possuem quatro espécies cada. Jadstyvirus engloba Proteus

virus JAABMZ, Proteus virus JADSJW, Proteus virus JADSTY e Proteus virus VKTM, todas

com uma sequência. Além disso, Jaehorvirus engloba Proteus virus DACXXR, Proteus virus

JAEHOR, Proteus virus JAEHPL, todas com uma sequência e Proteus virus CP047 com duas

(CP047 e CP053). O gênero Jadsjovirus engloba Proteus virus JADSJO, Proteus virus

JAEHQE, Proteus virus JADRZO, Proteus virus JAABMH72 e Proteus virus CP054, todas

com uma sequência.

Qdurvirus é o gênero com mais espécies, sendo oito, e em número de sequências,

treze. As espécies que possuem apenas uma sequência são: Proteus virus DACXNA1, Proteus

virus JADNAR03, Proteus virus JAEHRZ, Proteus virus PENV e Proteus virus UAUE. Por

outro lado, aquelas com duas são: Proteus virus JADSAJ (DACXUF,JADSAJ) e Proteus
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virus QDUR (JADRXJ e QDUR). Proteus virus WEKK possui quatro sequências (JAABML,

WEKK, JADRYX e JADSTU).

Figura 15 - Heatmap de similaridade da subfamília Menelausviridae. Na metade superior
direita, o código de cores indica o agrupamento dos genomas com base na similaridade
inter-genômica. Quanto mais similares os genomas, mais escura a cor dos genomas. Os
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números representam os valores de similaridade arredondados para a primeira casa após a
vírgula. Na metade esquerda, há três valores, na ordem de cima para baixo: a fração alinhada
do genoma daquela linha em relação ao genoma pareado com ele na coluna, arredondado
para a primeira casa decimal. Abaixo, a proporção do comprimento do genoma (para os dois
genomas neste par). Por último a fração alinhada do genoma da coluna sobre o genoma da
linha. As cores representam os valores encontrados na linha, sendo quanto mais escura a cor
menor é o valor encontrado. Espera-se que vírus mais próximos tenham comprimentos
semelhantes.

Discussão

Bactérias apresentam grandes variedades de sequências de profagos em seus

genomas. Muitas dessas sequências conferem benefícios adaptativos ao hospedeiro (BOBAY;

TOUCHON; ROCHA, 2014) e tornam-se verdadeiras reservas de diversidade genômica, para

bactérias e outros bacteriófagos (NADEEM; WAHL, 2017). A ocorrência de profagos em

genomas de Proteus spp. pode indicar que a diversidade genômica neste grupo pode ser

amplamente afetada pelo fluxo gênico e as deleções que os bacteriófagos podem promover,

como ocorre em outras bactérias da ordem Enterobacteriales (BAWN et al. 2020).

Ainda que tecnologias de sequenciamento genômico se tornaram cada vez mais

baratas e a cada dia mais ferramentas de bioinformática estejam sendo desenvolvidas, muitos

dos gêneros bacterianos que conhecemos atualmente não tiveram os seus bacteriófagos

descritos (ZRELOVS; DISLERS; KAZAKS, 2020). Em verdade, muitos genomas

bacterianos não foram explorados e analisados de forma profunda, sendo que em alguns casos

até procedimentos mais básicos, como a anotação, não foram feitos da maneira correta

(WOOD et al., 2012). Para que nós possamos aprimorar a análise dos dados já existentes, é

necessário que implementemos soluções cada vez melhores para os problemas que

enfrentamos nos experimentos e nas análises dos dados gerados.

A contaminação de sequências com fragmentos dos genomas de outros organismos é

um problema na análise genética de microrganismos, porque pode levar à uma cascata de

erros que afetam diversos trabalhos que utilizam os dados disponibilizados. Dessa forma, é

muito recomendado que sejam utilizadas abordagens que mitiguem ou indiquem a ocorrência

desses erros (MERCHANT; WOOD; SALZBERG, 2014; KOREN et al., 2014). O uso do

CheckV (NAYFACH et al., 2020) nos traz a possibilidade prevenir a ocorrência de

contaminação expressiva de fragmentos bacterianos nos genomas de vírus que venham a ser

propostos como novas espécies. Além disso, o processo de descontaminação permitiu reduzir
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a influência de genes advindos do hospedeiro na classificação dos genomas virais,

aumentando a confiabilidade dos resultados obtidos.

Ainda assim, há a possibilidade de o CheckV descartar fagos completos e funcionais

que naturalmente possuem uma quantidade significativa de genoma bacteriano em suas

sequências, como ocorreu após remoção de contaminação. Dito isso, salientamos que os

genomas considerados completos antes da descontaminação podem conter dados importantes

para a compreensão da evolução bacteriana e da evolução destes fagos (WAHL; BATTESTI;

ANSALDI, 2018). Ainda, os genomas incompletos também podem indicar que os fagos estão

sob intensa seleção nos genomas bacterianos e ao se integrarem podem perder sua capacidade

de formação de partículas infectantes. Além disso, mesmo ao perderem essa capacidade,

ainda podem ter contribuído com fatores de virulência ou outro aparato genético interessante

para a bactéria ou outros fagos (HARRISON; BROCKHURST, 2017).

A dificuldade de aplicar metodologias manuais que indiquem a completude dos

genomas em grandes conjuntos de dados torna esse tipo de estudo extenuante. Nesse âmbito,

o uso do CheckV (NAYFACH et at., 2020) facilitou a verificação da completude e

contaminação dos genomas virais, o que possibilitou a melhora da completude dos profagos

aqui encontrados. Mesmo assim, o CheckV ainda não descarta totalmente o uso da curadoria

manual, pois a ferramenta ainda pode ter erros ou apresentar resultados imprecisos a

depender do fago analisado. Por exemplo, se um fago for muito distinto daqueles que

conhecemos e estão integrados à base de dados do programa, é possível que ele não consiga

classificar este fagos como completos, apesar de ser um fago totalmente funcional. Outras

técnicas e processos de análises podem ainda ser usados para melhorar a classificação de

completude dos genomas de profagos, como a integração de métodos para a predição de

genes estruturais (CANTU et al., 2020) ou de outros genes essenciais para a formação de um

vírion com capacidade de se replicar. Aqui tratamos de um passo importante para permitir

que essas melhorias ocorram e que a curadoria manual possa ser utilizada em conjunto de

dados menores, ou como uma etapa de validação da completude genômica.

A segunda aplicação do CheckV (NAYFACH et al., 2020) nos permitiu inferir a

completude dos profagos estudados de forma simples e sistemática. Isso torna o todo o

processo de verificação, mais fácil de ser reproduzido. Nós ainda pudemos focar nos profagos

que pudessem ser classificados ao nível de espécie e descrever novas espécies de acordo com

os critérios propostos pelo Minimum Information about an Uncultivated Virus Genome
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(MIUViG) (ROUX et al., 2018). Com isso permitimos que estudos de diversidade e ecologia

viral possam ser conduzidos utilizando esses dados, pois diminui a chance de esses estudos

estarem lidando com fragmentos virais ao invés de vírus completos.

A avaliação do CheckV não é um fim em si, com essa avaliação podemos também

estabelecer comparações em relação a outros programas e de fato mensurar quando e o

quanto determinado programa auxilia na definição de um fago completo. Devido à própria

natureza da avaliação manual, essas comparações não eram tão simples de serem realizadas,

pois envolviam métodos que nem sempre eram descritos (ZRELOVS; DISLERS; KAZAKS,

2020) e que utilizavam de particularidades da observação de cada observador, que nem

sempre eram comparáveis.

Os genomas que foram classificados com o vContact2 (BOLDUC et al., 2017; JANG

et al., 2019) apresentam diversas proteínas semelhantes com as referências com as quais eles

se agruparam. Isso indica que, apesar de não ter classificado grande parte dos genomas,

aqueles que foram classificados, possivelmente, possuem alguma relação filogenética com as

referências do mesmo grupo. Os fagos que não agruparam com referências podem tratar se de

novos gêneros virais que não se encaixam em nenhuma família descrita (BOLDUC et al.,

2017; JANG et al., 2019). Para classificarmos esses genomas precisaremos de abordagens

diferentes e que consigam classificá-los em níveis taxonômicos superiores, por exemplo

análises filogenéticas de genes marcadores, como as proteínas do capsídeo

(ADRIAENSSENS, 2021).

A “árvore proteômica” plotada com o VipTree (NISHIMURA et al., 2017) reforçou o

resultado obtido no vContact2, pois espécies dos ramos próximos dos dois grupos formados

pelos novos genomas também estavam presentes nos grupos de vírus em que as sequências se

agruparam. Com a árvore também pudemos observar que a família Myoviridae é claramente

separada em dois ramos que não compartilham semelhanças em relação ao seu conteúdo

proteico, o que reforça os achados de trabalhos já publicados (TURNER; KROPINSKI;

ADRIAENSSENS, 2021) que indicam a polifilia dessa família.

Com a análise de pangenoma, fomos capazes de definir de quais subfamílias os

bacteriófagos possivelmente são membros e quais são os core genes que as definem. Dessa

forma propomos duas novas subfamílias que se somam às outras oito subfamílias já aceitas

de Myoviridae (AHMAD; ADDY; HUANG, 2021).
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Utilizando os critérios do VIRIDIC de 70% de semelhança para definir um gênero e

95% de semelhança definindo uma espécie (MORARU; VARSANI; KROPINSKI, 2020), nós

propomos 20 novos gêneros e 47 novas espécies. Somando aos gêneros e espécies já

existentes em Myoviridae totalizam 237 gêneros e 672 espécies (AHMAD; ADDY; HUANG,

2021). Adicionalmente, todas as caracterizações virais necessitam futuramente de

comprovações experimentais para validar as predições descritas neste trabalho.

Conclusão

Neste trabalho atingimos o nosso objetivo de explorar os profagos nos genomas de

bactérias do gênero Proteus. Encontramos 3907 sequências de provável origem viral das

quais, após serem processadas, 1106 foram classificadas como profagos completos ou de alta

completude. Classificando esses profagos, propomos duas novas subfamílias, 20 novos

gêneros e 47 novas espécies de vírus para integrarem a família Myoviridae.

Perspectivas futuras

Futuramente ainda pretendemos explorar diversas características dos profagos e dos

novos táxons propostos, tais como a funcionalidade dos core genes que definem as duas

novas subfamílias, a caracterização desses genomas e das suas proteínas. Ainda poderemos

avaliar a funcionalidade ecológica desses fagos ao estudarmos quais deles tratam-se de fagos

de ciclo lítico ou lisogênico, e o possível uso desses fagos na área médica ou de controle

bacteriano baseado na presença de certos genes e características de seus genomas.

Da parte das bactérias poderemos estudar a contribuição dos profagos para a

diversidade e patogenicidade das espécies do gênero Proteus, seja por carregamento de genes

de resistência ou outros fatores de virulência importantes, e a predição da localização deles

dentro do genoma bacteriano, se estão presentes em ilhas de patogenicidade ou em outras

regiões importantes do genoma.
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Anexos

Tabela Suplementar 1

Espécies Completude Profagos
pré-processamento

Profagos
pós-processamento

P. alimentorum Completos 1 0

P. alimentorum Alta completude 1 1

P. alimentorum Baixa completude 13 13

P. alimentorum Completude média 2 3

P. cibi Completos 1 0

P. cibi Alta completude 1 3

P. cibi Baixa completude 1 1

P. cibi Completude média 1 0

P. columbae Completos 1 0

P. columbae Alta completude 3 1

P. columbae Baixa completude 10 9

P. columbae Completude média 3 7

P. faecis Completos 3 0

P. faecis Alta completude 0 3

P. faecis Baixa completude 3 3

P. faecis Completude média 2 2

P. genomosp. Completos 2 0

P. genomosp. Alta completude 3 5

P. genomosp. Baixa completude 4 4
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P. genomosp. Completude média 0 0

P. hauseri Completos 3 0

P. hauseri Alta completude 5 10

P. hauseri Baixa completude 8 8

P. hauseri Completude média 12 10

P. mirabilis Completos 449 5

P. mirabilis Alta completude 576 913

P. mirabilis Baixa completude 1427 1447

P. mirabilis Completude média 839 926

P. myxofaciens Completos 1 0

P. myxofaciens Alta completude 0 3

P. myxofaciens Baixa completude 3 2

P. myxofaciens Completude média 4 3

P. penneri Completos 5 0

P. penneri Alta completude 3 10

P. penneri Baixa completude 21 21

P. penneri Completude média 8 6

P. sp. Completos 37 0

P. sp. Alta completude 56 83

P. sp. Baixa completude 156 160

P. sp. Completude média 90 96

P. terrae Completos 13 0

P. terrae Alta completude 24 28

P. terrae Baixa completude 54 56

P. terrae Completude média 29 36

P. vulgaris Completos 32 0

P. vulgaris Alta completude 21 41
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P. vulgaris Baixa completude 44 45

P. vulgaris Completude média 40 51
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