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A little Learning is a dang’rous thing;
Drink deep, or taste not the Pierian spring:
There shallow draughts intoxicate the brain,
And drinking largely sobers us again.
Fir’d at first sight with what the Muse imparts,
In fearless youth we tempt the heights of Arts,
While from the bounded level of our mind,
Short views we take, nor see the lengths behind;
But more advanc’d, behold with strange surprise
New distant scenes of endless science rise!

Alexander Pope (1688—1744), “A Little Learning”
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Resumo Geral

A simbiose tem sido objeto de estudos interdisciplinares desde o séc. XIX. Ao longo
das décadas, descobertas feitas acerca das interagdes entre microbiota ¢ hospedeiro levaram a
mudancas de paradigma em diversas areas, inclusive questionando o conceito de individuo e
trazendo o conceito de holobionte como unidade ecoldgica e evolutiva. O fenomeno da
simbiose tem se mostrado cada vez mais uma regra entre os organismos, tendo tido influéncia
sobre grandes passos evolutivos como o surgimento da célula eucarionte, o aparecimento da
multicelularidade e a diversificagdo das formas de vida. Esponjas sdo os metazoarios mais
basais, conhecidos pela diversidade e complexidade de suas microbiotas associadas. A
relagdo simbiodtica desses animais com microorganismos data de mais de 500 milhdes de
anos, tendo surgido previamente a irradiagdo do grupo e seu estabelecimento em diferentes
ambientes. A colonizacdo do ambiente de 4gua doce pelas esponjas implicou numa série de
adaptacdes as novas condi¢cdes ambientais, incluindo possiveis alteracdes na interagdo com a
microbiota. Neste trabalho a microbiota de esponjas marinhas e de agua doce foi analisada
através de metabarcoding e técnicas de cultivo e isolamento de cepas, com o objetivo de
observar caracteristicas na estrutura e composicdo desses microbiomas que possam nos
fornecer pistas sobre como a colonizacdo da dgua doce pode ter modificado as interagdes
hospedeiro-microbiota em esponjas. Nossos resultados indicam a existéncia de uma
microbiota compartilhada por individuos dos dois ambientes. Por outro lado, foi observada
também a presenga de associacdes especificas com grupos particulares sendo mais
enriquecidos em cada ambiente. Além disso, a microbiota de esponjas de 4dgua doce se
mostrou mais rica e diversa do que aquela de esponjas marinhas. Nossas observacdes também
sugerem a existéncia de uma redundancia funcional, com grupos distintos potencialmente
exercendo fungdes andlogas em esponjas marinhas e de agua doce. Os resultados obtidos
indicam que durante o processo de coloniza¢do da agua doce, novos simbiontes podem ter
sido recrutados do ambiente, mas que de maneira geral o papel funcional da microbiota se
manteve relativamente conservado. A analise de formas de reprodugdo assexuada de esponjas
desses dois ambientes também nos possibilitou fazer a comparagdo com individuos adultos
pela primeira vez. Foi observada uma grande similaridade entre esses microbiomas, com
sinais de que o modo de transmissdo que mais influencia a comunidade procariotica nessas

estruturas seja a transmissao vertical.



Abstract

Symbiosis has been the subject of interdisciplinary studies since the 19th century.
Over the decades, discoveries about the interactions between microbiota and host have led to
paradigm shifts in various areas, questioning the concept of an individual and introducing the
concept of the holobiont as an ecological and evolutionary unit. The phenomenon of
symbiosis has increasingly been recognized as a rule instead of an exception among
organisms. There is evidence of symbiosis influencing major evolutionary steps such as the
emergence of eukaryotic cells, the advent of multicellularity, and the diversification of life
forms. Sponges are the most basal metazoans, known for the diversity and complexity of their
associated microbiomes. The symbiotic relationship between these animals and the
microorganisms dates back over 500 million years, preceding the radiation of the group and
its establishment in different environments. The colonization of freshwater environments by
sponges involved a series of adaptations to new environmental conditions, including possible
changes in the host-microbiome interactions. In this study, the microbiota of marine and
freshwater sponges was analyzed using metabarcoding and culture-dependent techniques,
with the objective to find characteristics in the structure and composition of these
microbiomes that may provide insights into how freshwater colonization may have modified
host-microbiota interactions in sponges. Our results indicate the existence of a shared
microbiota present in individuals from both environments. On the other hand, specific
associations with particular groups were also observed, with particular groups being enriched
in different environments. Furthermore, the microbiome of freshwater sponges showed higher
diversity and richness indices than that of marine sponges. Our observations also suggest the
existence of functional redundancy, with distinct groups potentially performing analogous
functions in marine and freshwater sponges. The results obtained here indicate that new
symbionts may have been recruited from the environment during freshwater colonization,
although functional roles of the microbiota seem to have remained relatively conserved. The
analysis of the microbiome associated to asexual reproduction in sponges from these two
environments also allowed us to compare them with adult individuals for the first time. A
great similarity was observed between the microbiomes of adults and offspring, indicating
that vertical transmission may be the main factor influencing the structure of the prokaryotic

community.



Prefacio

As esponjas (filo Porifera) sdo metazoarios basais, com origens entre 660 e 635
milhdes de anos (Zumberge ef al., 2018). Uma das suas caracteristicas marcantes € a presenga
de diversos microorganismos associados, em especial bactérias, as quais podem representar
aproximadamente 40% do volume de um individuo (Vacelet & Donaday, 1977). Esta
associacdo ¢ fundamental para a sobrevivéncia do holobionte e a presenca de um sistema
imune nas esponjas, semelhante ao de organismos mais derivados, indica que ambos estdo
intimamente interligados fisioldgica e evolutivamente. Um evento importante para esse grupo
ocorreu quando esponjas de origem marinha colonizaram ambientes de agua doce. Essa
ocupagdo de um novo habitat acarretou em diversas modificagdes fisiologicas,
potencialmente também afetando a microbiota associada as esponjas. No entanto, existem
poucos estudos a respeito da microbiota de esponjas de agua doce brasileiras e seus aspectos
evolutivos sdo ainda inexplorados. Desta forma, este trabalho visa analisar as relagdes entre a
microbiota presente em esponjas de dgua doce e esponjas pertencentes a um grupo ancestral
marinho. O objetivo € comparar a composicao e estrutura das suas comunidades procarioticas
de modo a compreender como a ocupacao da agua doce pode ter moldado as relagdes
hospedeiro-microbiota em poriferos. O trabalho estd organizado em um primeiro capitulo
trazendo uma revisdo a respeito da tematica e o estado da arte do conhecimento, um segundo
em formato de manuscrito em inglés com os resultados obtidos, concluindo com uma

discussao geral do que foi observado e trazendo perspectivas futuras.



Introducao

1.0. Simbiose: origem historica e estabelecimento do conceito

Os primeiros estudos sobre simbiose tiveram inicio dentro das sociedades européias
de pesquisas em ciéncias naturais por volta do séc. XIX, num periodo marcado pela
efervescéncia de grandes teorias sociopoliticas as quais se inspiravam nas leis naturais para
debater questdes morais, econdmicas e sociais. Na verdade, estudos etimoldgicos indicam
que a palavra simbiose teria surgido dentro do contexto de estudos sociopoliticos para mais
adiante ser incorporado na biologia (Gontier, 2016).

O termo simbiose como ¢ conhecido dentro da Ecologia foi estabelecido por De Bary
em 1878, como se tratando da associagdo proxima entre dois organismos distintos e com
origens evolutivas diferentes (Carrapico, 2010). Essa defini¢do surgiu a partir de alguns dos
primeiros estudos feitos separando a por¢ao vegetal e fungica de liquens e verificando que
ambos realizam um papel fundamental nessas associacdes. Além disso, a observac¢do da
presenca de cianobactérias associadas aos tecidos da planta aquatica do género Azolla
também contribuiram para a constru¢do do conceito de simbiose (Carrapigo, 2015).

Em 1885, o botanico Albert Bernard Frank descreveu a interacao entre fungos e raizes
de plantas, introduzindo o conceito de micorriza pela primeira vez (Sapp, 2004). Nos dias
atuais, esse tipo de associacdo € conhecido por estar presente em praticamente todas as
plantas terrestres, beneficiando o hospedeiro através do fornecimento de nutrientes essenciais
como nitrogénio, enquanto o fungo simbionte recebe compostos organicos produzidos pelo
vegetal (Wang & Qiu, 2006). Bactérias fixadoras de nitrogénio associadas as raizes de
leguminosas também foram foco de investigagdes desenvolvidas ao longo do século XX.
Essas bactérias, hoje conhecidas pertencentes ao género Rhizobium tiveram sua relevancia
para a agricultura reconhecida pela primeira vez por Martinus Willem Beijerinck (1888),
sucessor de De Bary nos estudos de simbiose (Tang, 2013). Mais adiante, o avango nas
técnicas de microscopia permitiu a observagdo das células vegetais e a descoberta dos
cloroplastos. Schimper (1885) observou que essas organelas eram capazes de se multiplicar
de forma semelhante a bactérias (Gontier, 2016). Mais adiante, Mereschkowsky (1905)
observou a semelhanga entre microalgas simbiontes encontradas dentro de organismos
unicelulares, como amebas, e os plastidios presentes dentro de cianobactérias, sugerindo pela
primeira vez que o fendmeno de simbiose poderia ocorrer de maneira intracelular e

chamando-o de endossimbiose (Archibald, 2015).
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Paralelamente aos estudos botanicos, em meados de 1880 foi confirmada pela
primeira vez a presen¢a de microorganismos associados ao intestino humano saudavel
(Shulman et al., 2007). A partir dai, outros estudos conduzidos no século XX ndo so
descreveram uma diversidade de bactérias intestinais, mas também levaram a conclusdo de
que a sua presenca poderia ser favoravel para a satde humana (Lu, 2020). Nessa primeira
fase dos estudos da simbiose, o papel dos microorganismos era considerado secundério em
relacdo ao seu hospedeiro, que era visto como o agente principal da intera¢dao (Carrapigo,
2010). Com o tempo, a observacao e entendimento dos diversos tipos de associagdes entre
diferentes organismos possibilitou uma mudancga de paradigma, no qual a simbiose passa a ter
um papel central para o sucesso do conjunto hospedeiro-simbionte tanto nos aspectos
fisioldgicos e ecoldgicos, quanto no aspecto evolutivo.

Em meados dos anos 1990, novas descobertas, como o papel de lipopolissacarideos
(LPS) secretados por bactérias intestinais para a maturacao do sistema imune, levaram a
microbiota humana para um outro patamar de importancia nos estudos ligados a satde (Lu,
2020). Em seu trabalho, Bocci (1992) concluiu que o LPS secretado por bactérias da flora
intestinal atuam como estimulo fisioldgico, desencadeando a liberagdo de citocinas
responsaveis por manter o sistema imunologico responsivo a ameagas patologicas. Além
disso, este autor também especulou que esses mesmos estimulos poderiam ter papel
importante no humor e sono, sendo um dos primeiros precursores dos estudos relacionando
microbiota e satide mental.

Trabalhos recentes t€ém mostrado cada vez mais que a influéncia da microbiota vai
além da sua acgdo local. A interagdo entre as comunidades microbianas residentes e seus
hospedeiros envolve uma complexa comunica¢do imunoldgica, quimica e neuronal e tem
papel fundamental ndo s6 nos o6rgdos colonizados por esses microorganismos. Essas
interacdes dindmicas sdo capazes de moldar e influenciar o desenvolvimento e
funcionamento de outros oOrgdos, inclusive o sistema nervoso, através da producdo de
metabodlitos que agem no chamado eixo microbiota-intestino-cérebro, sendo capazes de
modular a atividade do sistema nervoso central (Cryan et al., 2019; Di Vincenzo et al., 2023).

Um estudo realizado com camundongos verificou que animais desprovidos de
microbiota endogena (germ free) apresentavam diferencas no desenvolvimento do sistema
nervoso quando comparados a animais convencionais. Analises morfologicas e de
marcadores transcricionais mostraram que o sistema nervoso de camundongos germ free
apresentava células da microglia imaturas em abundancia em diversas regioes. Além disso,

foi verificado que a suplementagdo da alimentagdo desses camundongos com acidos graxos
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derivados de bactérias foi capaz de restaurar a morfologia e a fung¢do da microglia
(Abdel-Haq et al., 2019).

Alteragdes na microglia também ja foram associadas a estresse, alteracdes
comportamentais e doencas neurodegenerativas, sugerindo que os efeitos mediados pela
microglia podem ser um fator importante no desenvolvimento de doencas neuroldgicas
(Morais, 2019). Por outro lado, a sinalizagdo imunologica via citocinas circulantes também
tem se provado um fator importante no desenvolvimento de doengas neuropsiquiatricas como
ansiedade e depressdo. Essas citocinas podem tanto ser produzidas por células imunes
localizadas no préprio sistema nervoso, quanto serem transportadas através da barreira
hematoencefalica. Alguns artigos reportam que a microbiota intestinal ¢ capaz de modular a
permeabilidade dessa barreira através da alteracdo da expressdo de proteinas do tipo
tight-junction, aumentando a susceptibilidade do cérebro a moléculas circulantes no sangue,
incluindo aquelas produzidas por microorganismos (Braniste et al., 2014; Di Vincenzo et al.,
2023).

Mais recentemente, questdes de saude humana que por muito tempo foram
consideradas idiopaticas, ou seja, de causas desconhecidas, como doengas autoimunes,
obesidade, diabetes, cancer e doencgas psiquiatricas, se tornaram alvo de estudos relacionados
a microbiota humana (Morais et al., 2021; Ortega et al., 2023;). De maneira geral, esses
estudos demonstraram que essas doengas podem ser desencadeadas como consequéncia de
processos inflamatorios aberrantes resultantes de disbiose. O estado de disbiose ¢é
caracterizado pela alteragdo da estrutura da microbiota, podendo envolver a perda de
microorganismos benéficos, redugdo da diversidade e a proliferagdo de potenciais patdogenos,
¢ esta associada a ocorréncia de doengas (Junca & Medina, 2022).

A alteragdo da microbiota saudavel para uma microbiota desbalanceada e enriquecida
em cepas potencialmente nocivas para o hospedeiro pode se dar devido a uma série de
fatores, como mutacdes ocorrendo em associacdo a estimulos inflamatdrios, que acabam
levando a perturbagdes no funcionamento do sistema imune (Garrett, 2015). Mas da mesma
forma com que a microbiota pode sofrer modificagdes nocivas para o hospedeiro, estudos tém
mostrado que € possivel modular a comunidade bacteriana de maneira a favorecer a saude do
hospedeiro (Vincenzo et al., 2023). Um exemplo desse tipo de tratamento € o transplante de
microbiota. Ele consiste na transferéncia de comunidades microbianas complexas obtidas a
partir de doadores saudaveis para individuos que apresentem disbiose (Wang et a/, 2019). Um
dos tipos mais estudados de transplante de microbiota ¢ o transplante fecal, que consiste na

modula¢do da microbiota intestinal por meio da administracdo de amostras fecais, seja por
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meio de capsula ou por técnicas como a colonoscopia. Esse tipo de tratamento se mostrou
altamente eficaz para combater infeccdes persistentes pela bactéria Clostridium difficile, com
taxas de resolu¢do da doenca (85%-89,7%) consideravelmente maiores que aquelas obtidas a
partir de tratamento convencional com antibidticos (26%) (Cammarota et al., 2015). Além
disso, um estudo clinico realizado com criangas com transtorno do espectro autista utilizando
a técnica de transplante fecal obteve resultados promissores. Tanto sintomas gastrointestinais
como constipacdo e dor abdominal, comuns em individuos neste espectro, quanto sintomas
comportamentais caracteristicos do transtorno tiveram melhora apds o tratamento (Kang et
al.,2017).

Resultados como estes ndo s6 mostram a importancia de estudos acerca da influéncia
da microbiota humana para a compreensao de aspectos importantes dessas interagdes, como
seu papel no desenvolvimento adequado € manutencao da satide, mas também nos mostram
quao complexa e arraigada esse tipo de simbiose pode ser. De fato, a extensa observacao das
interacdes entre diferentes tipos de organismos e suas comunidades microbianas culminou na
constru¢ao de uma abordagem holistica na qual o conceito de simbiose se torna uma pega
central: a teoria do holobionte. Essa teoria substitui o conceito de organismos como unidades
autobnomas e independentes por uma nova visdo, na qual o conjunto hospedeiro-microbiota
representa a unidade funcional em nivel anatomico, fisiologico e evolutivo (Zilber-Rosenberg
& Rosenberg, 2018).

O conceito foi sendo construido desde as primeiras publicacdes sobre endossimbiose
no inicio do século XX, as quais propunham a origem da célula eucaridtica a partir da juncao
de duas linhagens de células procaridticas diferentes (revisdo em Kowallik & Martin, 2021).
Outras publicacdes defendiam ainda a diversificagdo das formas de vida complexas a partir
da associacdo de formas de vida mais simples (Meyer-Abich, 1943). Entretanto, a teoria do
holobionte comegou a despertar mais atengdo a partir da publicagao dos trabalhos de Lynn
Margulis (Sagan', 1967; Margulis, 1971; Margulis & Fester, 1991). Os argumentos principais
desses trabalhos se fundamentam na simbiogénese como fonte de inovagdo bioldgica; na
jun¢do de diferentes genomas como um dos mecanismos principais da endossimbiose e na
endossimbiose como processo evolutivo complementar aos processos de mutacao e selecdo
natural estabelecidos a partir das teorias neodarwinistas (Baedke et al., 2020).

A partir dessas idéias principais, um novo campo de pesquisa se abriu e trabalhos

acerca do tema “holobionte” se multiplicaram (Figura 1), possibilitando o surgimento de

" A autora Lynn Margulis publicou o artigo “On the origin of mitosing cells” ainda com o sobrenome “Sagan”, de seu primeiro
casamento.
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novas teorias que levaram o papel da simbiose mais além dentro do contexto evolutivo. Hoje
existem diversos estudos que mostram evidéncias do papel crucial das associagdes
simbidticas em passos evolutivos importantes para o desenvolvimento da vida até como a
conhecemos hoje, como o surgimento da célula eucarionte, da multicelularidade e a
diversificacao das formas de vida (McFall-Ngai, 2001; Zilber-Rosenberg & Rosenberg, 2008;
Lépez-Garcia & Moreira, 2017).
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Figura 1: Numero de ocorréncias do termo “/olobiont” no titulo ou como topico do trabalho entre

1991 e 2019 (Baedke et al., 2020)

1.1. Associacdes entre organismos como grande motor da evolugio

Desde os primordios da vida na Terra, na qual existiam apenas formas procaridticas,
as interagdes entre células foram um importante direcionador da evolucdo. No cenario
proposto pela teoria de Oparine-Haldane (Oparin, 1924; Haldane, 1929), condigdes
fisico-quimicas favordveis no oceano e atmosfera primitiva, juntamente com a ac¢do da
radiagdo solar, teriam favorecido a formagdo de moléculas organicas complexas. Mais
adiante, a acdo da radiagdo ultravioleta também teria favorecido o surgimento de moléculas
capazes de se auto-replicar, as quais seriam predecessoras das primeiras formas de vida
(Tirard, 2017). Os primeiros organismos unicelulares teriam entdo surgido nessa “sopa
primordial” na qual compostos organicos complexos estavam prontamente disponiveis,
fornecendo elementos essenciais para o metabolismo das primeiras formas de vida. Com a

multiplicagcdo dessas formas de vida, a gradual deplecao desses compostos no ambiente levou
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ao surgimento de uma pressdo seletiva a qual favoreceu o surgimento de novas vias
metabolicas (Fondi et al., 2009). Com a diversificagdo do metabolismo, esses organismos
passaram a secretar no ambiente subprodutos dos seus proprios metabolismos. Outros
organismos, por sua vez, passaram a se favorecer do aproveitamento desses subprodutos
disponiveis no ambiente.

Essa sequéncia de eventos estd contida no modelo classico de mutualismo baseado em
subprodutos, o qual propode a hipdtese de evolucdo comunitaria cooperativa. De acordo com
esse modelo, num primeiro momento a liberagdo de subprodutos metabolicos no ambiente
favoreceria outros organismos sem custo algum para ambos os lados. A partir dai, torna-se
viavel que vias redundantes mais complexas e dispendiosas sejam eliminadas, com o
organismo passando a se tornar dependente daquele que fornece seus subprodutos, moldando
as primeiras associagdes entre organismos unicelulares (Sachs & Hollowell, 2012). Esse
co-aproveitamento de vias metabodlicas e a perda de genes associados a fungdes vitais
levaram a formacdo das primeiras comunidades complexas na forma de biofilmes. Essas
estruturas sao formadas a partir da associagcao de uma diversidade de organismos unicelulares
com metabolismos variados (fotossintetizantes, heterotrofos anaerdbios e aerobios,
fermentadores e quimiolitoautétrofos) organizados numa matriz extracelular (Guerrero et al.,
2002). Esses complexos ecossistemas funcionam de maneira altamente coordenada, com
flutuacdes na expressdo de genes ligados a diferentes tipos de metabolismo ao longo do dia e
variacdo da composi¢do da comunidade ao longo do gradiente de oxigénio resultante da
estrutura do proprio biofilme (Guerrero & Berlanga, 2016). Um fator fundamental para o
funcionamento coordenado dessas comunidades complexas ¢ a integragdo mediada por
mecanismos de comunicagdo celular. O quorum sensing (Figura 2) ¢ um exemplo desses
mecanismos presentes na comunicacdo intra e interespecifica. Se baseia na produgdo de
moléculas sinalizadoras chamadas autoinducers, as quais afetam o comportamento celular
apenas quando as células se encontram em altas densidades populacionais. Nessas condigoes,
essas moléculas liberadas no ambiente atingem altas concentragdes e se difundem de volta
para o interior das células, podendo agir ndo s6 na sua propria auto regulagdo, mas também
na expressao génica de fatores importantes para o estabelecimento das interagdes entre
células (Hooshangi & Bentley, 2008). Através desses mecanismos, células independentes sdo
capazes de sincronizar sua expressdo génica a partir de pistas ambientais, favorecendo a
formagdo de comunidades bacterianas complexas capazes de se intercomunicar ¢ modular
seus metabolismos apresentando um comportamento que se assemelha ao de organismos

multicelulares (McFall-Ngai, 2001).
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Figura 2: Mecanismos de acdo do quorum semsing. Neste exemplo, em altas densidades celulares, o
autoinducer desencadeia a expressdo de genes ligados a produgdo de uma matriz extracelular.

A ocorréncia dessas associagdes entre os organismos unicelulares favoreceu o
estabelecimento de relagdes de interdependéncia cada vez mais complexas e, desta forma, as
primeiras associagdes simbidticas. A partir de um tipo particular de simbiose, a
endossimbiose, processo no qual o simbionte gradualmente perde grande parte do seu
material genético e do seu maquindrio celular para se tornar completamente dependente do
hospedeiro, pode ter sido originada a primeira célula eucarionte (Archibald, 2015).

A teoria proposta por Margulis em seu trabalho “On the origin of mitosing cells”
unifica teorias de simbiose e evolugdo, sugerindo uma hipdtese para a origem da célula
eucarionte: a eucariogénese por simbiogénese (Sagan, 1967). O trabalho de Margulis revisita
o conceito de endossimbiose proposto no século inicio do séc. XX por Mereschkowsky
(1905). No seu trabalho, a autora afirma que a célula eucarionte teria se formado a partir de
processos endossimbiodticos, tendo as mitocondrias sido originadas a partir de
alfaproteobactérias e os cloroplastos a partir de cianobactérias (Lopez-Garcia et al., 2017).
Ao contrario do que ocorreu com trabalhos anteriores de outros autores, as idéias de Margulis
ganharam grande destaque, uma vez que o avango da microscopia eletronica e de técnicas
moleculares trouxe resultados que corroboraram com essas teorias. A revolugdo de
sequenciamento molecular possibilitou observar que as sequéncias de rRNA derivadas de
mitocondrias e plastidios sdo mais proximas as de bactérias do que aquelas derivadas do
rRNA nuclear, dando ainda mais suporte para a teoria, que se tornou um dos fundamentos da

biologia moderna (Archibald, 2015).
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Ha evidéncias que mecanismos ligados a comunicacdo celular em associagdes
simbidticas, como o quorum sensing mencionado anteriormente, também tenham tido um
papel fundamental em mais um passo evolutivo importante: o surgimento da
multicelularidade (McFall-Ngai, 2001). Estima-se que a organizagdo multicelular tenha
surgido em pelo menos 25 linhagens diferentes, tendo ocorrido multiplas vezes em linhagens
de bactérias, algas e fungos, mas apenas uma vez no reino animal (Bonner, 1998; Grosberg &
Strathmann, 2007).

De fato, alguns organismos com fases de vida multicelulares existentes hoje se valem
desses mecanismos. Este ¢ o caso da ameba Dictyostelium discoideum, um exemplo de como
mecanismos de comunicagdo celular fundamentais para o estabelecimento das primeiras
associagdes entre diferentes organismos também podem ter sido importantes para o
surgimento do comportamento multicelular. Esse protista apresenta alternancia entre uma
fase de vida livre unicelular e outra multicelular reprodutiva (Figura 3). Na primeira, células
amebodides vagam independentemente até que o ambiente imponha desafios, como a escassez
de alimento ou a diminui¢do da umidade do ambiente. Ao se deparar com essas condi¢des
desfavoraveis, as células independentes de D. discoideum passam a liberar AMP ciclico
(cAMP) no ambiente. Essa molécula ¢ capaz de induzir a migragdo e agregacao das células
proximas para a formagdo de uma estrutura multicelular mével. Além disso, 0 cAMP também
funciona como autoinducer, induzindo a expressao diferencial de genes de acordo com pistas
ambientais € com a densidade celular atingida pelo estagio multicelular de vida (Dunn et al.,

2018).
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Figura 3: Ciclo de vida do Dictyostelium discoideum (Dunn et al., 2018).
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O estabelecimento da multicelularidade possibilitou novas formas de interagao nao sé
entre organismos multicelulares, mas entre o hospedeiro e seus simbiontes. Os tecidos e
cavidades que constituem os organismos multicelulares representam novos nichos
disponiveis, com condigdes fisico-quimicas favoraveis e mais estaveis do que aquelas
enfrentadas no ambiente externo (McFall-Ngai, 2001). Além disso, a possibilidade dos
microorganismos associados se aproveitarem de subprodutos liberados pelo hospedeiro e
vice-versa abrem caminhos para a formagao de novos tipos de associagdes simbidticas.

Com a multiplicagdo das possibilidades dentro do universo de associagdes
simbioticas, organismos com diferentes capacidades podem acabar se beneficiando
mutuamente dessas interagdes que vao surgindo de maneira espontanea. Por outro lado, a
perpetuacao dessas novas relagdes e o estabelecimento de uma simbiose propriamente dita ¢
determinada também por outros fatores como a perda de vias metabdlicas redundantes e a
selecao natural. Comparagdes entre os genomas de diferentes linhagens de holobiontes tém
evidenciado que a perda de genes tem sido um processo evolutivo importante e continuo
(Bordenstein & Theis, 2015). Um exemplo marcante ¢ o do aminodcido essencial triptofano.
Reconstrugdes das vias enzimdticas para sua producdo indicam existir apenas uma unica
origem anterior a divergéncia dos trés grandes dominios da vida. Apesar da sua importancia
para o metabolismo, suas vias de producdo, que requerem uma série de etapas enzimaticas
complexas, acabaram sendo perdidas independentemente em diversos pontos da evolucdo em
diferentes linhagens, incluindo todos os animais (Moran, 2007). Isso ocorre, pois processos
evolutivos como mutagdo e eliminagao de genes frequentemente favorecem a perda de vias
mais complexas e mais custosas em termos energéticos quando a obtencdo dos produtos
dessas vias ¢ possivel a partir de fontes externas. Dessa maneira, a pressdo da selecdo natural
sobre a manutenc¢do dessas vias no metabolismo do hospedeiro se torna menor a medida que
a relacao de interdependéncia com os simbiontes ¢ reforcada.

A associagcdo entre organismos representa, dessa forma, uma espécie de atalho
evolutivo, no qual o hospedeiro multicelular ¢ capaz de adquirir caracteres favoraveis num
tempo evolutivo significativamente mais curto. Essas caracteristicas muitas vezes levariam
milhdes de anos para serem obtidas a partir de mutagdes no genoma do préprio hospedeiro,
seguidas de selecdo ao longo de inumeras geracdes até o seu estabelecimento na linhagem.
Por outro lado, propriedades intrinsecas dos microorganismos, como a passagem muito mais
rapida de geragdes ¢ a transmissao lateral de genes permitem que vias metabolicas possam ser
modificadas de maneira muito mais rdpida, podendo significar um salto evolutivo no

contexto do holobionte (Figura 4).
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O estabelecimento de associagdes simbidticas permite ndo s6 a ocorréncia de uma
grande diversificacdo das formas de vida, mas também a ocupagdo de novos nichos. Um bom
exemplo disso ¢ a transicdo dos vegetais do ambiente aquatico para o terrestre. Relagdes
simbidticas como aquelas observadas em liquens e na micorriza de vegetais superiores teriam
sido fundamentais para que a colonizacdo desse novo ambiente fosse possivel (Lipnicki,
2015). Esse tipo de associacdes favorece também o aumento da complexidade das formas de
vida, possibilitando o surgimento de holobiontes com interacdes cada vez mais sofisticadas e

altamente adaptadas para seus nichos.
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Figura 4: Esquema ilustrando a diversificagdo das formas de vida a partir de mecanismos ligados a
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associagdes simbidticas (Brunk & Martin, 2019).

Um exemplo classico que ilustra bem o grau de complexidade que podem ser
alcangados pelas associagdes simbidticas ¢ o do cupim Mastotermes darwinensis. A dieta
deste cupim ¢é baseada no consumo de celulose, no entanto ele é incapaz de digerir esse
polimero com o repertorio de enzimas produzidas pelo seu proprio organismo. A digestao da
celulose se d4, na verdade, dentro das células de ao menos seis espécies diferentes de protista
parabasalideos que habitam o intestino do cupim. Esses protistas, por sua vez, possuem seus
proprios simbiontes. Uma das espécies mais estudadas ¢ a Mixotricha paradoxa. Nela foram

descritas seis espiroquetas do género Treponema e um bastonete do género Bacteroides, todos

associados a por¢do externa da membrana celular de M. paradoxa, sendo responsaveis pela
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locomocgdo desse protista (Konig ef al., 2007). Além disso, outros endossimbiontes também
estdo ligados a fungdes celulares como motilidade, respiragdo e digestdo celular (Margulis,
1981).

Exemplos como esse evidenciam como a evolu¢do por simbiogénese foi um fator
importante em passos fundamentais para a histdria evolutiva da vida na Terra, atuando como
ferramenta indispensavel para a aquisicdo de novos genomas e vias metabolicas e como
grande motor para a diversificagdo das formas de vida. Dessa forma, chegamos a conclusao
que na verdade a simbiose seria um fator intrinseco a praticamente todas as formas de vida,
sendo um fator importante a ser levado em conta ao estudarmos os organismos a partir dos
mais diversos pontos de vista da Biologia.

Sabemos que a simbiose ja estava presente desde o surgimento dos primeiros
metazoarios € que esta teve um papel fundamental em diversos passos evolutivos importantes
para as mais diversas linhagens de organismos. O grupo ainda presente atualmente e que mais
se aproxima dos animais nos quais se estabeleceram as primeiras relagdes simbidticas entre
organismos multicelulares e microorganismos pertencem ao filo Porifera, popularmente
conhecidos como esponjas. Sa0 os metazoarios mais basais e além de ser o modelo mais
proximo dos primeiros organismos multicelulares, sao conhecidos por estabelecerem
simbiose com comunidades complexas de microorganismos. Estudar essas associagcdes pode
nos dar pistas sobre como eram as primeiras formas de interacdo hospedeiro-microbiota
durante a evolugdo da multicelularidade, além de possibilitar inferir como essas relagdes
podem ter se modificado ao longo dos processos evolutivos pelos quais esses organismos

passaram a medida que novas linhagens surgiram e novos ambientes foram colonizados.

1.2. Simbiose em esponjas, os primeiros holobiontes

Evidéncias paleontologicas e moleculares indicam os poriferos como animais mais
basais entre os metazodarios, com origens datando entre 660 e 635 milhdes de anos (Zumberge
et al., 2018). Essas informacdes indicam que as esponjas teriam sido as formas de vida
multicelulares dominantes durante um periodo de pelo menos 90 milhdes de anos, antes da
grande explosdo do Cambriano, tendo sobrevivido a uma série de glaciagdes e grandes
eventos de extingdo até chegar aos dias atuais (Wang et al., 2010). Atualmente o filo ¢
composto por mais de 9600 espécies descritas (de Voogd et al., 2023), as quais ocupam uma
grande diversidade de ambientes. Esponjas marinhas estdo distribuidas ao longo de todos os

oceanos em recifes de corais, zonas abissais e sob o gelo dos oceanos polares (Figura 5)
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(Simpson, 1984; Van Soest ef al., 2012). Além disso, existem também espécies de agua doce
que podem ser encontradas em lagos, rios € mesmo em corpos d’dgua intermitentes em
desertos (Manconi & Pronzato, 2008).

O sucesso evolutivo desse grupo pode ser associado a uma estrutura corporal
altamente eficiente, que possibilitou sua adaptagdo a diferentes habitats. Esses animais
aquaticos, sésseis e filtradores, sdo conhecidos por sua morfologia aparentemente simples,
com um arranjo corporal que se manteve altamente conservado ao longo da evolugdo
(Boury-Esnault ef al., 2012). Uma esponja tipica tem seu corpo formado por trés porgdes: a
pinacoderme, o mesohilo e a coanoderme (Figura 6). A pinacoderme, camada mais externa,
representa a superficie de contato do animal com o ambiente. O mesohilo, camada
intermediaria, ¢ formada por uma matriz extracelular onde se encontram células
especializadas, fibras coldgenas e/ou espiculas, que podem ser calcarias, silicosas ou mesmo
ausentes dependendo da espécie, numa estrutura organizada e funcional. Por tltimo, a
coanoderme ¢ constituida por coandcitos, células flageladas agrupadas em camaras
coanocitarias na maioria das espécies, e que fazem parte de uma rede de canais, o sistema
aquifero. O batimento dos flagelos dos coandcitos movimenta a dgua, que percorre o corpo da
esponja transportando particulas e microorganismos, que sao entdo filtrados e fagocitados

pelos proprios coandcitos (Leys & Hill, 2012).
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Figura 5: Distribuicdo das espécies descritas de esponjas marinhas ao redor do mundo (Van Soest et al., 2012).
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Além disso, um fator importante possibilitou ndo s6 que os poriferos enfrentassem os
desafios impostos pelas modificacdes ambientais drasticas que ocorreram durante sua histéria
evolutiva, mas também permitiu a ocupagdo de uma grande diversidade de ambientes: a
associacdo com microorganismos. Estima-se que as primeiras destas relacdes tenham
ocorrido no Pré-Cambriano, antes mesmo da irradiagdo das ordens de Porifera existentes hoje
(Wilkinson, 1984). No oceano Proterozdico, a fonte de carbono organico mais abundante era
o carbono dissolvido na coluna d’agua e as concentracdes de oxigénio eram baixas e
instaveis. Nesse contexto, a associacdo das esponjas com microorganismos anaerobios ou
microaerofilicos pode ter sido fundamental para o seu sucesso evolutivo (Hoffman et al.,
2005). Além disso, o estabelecimento de novas relagdes simbioticas forneceu condi¢des que
contribuiram para que o holobionte respondesse de maneira mais rdpida as mudancas
ambientais, adaptando-se de maneira mais eficiente e flexivel as condigdes ambientais que se
modificaram diversas vezes ao longo da historia geoldgica do planeta. O estudo de esponjas
de diferentes ambientes tem fornecido evidéncias de uma série de adaptagdes, tanto no
hospedeiro quanto nos simbiontes, que nos ddo pistas de como essas relagdes foram moldadas
ao longo da evolucao do holobionte (Kulakova et al., 2014; Diez-Vives, 2022; Pankey ef al.,
2022).
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Figura 6: A - Visdo geral do plano corporal basico de uma esponja asconodide (Webster et al., 2016); B -
esquema de corte transversal da parede do corpo de uma esponja leuconoide com detalhes da estrutura anatomica

e tipos celulares (Carrier et al., 2022)

Apesar de ndo possuirem Orgdos ou sistemas definidos, esponjas apresentam uma

série de mecanismos moleculares que permitem a discriminac¢do entre proprio e ndo-proprio,
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funcionando como o sistema imune inato de metazoarios mais derivados (Custodio et al.,
2004). Um repertério complexo de genes permite a expressdo de uma diversidade de
receptores imunes como 7oll-like receptors (TLRs) e Nucleotide-binding domain and
Leucine-rich Repeat (NLR), os quais permitem o reconhecimento de padrdes moleculares
associados a microorganismos (microbe-associated molecular patterns - MAMPs) tanto
patogénicos quanto simbiontes (Wiens et al., 2007; Diez-Vivez et al., 2022). Os TLRs sdo
proteinas transmembranas capazes de se ligar a uma variedade de MAMPs como
lipopolissacarideos, lipoproteinas, peptidoglicanos, etc. Os NLRs sdao encontrados
intracelularmente no citosol e representam uma segunda linha de defesa contra potenciais
patdgenos que tenham evadido a digestdo intracelular apds a fagocitose (Yuen et al., 2014).
Esses mecanismos sdo responsaveis por responder ao grande influxo de microorganismos que
entram no corpo das esponjas com a circulagdo constante de dgua pelos canais. Ao mesmo
tempo, representa um desafio para os simbiontes, que devem desenvolver formas de evadir o
sistema imune para se estabelecer de forma estavel dentro de seu hospedeiro.

Estudos metagenomicos verificaram que simbiontes de esponjas possuem um
repertério extenso de proteinas do tipo eukaryotic-like proteins (ELPs). Essas ELPs sdo
descritas em diversos organismos patogénicos € simbiontes e sdo capazes de modificar o
comportamento de tecidos do hospedeiro, modulando interagdes entre proteinas eucaridticas.
Essas proteinas sdo capazes de modificar a interacdo de moléculas estruturais, permitindo que
microorganismos evadam o processo de digestdao intracelular (Fan ef al., 2012; Slaby et al.,
2019). Os genes que codificam ELPs geralmente sdo expressos extracelularmente e
co-transcritos juntamente com outros genes ligados a mecanismos de transporte celular, o que
suporta a hipotese da sua fungdo de comunicagdo entre microbiota e hospedeiro (Thomas et
al., 2010; Oliveira et al., 2020a). Um experimento feito com esponjas isolou e expressou
genes ligados a ELPs em bactérias e verificou que essas proteinas sao capazes de modificar a
capacidade fagocitica de amebas expostas as bactérias que carregavam aqueles genes,
mostrando que esse mecanismo pode ser um importante mediador da simbiose em esponjas
(Nguyen & Thomas, 2014; Reynolds & Thomas, 2016). Além disso, genes ligados a ELPs
sao encontrados em maior frequéncia no genoma de simbiontes de esponjas do que em
microorganismos de vida livre (Engelberts et al., 2020; Diez-Vives, 2022).

Os compostos produzidos pelos simbiontes também podem ter outros tipos de acao
moduladora sobre a imunidade. Um trabalho feito com uma espécie de esponja de agua doce
amazonica isolou bactérias associadas a esse organismo e verificou que extratos obtidos a

partir dessas bactérias possuem atividade antibidtica e antifiingica. Além disso, também
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apresentaram atividade imunossupressora, sendo capazes de reduzir a degranulagdo de
mastocitos de mamifero em cultura (Rozas et al., 2016). Esses resultados indicam ndo s6 que
esses microorganismos sdo capazes de modular o sistema imune da esponja, mas também que
compostos produzidos por eles podem ter papel importante na competicdo entre
microorganismos dentro do hospedeiro. Os simbiontes, a0 mesmo tempo que eliminam
competidores do seu ambiente, podem estar também favorecendo seu hospedeiro,
protegendo-o contra potenciais patdogenos.

Outras adaptagdes também foram fundamentais para o estabelecimento de associagdes
altamente complexas e estaveis com o hospedeiro. Varios estudos encontraram uma grande
diversidade de elementos méveis no repertdrio gendmico de simbiontes de esponjas, como
plasmideos, transposons e profagos, responsaveis por mediar processos de transferéncia
lateral de genes. Tais elementos moveis permitem o rearranjo génico que pode originar novas
vias regulatérias ou pode eventualmente levar a perda de genes com fun¢des redundantes
(Webster & Taylor, 2012), contribuindo assim para a aquisi¢cdo de caracteres potencialmente
favoraveis para o estabelecimento desses microorganismos dentro do hospedeiro e para a
adaptacdo evolutiva do holobionte como um todo (Fan et al., 2012; Pita et al., 2018). De
acordo com dados metagendmicos, alguns clusters de grupos ortdlogos (clusters of
orthologous groups - COGQG) associados a transposases se encontram particularmente
enriquecidos em esponjas quando comparados com dados do plancton marinho. Isso indica
que o intercambio de genes entre os simbiontes € comunidades bacterianas externas ¢ restrito,
favorecendo a transferéncia de genes entre simbiontes e limitando a entrada de informacgao
genética de fora do contexto do holobionte, dessa forma refor¢ando o estabelecimento de
relagdes simbioticas (Thomas et al., 2010).

Da mesma forma, foi observado um grande numero de enzimas de restricao
compartilhadas entre membros da comunidade microbiana associada. Mecanismos de
restricdo e modificagdo do DNA representam adaptacdes a vida dentro do hospedeiro, uma
vez que permitem o intercAmbio génico dentro da comunidade. Ao mesmo tempo, funcionam
também como mecanismos de defesa contra a introducdo de DNA exdgeno, contribuindo na
manutencdo da integridade das interacdes hospedeiro-microbiota (Thomas et al., 2010).
Outra linha de defesa contra DNA exodgeno sdo os agrupados de curtas repeticdes
palindromicas regularmente inter-espagadas (regularly interspaced short palindromic repeats
- CRISPRs). Os CRISPRs representam um sistema de defesa contra plasmideos e
principalmente infec¢des virais, sendo de grande importincia para uma comunidade

microbiana que se encontra constantemente exposta a um grande influxo de particulas virais
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vindas da 4gua filtrada pela esponja (aproximadamente 1000 particulas virais por célula por
dia) (Thomas et al., 2010; Webster et al., 2012).

Milhdes de anos de evolugdo moldaram uma diversidade de mecanismos que
permitiram o estabelecimento dos simbiontes de maneira estdvel dentro das esponjas
hospedeiras. Ao mesmo tempo estes organismos foram sofrendo modificacdes no seu
metabolismo, as quais favoreceram o aproveitamento de vias metabolicas de seus simbiontes
para as mais diversas fungdes fisiologicas, refor¢cando e tornando cada vez mais complexas

essas associagdes.

1.3. Diversidade e estrutura da microbiota de esponjas

A microbiota associada a esponjas ¢ composta por uma diversidade de grupos, como
arqueias, bactérias, virus, fungos e protistas (Taylor et al., 2007). Entretanto, a grande maioria
dos trabalhos se limita a estudar a por¢ao procaridtica dessas comunidades, sendo o viroma e
o microeucarioma desses organismos ainda pouco conhecidos (Pascelli et al., 2020;
Nascimento-Silva et al., 2022). Portanto, neste trabalho, os termos “microbioma” e
“microbiota” serdo utilizados para referir especificamente a comunidade procaridtica.

O conjunto hospedeiro-microbiota ¢ uma unidade complexa cujo funcionamento
consiste ndo apenas na soma das fungdes executadas por cada parte isolada, mas também das
interacdes entre eles. Uma caracteristica fundamental desse tipo de associagdo € a capacidade
da microbiota se manter estavel e resiliente frente aos desafios enfrentados pelo holobionte,
como por exemplo estresse ambiental, doencas, predacdo, competi¢do, etc (Pita ef al., 2018).
Diversos estudos realizados com diferentes espécies de esponjas usando abordagens
moleculares foram fundamentais para definir as principais caracteristicas do microbioma de
esponjas, principalmente no que se refere a arqueias e bactérias. Algumas conclusdes gerais
importantes puderam ser tiradas a partir da observagdo de padrdes nessas comunidades: (I) a
microbiota associada ¢ estavel e diferente daquela presente na 4gua do mar circundante; (II) é
possivel separar as esponjas em dois grupos distintos a partir da abundancia de procariotos
em seus tecidos; (III) existe um conjunto de filos bacterianos, formado por espécies
generalistas, que ¢ frequentemente encontrado em esponjas de diferentes grupos taxondmicos
e localidades; (IV) existe também uma por¢do varidvel do microbioma estruturada e
enriquecida de maneira diferente em espécies particulares de esponjas, porcdo esta que é
formada por uma comunidade espécie-especifica (Fan et al., 2012; Pita et al., 2018;

Astudillo-Garcia et al., 2020).
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Diversos trabalhos analisando a composi¢do da microbiota de esponjas em diferentes
ambientes, estacdes do ano ou habitats mostraram que essas comunidades sdo distintas
daquela encontrada na dgua circundante. Também foi observado que essa composi¢ao possui
um padrao espécie-especifico e que, de forma geral, se mantém estavel ao longo do gradiente
ambiental (Hardoim et al., 2012; Pita et al., 2013; Steinert et al, 2017). Por outro lado, outros
estudos observaram que, apesar de altamente estavel, a microbiota associada as esponjas pode
sofrer alteracdes na sua composicdo resultante da disbiose desencadeada por diversos fatores
como mudangas de parametros fisico-quimicos na agua, exposi¢cao a poluentes, estresse do
hospedeiro provocado por doengas e processos de ocupagdo de novos ambientes e nichos
(Webster et al., 2008; Freeman et al., 2020; Hardoim et al., 2023). Analises de
metabarcoding de diversas espécies de regides diferentes mostram que de maneira geral a
microbiota de esponjas ¢ dominada pelos filos bacterianos Proteobacteria, Chloroflexi,
Acidobacteria e Cyanobacteria, com destaque também para o filo de arquéias
Thaumarchaeota (Figura 7 - Thomas et al., 2016; Moitinho-Silva et al., 2017).

A abundancia microbiana ¢ um fator importante na estruturacdo da microbiota
associada a esponjas. Estudos com diversas espécies diferentes de esponjas observaram que ¢
possivel separa-las em dois grupos distintos, um com alta abundancia microbiana (high
microbial abundance ou HMA) e outro com baixa abundancia microbiana (low microbial
abundance ou LMA - Hentschel et al., 2003). Esponjas HMA podem apresentar uma
populagio bacteriana de até 10'° microorganismos/g de esponja, enquanto que em esponjas
LMA essa proporgio se reduz a 10° microorganismos/g, proximo a densidade encontrada na
agua do mar, sendo em ambos os casos um trago altamente conservado a nivel de género
(Gloeckner et al., 2014).

Em termos de estrutura da comunidade procaridtica associada, esponjas HMA
apresentam indices de riqueza e diversidade maiores em comparacao as LMA, sendo que a
microbiota de individuos LMA tende a ser dominada por algumas espécies, enquanto aquela
associada a esponjas HMA apresenta abundancias mais equilibradas. Andlises utilizando
metabarcoding também mostram que a microbiota de diferentes individuos HMA s3o mais
propensos a formar clusters, um padrao que potencialmente reflete uma estrutura formada por
simbiontes compartilhados e generalistas (Erwin et al., 2015). A densidade e estrutura da
microbiota parecem estar também diretamente relacionadas a morfologia das esponjas.
Enquanto esponjas HMA sdo tipicamente grandes, compactas € com o sistema aquifero

menos denso, as LMA costumam ser menores, mais frageis e com o corpo altamente irrigado
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(Figura 8 - Poppell et al., 2014). Além disso, esponjas HMA tém taxas de filtragdo entre
52-94% menores do que aquelas observadas em esponjas LMA. Isso indica que essa
distingao morfoldgica pode estar ligada a diferencas nas estratégias nutricionais, resultantes
de processos evolutivos diretamente atrelados as suas simbioses (Weisz et al., 2008), sendo
um exemplo de como estas associagdes podem potencialmente afetar de maneira substancial
a histdria evolutiva de seus hospedeiros.

Apesar de altamente especificas, as comunidades procaridticas associadas a esponjas
possuem uma fracdo comum compartilhada mesmo por individuos separados por grandes
distancias. A similaridade entre os microbiomas de esponjas de ordens diferentes fica em
torno de 60%, chegando proximo a 90% no caso de espécies filogeneticamente mais
préoximas, mesmo ao se comparar localidades separadas por milhares de quilémetros, como o
Mar do Caribe e o Mar Vermelho (Schmitt ef al., 2012). A chamada microbiota core forma
uma comunidade generalista e cosmopolita, presente de maneira consistente tanto ao
comparar individuos da mesma espécie quanto de espécies diferentes (Schmitt ef al., 2012;
Thomas et al., 2016)

Essa alta similaridade entre as microbiotas associadas a diferentes esponjas foi
descrita pela primeira vez por Hentschel e colaboradores (2002). Foi observado que ao
analisar sequéncias de gene do 16S rRNA derivado de esponjas, estas se juntam formando
clusters, independente do local ou espécie de origem. Essas sequéncias foram chamadas de
especificas de esponjas (sponge-specific - Hentschel et al., 2002). Posteriormente, este termo
foi atualizado para sequéncias enriquecidas em esponjas (sponge-enriched), uma vez que
também foram detectadas no plancton, apesar de representarem uma fracdo minima dessa
comunidade (Moitinho-Silva et al., 2014). De acordo com a defini¢@o original proposta por
Hentschel e colaboradores (2002), as sequéncias enriquecidas em esponjas sdo (I) mais
similares entre si do que sequéncias provenientes de outras fontes; (II) sdo derivadas de pelo
menos duas espécies de esponjas ou de uma mesma espécie coletada em locais diferentes;
(II) formam um grupo suportado por pelo menos trés abordagens filogenéticas diferentes
(Hentschel et al., 2002). Os principais filos de bactérias que compdem esse grupo sao
Proteobacteria (classes Alfa e Gammaproteobacteria), Actinobacteria, Firmicutes €

Cyanobacteria (Simister et al., 2012).
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Figura 8: A - Ultraestrutura de uma esponja LMA, com destaque para a alta densidade de camaras coanocitarias
(cc) nos tecidos; B - ultraestrutura de uma esponja HMA, mostrando uma camara coanocitaria e bactérias (b) em
abundancia no mesoilo (Poppell et al., 2014); C - Imagem de esponja HMA obtida usando técnicas de

fluorescéncia (DOPE FISH) mostrando diferentes filos de bactérias em cores distintas (Webster et al., 2016).

Especula-se que a transmissao horizontal seja a principal estratégia de aquisicdo dessa
microbiota generalista, estimando-se que cerca de 55% dos taxons bacterianos associados a
larvas de esponjas sejam adquiridos a partir do ambiente (Carrier et al., 2022). Uma hipotese
em particular afirma que possivelmente os primeiros simbiontes de esponjas teriam
coevoluido com seus hospedeiros e posteriormente se espalhado pelos oceanos. Com o passar
das eras geologicas, esses microorganismos teriam encontrado e colonizado novas esponjas
(Taylor et al., 2007). Mesmo que rara, a presenga de microorganismos considerados
sponge-enriched no plancton e em diferentes espécies de esponjas num gradiente ambiental
amplo suporta essa hipdtese (Schmitt ez al., 2012). Essa presenca tanto no plancton quanto
em associagdo com uma variedade de esponjas € possivel uma vez que estes organismos
mantém um genoma maior semelhante a espécies préximas com habitos de vida livre em
oposi¢ao ao genoma altamente reduzido de microorganismos estritamente simbioticos,
incapazes de sobreviver fora de seus hospedeiros (Diez-vives et al., 2020). Um exemplo disso
¢ o simbionte facultativo “Candidatus Synechococcus feldmannii”, capaz de viver
intracelularmente dentro de bacteriocitos e também livremente no plancton. Esse organismo,
apesar de formar associagdes simbioticas, manteve genes ligados a producao de moléculas
que favorecem a flutuacdo na agua, ao contrario de outro membro do mesmo género,
“Candidatus Synechococcus spongiarum”, que ¢ estritamente simbidtico (Simkovsky et al.,
2012).

A microbiota também ¢ formada por uma porcao espécie-enriquecida que ¢€
caracterizada por ser altamente variavel entre espécies, além de potencialmente estar ligada a
funcdes chave no metabolismo do holobionte (Oliveira et al., 2020a). Essa porcao

espécie-enriquecida pode ser passada de geracdo para geracdo através de estruturas
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reprodutivas como larvas, gémulas e brotos (Carrier et al., 2022). Em média, ao comparar a
microbiota de larvas e adultos, observa-se uma similaridade em torno de 45%, mostrando que
a transmissdo horizontal pode ter um papel importante na estruturagdo da microbiota em
grande parte das esponjas (Carrier ef al., 2022). Um estudo em particular foi capaz de
detectar consistentemente a presenga de algumas cepas bacterianas desde os estagios larvais
iniciais até adultos, trés anos apds o inicio das observacdes (Sharp et al., 2007).

Atualmente considera-se que ambas as formas de transmissdo, vertical e horizontal,
tém um papel importante na estruturagdo da microbiota de esponjas, uma estratégia chamada
de transmissdo de modo misto (mixed-mode transmission - MMT) (Webster & Thomas,
2016; Oliveira et al., 2020a; Diez-Vives et al., 2022). Apesar de algumas evidéncias, ainda
permanece incerto se simbiontes transmitidos horizontalmente poderiam ser considerados
estritamente generalistas dentro da estrutura do microbioma, assim como ainda nao foi
confirmado que aqueles transmitidos verticalmente sejam estritamente especialistas (Schmitt
et al., 2012; Diez-Vives et al., 2022). A propor¢do na qual cada modo de transmissdo
contribui para a formagdo da microbiota varia amplamente entre espécies. Algumas esponjas
transmitem uma fracdo consideravel do seu microbioma para sua progénie, como observado
em lanthella basta, em que 94% da comunidade microbiana ¢ compartilhada por adultos e
larvas (Engelberts et al., 2022). Nos adultos dessa esponja, uma arqueia (classe
Taumarqueota) e duas bactérias (classes Gamaproteobacteria e Alfaproteobacteria) dominam
a microbiota, com abundancia >90%. Um padrao semelhante foi observado nas larvas da
espécie. Além de terem sua presenca confirmada por meio de microscopia eletronica de
transmissdo, essas mesmas trés cepas compodem mais de 80% da microbiota nos estagios
larvais. Outras espécies dependem unicamente da aquisicdo de microorganismos a partir do
ambiente para formar sua microbiota, como no caso de Petrosia ficiformis (Maldonado &
Riesgo, 2009). Tanto os gametas quanto as larvas dessa espécie sdo completamente
desprovidos de microorganismos, o que indica que os simbiontes sdo unicamente obtidos a
partir de transferéncia horizontal, possivelmente com a contribui¢do de um sistema imune

altamente ajustado.

1.4. Funcées da microbiota no contexto do holobionte esponja

Uma grande diversidade de microorganismos faz parte da microbiota de esponjas,
conferindo uma variabilidade taxondmica e funcional significativa ao holobionte. Por outro

lado, também ¢ observado um certo grau de estabilidade ao comparar a estrutura funcional de
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diferentes microbiotas. Isso pode estar associado a uma convergéncia de fungdes-chave que
sdo amplamente observadas independente do ambiente ou nicho ocupado pelo holobionte
(Fan et al., 2012; Thomas et al., 2016; Carrier et al., 2022). As chamadas fungdes core
podem ter papel fundamental para a adaptacdo da microbiota ao seu hospedeiro,
compreendendo vias que favorecem tanto o simbionte quanto o hospedeiro. De maneira geral,
essas incluem a mediacdo de ciclos biogeoquimicos; producao de metabolitos secundarios ou
sintese de vitaminas essenciais (Pita et al., 2018; Slaby et al., 2019; Oliveira et al., 2020a).
Além disso, reconstrucdes metabolicas feitas a partir do metagenoma de Ircinia ramosa
mostram que vias ligadas a essas fungdes core sdo extensivamente redundantes em diferentes
taxons que compdem a sua microbiota, conferindo redundancia funcional ao holobionte
(Engelberts et al., 2020).

Uma ilustracdo da importancia dessas relagdes pode ser observada na vitamina B,
cujas vias de produgdo ainda nao foram descritas no metabolismo de nenhum eucarioto até
hoje, sendo majoritariamente suprida por meio da alimentacdo. No entanto, diversos estudos
observaram a presenga de proteinas ligadas a biossintese de vitaminas do complexo B em
diferentes microorganismos associados as esponjas, incluindo bactérias e arqueias (Thomas et
al., 2010; Fan et al., 2012; Lackner et al., 2017; Pita et al., 2018; Engelberts et al., 2020).
Esses resultados indicam que, ao contrario da maioria dos animais, esponjas obtém a
vitamina B,, necessaria para seu metabolismo a partir da sua microbiota, ao invés de
depender da sua alimentagdo para suprir a demanda.

A ciclagem de elementos fundamentais como carbono (C), nitrogénio (N), fosforo (P)
ou enxofre (S) em esponjas também estd frequentemente associada a microorganismos
simbiontes, seja na obtencdo desses elementos a partir do ambiente para seu aproveitamento
no metabolismo do holobionte ou na reciclagem de produtos excretados pelo hospedeiro
(Taylor et al., 2007; Fan et al., 2012, Webster & Thomas, 2016; Pita et al., 2018; Zhang et
al., 2019; Engelberts et al., 2020). Apesar de parte do C necessario ser obtido na forma de
matéria organica particulada (detritos e microorganismos), o C dissolvido na 4agua,
majoritariamente subproduto da fotossintese de microalgas e cianobactérias presentes no
plancton, tem se mostrado como principal fonte do C especialmente em esponjas HMA. Isso
¢ um reflexo da presenca de uma microbiota abundante, que pode ter um papel fundamental
na assimilacdo do C dissolvido filtrado pelo hospedeiro (De Goeij et al., 2008; Campana et
al., 2021). Um exemplo dramatico dessa estratégia ¢ o de Xestospongia muta, que depende
quase exclusivamente de C organico dissolvido, representando cerca de 96% do C total

obtido pela esponja (Hoer et al., 2018). A assimilagdo de C dissolvido também tem um papel
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ecoldgico importante, visto que através do chamado sponge loop, esse C vindo de fontes
primarias ¢ assimilado pela esponja e posteriormente devolvido ao ambiente na forma de
detritos. Dessa forma, o C antes dissolvido na coluna d’agua passa a estar disponivel para a
comunidade bentdnica (Rix ef al., 2018).

A fotossintese também pode ser uma forma de obtencdo de C a partir de fontes
inorganicas (CO,). Nessa estratégia, cianobactérias ou zooxantelas simbiontes tém papel
central na obtencdao do C utilizado pelo holobionte, sendo em alguns casos responsaveis por
suprir mais de 50% da necessidade energética do hospedeiro (Taylor et al., 2007). Em
ambientes oligotroficos como o mar profundo, a microbiota também pode ser fundamental
para a assimilacdo de C. Nesses ambientes a disponibilidade de C organico tanto dissolvido
quanto na forma de particulas ¢ limitada, tornando a associagdo com microorganismos
quimioautotroficos ou mixotroficos capazes de fixar C inorganico fundamental para a
obtencao de energia (Van Duyl et al., 2008).

A ciclagem de N entre o ambiente, a esponja hospedeira € 0s microorganismos
simbiontes esta intimamente interconectada e envolve vias aerdbias (nitrificagdo, envolvendo
processos de oxidagdo de amonia e de nitrito, e fixacdo de N) e anaerdbias (desnitrificagdo e
oxidagdo anaerobia de amonia - Figura 9). A presenca de regides com menor difusao de
oxigénio esta diretamente relacionada com a circula¢do de agua através do corpo da esponja,
podendo haver completa anoxia dos tecidos quando o bombeamento de 4gua pelos canais
cessa completamente (Fan et al., 2012; Pita et al., 2018). Entretanto, vias anaerdbias também
podem ocorrer intracelularmente em cianobactérias no interior de compartimentos chamados

heterocistos, capazes de limitar o influxo de O, (Fiore et al., 2010).
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Figura 9: Ciclo do nitrogénio em esponjas (adaptado de Taylor et al., 2007).
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Andlises integradas feitas com diversas espécies de esponjas mostraram que diferentes
conjuntos de microorganismos utilizam enzimas distintas para executar fungdes equivalentes
de fixagdo de N, oxidacdo de amdnia e desnitrificacdo (Fan et al., 2012). Em alguns casos,
em ambientes oligotroficos em que os niveis de N disponiveis no ambiente sdo baixos,
cianobactérias simbiontes contribuem fixando nitrogénio inorganico presente na forma de N,
dissolvido na éagua (Wilkinson et al., 1999). Por outro lado, a amoénia excretada pelas
esponjas pode se tornar toxica, especialmente em periodos em que o fluxo de dgua pelos
canais esta reduzido. Nesse contexto, microorganismos contribuem para a metabolizagao
dessa amodnia em compostos menos toxicos, através do processo de nitrificagdo (Pita et al.,
2018; Zhang et al., 2019). Esse processo, seja completo ou incompleto, ¢ praticamente
onipresente em esponjas, independente do ambiente em que se encontram, da temperatura ou
da sua densidade bacteriana (Zhang et al., 2019; Engelberts et al., 2020), sendo os diferentes
passos predominantemente realizados por bactérias do filo Proteobacteria (Beta e
Gamaproteobacteria) e arqueias do filo Thaumarchaeota (Bayer et al., 2008).

De acordo com a literatura, esponjas atuam tanto como fonte quanto como sumidouro
de P. No ambiente aquatico, o P encontra-se em trés formas principais: dissolvido na forma
de fosfato inorganico, na forma de fosforo particulado ou dissolvido na forma de fosforo
organico, sendo a ultima dominante (Maldonado et al., 2012). Um estudo realizado com trés
espécies do Mar Mediterraneo quantificou as taxas de excrecdo de fosfato, observando
valores entre 20% e 60%. Esses resultados indicam que nesses casos, P ndo ¢ um nutriente
limitante, sendo suficientemente obtido pelas esponjas através da filtracdo e o excesso
liberado de volta para o ambiente. Isso sugere também que essas esponjas podem ter um
papel importante na ciclagem de P no contexto de sua comunidade (Ribes et al., 2007). Um
outro estudo se aprofundou no papel da microbiota na ciclagem de P e observou que bactérias
simbiontes isoladas a partir de Dendrilla nigra sdo capazes de solubilizar fosfato inorgénico,
tornando-o biodisponivel para o holobionte (Sabarathnam et al, 2010). Por outro lado, um
trabalho realizado com esponjas de recifes no Caribe verificou taxas de sequestro de fosfato
entre 20% e 40%. Foi proposto que esse fosfato sequestrado seria possivelmente
metabolizado por cianobactérias simbiontes e armazenado na forma de granulos observados
no tecido da esponja, para posteriormente ser degradado pela enzima polifosfato quinase
produzida por outros membros da microbiota e utilizada pelo holobionte (Zhang et al., 2015).
A ciclagem de P em esponjas ainda € um assunto pouco explorado, em comparagao aos ciclos

de C e N. Mais estudos sdo necessarios para compreender melhor tanto o papel ecologico das
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esponjas nesse ciclo biogeoquimico quanto como as associagdes com microorganismos que
se inserem dentro desse contexto.

Tanto a oxidag¢do quanto a redugdo de S foram amplamente observadas em diferentes
esponjas, quase sempre associadas ao metabolismo de bactérias. Assim como algumas vias
do ciclo do N, a metabolizagdo de S envolve reacdes que s6 ocorrem na auséncia de oxigénio.
Dessa forma, ¢ comum que essas bactérias especializadas ocorram em zonas anoxicas do
corpo da esponja (Zhang et al., 2019). Um estudo desenvolvido por Hoffman e colaboradores
(2005) analisou o perfil de oxigénio nos tecidos de Geodia barretti em conjunto com a
quantificagdo das taxas de redugdo de S e imagens de microscopia com técnicas de
fluorescéncia que permitiram a visualizacdo de bactérias nos tecidos da esponja. Observou-se
um gradiente de oxigénio decrescente a partir da superficie da esponja em direcdo a por¢ao
mais interna dos tecidos. Foi verificado também que bactérias pertencentes a um cluster
tipicamente associado a metabolizagao de S apresentam uma distribuicdo correlacionada a
oxigenag¢do dos tecidos, estando mais presentes nas por¢des mais internas e ausentes proximo
a superficie. A mesma correlagdo foi observada ao quantificar a taxa de reducdo de S, com
valores crescentes em direcdo aos tecidos mais internos. As regides de anoxia, além de
propiciar a ciclagem de S, podem também representar zonas em que o crescimento de
bactérias ¢ promovido a partir do aproveitamento de subprodutos do metabolismo em
condi¢des de baixa disponibilidade de oxigénio. A redugdo de S promovida por bactérias
nesses tecidos pode ter um efeito de detoxificagdo, protegendo o hospedeiro contra o acimulo
de sulfito (Hoffman et al., 2005). Em conjunto com evidéncias de outros trabalhos, os
resultados obtidos indicaram também que &cidos carboxilicos produzidos pelas bactérias
simbiontes poderiam possivelmente ser aproveitados pela esponja para a sintese de seus
proprios acidos carboxilicos (Kohring ef al., 1994; Hoffman et al., 2005).

A microbiota associada também pode ter um papel defensivo importante nas
interagdes entre esponjas € outros organismos bentonicos. Essa a¢do se deve a producao de
metabolitos secundéarios com efeitos citotdxicos, neurotoxicos, alelopaticos, antivirais,
antifungicos, antimicrobianos, antiprotozoarios entre outros (Taylor et al., 2007; Hardoim &
Costa, 2014; Santos-Gandelman et al., 2014a; Indraningrat et al., 2016; Carroll et al., 2019).
Experimentos feitos com Erylus formosus mostraram que compostos presentes na superficie
da esponja atuam ndo s6 como uma defesa quimica contra predacdo, mas também sdo
capazes de inibir o crescimento e estabelecimento de algas e invertebrados epibiontes

(Kubanek et al., 2002).
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Figura 10: Esponja Hemimycale columella (A) e areas esbranquicadas no tecido da esponja (setas) devido ao

acumulo de calcibactérias (B) (Uriz et al., 2012).

Especula-se que a enzima fosfolipase A2, produzida por bactérias do género
Streptomyces associadas a algumas esponjas, esteja ligada a esses mecanismos de defesa.
Essa enzima esta presente também no veneno de abelhas e serpentes e ¢ conhecida pelos seus
efeitos neuro e miotdxicos (Santos-Gandelman et al., 2014a). Algumas espécies do género
Mycale apresentam bactérias endossimbiontes chamadas calcibactérias (Figura 10), capazes
de produzir um envoltorio calcitico na forma de esférulas de at¢ 100 nm (Uriz et al., 2012).
Ensaios feitos com esférulas calciticas obtidas a partir de Hemimycale columella mostraram
que a aplicagdo desse material no alimento de ourigos-do-mar foi capaz de dissuadir o
consumo do alimento (Garate et al., 2015). Esses resultados, juntamente com a observacao da
presenga dessas bactérias em grandes densidades na por¢do mais externa da esponja indicam
que este simbionte possa ter um papel importante na prote¢ao da esponja contra predagao.

Metabdlitos secundarios obtidos a partir de esponjas sdo o foco de estudos desde
meados do século XX (Lee et al, 2001) e, além da sua importincia no contexto do
holobionte, possuem potenciais aplicagcdes biotecnologicas. Uma diversidade de novos
compostos de diferentes classes (terpenoides, alcaldides, peptideos, policetideos, etc) sdo
descritos a cada ano, sendo a producdo deles majoritariamente atribuida a microbiota em vez
da esponja hospedeira (Taylor et al., 2007; Carroll et al., 2019). A atividade biologica desses
compostos inclui agdo antibidtica, antifungica, antiparasitaria, antitumoral, imunossupressora,
inseticida, entre outras (Lee et al, 2001; Santos-Gandelman et al., 2014a; Rozas et al., 2016).
Muitos desses metabdlitos secunddrios t€ém grande potencial biomédico e farmacéutico e ja
existem hoje no mercado medicamentos que tem como principio ativo compostos sintéticos
desenvolvidos a partir de moléculas produzidas por bactérias associadas a esponjas, como € o
caso do Vidarabine (Vira-A®) (Amelia et al., 2022). Esse medicamento antiviral foi

desenvolvido a partir de “espongonucleosideos” com propriedades inibitdrias da sintese viral
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produzidos por bactérias do género Vibrio associadas a esponja Tectitethya crypta (Bertin et
al., 2015)

Bactérias associadas a esponjas produzem também uma variedade de enzimas
diferentes com potencial biotecnoldgico também para aplicagdo industrial. Estudos feitos
com diversas espécies de esponjas detectaram a presenga de enzimas como celulases,
proteases, amilases e lipases além de inibidores enzimaticos que apresentam potencial para
biocatalizagdo de processos na industria quimica, alimenticia, téxtil, farmacéutica, cosmética,
entre outras (Mohapatra ef al., 2003; Andriyono ef al., 2015; Oliveira et al., 2020b; Amelia et
al., 2022). A maior parte dos trabalhos existentes t€ém foco na atividade de hidrolases (73%),
principalmente hidrolases glicosidicas com capacidade de degradacdo de polissacarideos
(Oliveira et al., 2020b).

Um exemplo ¢ o estudo feito por Han e colaboradores (2008), no qual uma cepa do
género Streptomyces isolada da esponja Craniella australiensis se mostrou capaz de produzir
quitinase. A enzima foi purificada e caracterizada e seus pardmetros ideais foram
estabelecidos, mostrando resultados promissores de aplicacdo industrial. No contexto
metabolico do holobionte, essas enzimas potencialmente estdo relacionadas com o
processamento de matéria organica, de maneira que moléculas complexas que ndo poderiam
ser absorvidas pela esponja sdo transformadas em compostos mais simples, tornando-se
disponiveis para serem aproveitados como fonte de nutrientes pelo hospedeiro
(Santos-Gandelman et al., 2014a).

Algumas cepas isoladas a partir de esponjas também se mostraram eficientes na
biorremediacdo de contaminantes na agua, sendo capazes de mineralizar ou metabolizar
poluentes e transforma-los em compostos menos toxicos (Santos-Gandelman et al., 2014a). A
taxa de filtragdo de esponjas pode chegar a mais de 1,3 m’/h (Leys et al., 2011) e sua
capacidade de retencdo de particulas ¢ de até 99%, tornando-as bioacumuladoras de
quaisquer poluentes que possam estar presentes na agua do mar (Krikech et al., 2022).
Consequentemente a sua microbiota estd constantemente exposta, fazendo com que haja uma
pressdo seletiva favorecendo microorganismos resistentes a esses compostos toxicos.

Um trabalho feito com esponjas marinhas da costa sudeste do Brasil isolou 21 cepas
de bactérias resistentes a altas concentracdes de mercurio (Santos-Gandelman et al., 2014b),
15 das quais apresentaram atividade redutora de mercurio vinculada a presenca de genes
codificantes de mercurio redutase (merA). Nas seis cepas restantes, foi verificada a produgio
de biossurfactantes potencialmente ligados a detoxificagdo de mercario por meio de

sequestramento. Os resultados indicam que essas bactérias possuem um potencial de
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aplicacdo no tratamento de residuos toxicos provenientes da industria ou na recuperagao de
ambientes contaminados. Outro estudo isolou quatro cepas bacterianas (Ruegeria atlantica,
Oceanicaulis stylophorae, Pseudovibrio ascidiaceicola e Mameliella phaeodactyli) a partir
da esponja Hymeniacidon perlevis, capazes de degradar o pesticida Lindano (Loredana et al.,
2017). Esse organoclorado ¢ amplamente utilizado na agricultura e tende a ser bioacumulado
tanto em ambientes terrestres quanto aquaticos, apresentando toxicidade aguda e acarretando
também efeitos cronicos aos organismos (Kumar & Pannu, 2018). Desta forma, além da sua
aplicacdo biotecnoldgica, esses microorganismos podem ter um papel crucial de
detoxificagdo para o holobionte, evitando os efeitos deletérios da acumulagao de compostos
toxicos.

A saude e funcionamento coeso do holobionte dependem de um fino equilibrio
dindmico nas interagdes hospedeiro-microbiota. Perturbacdes no ambiente em que as
esponjas se encontram podem levar ao estresse e consequentemente afetar o equilibrio da
microbiota associada. Alguns estudos demonstraram que existe um grau de resiliéncia que
permite ao holobionte se manter estavel diante de mudangas ambientais de menor grau
(Figura 11) (Pita et al., 2018). Um exemplo disso ¢ a recuperacdo dos simbiontes
fotossintetizantes em Xestospongia muta ap6s eventos de branqueamento (Lopez-Legentil et
al., 2008). A quantificacdo da expressdo do gene da proteina de estresse térmico Asp70,
permitiu observar que os niveis de estresse nos individuos expostos a temperaturas poucos
graus acima do controle foram significativamente mais altos e afetaram a capacidade da
esponja recuperar seus simbiontes, levando a um processo de branqueamento fatal. Por outro
lado, esponjas branqueadas mantidas na temperatura controle foram capazes de recuperar
seus simbiontes, retornando ao estado de estabilidade do holobionte.

Quando os mecanismos de resisténcia e resiliéncia falham em manter o estado de
homeostase diante dos efeitos de perturbacdes ambientais, o estado de desequilibrio pode
levar a disbiose e doenga (Figura 11). A disbiose ¢ caracterizada por uma disrup¢do na
diversidade da microbiota associada, comumente ocorrendo uma modificacdo na composicao
da comunidade microbiana. Nestes casos, ocorre uma diminuicao da por¢do sponge-enriched
tipicamente simbidtica, 0 aumento de microorganismos oportunistas mais proximos daqueles

de vida livre e o estabelecimento de potenciais patdogenos (Webster et al., 2012; Pita et al.,

2018; Posadas et al., 2022).
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Figura 11: Potenciais respostas do holobionte frente a fatores de estresse ambiental (Pita ef al., 2018)

Experimentos submetendo diferentes esponjas a temperaturas e pHs alterados, de
acordo com previsdes de um cenario de aquecimento global, mostraram que a resposta a
fatores estressores pode variar amplamente entre espécies. Essas diferentes respostas estdo
ligadas tanto a diferencas na complexidade da microbiota quanto as reagdes imunes dos
hospedeiros frente as condigdes de estresse (Ribes ef al., 2016). Nesse estudo, individuos de
Neopetrosia compacta se mantiveram saudaveis apos a exposicao a altas temperaturas e pH
acido, enquanto os de Leucetta chagosensis mostram sinais claros de necrose em seus tecidos
quando expostos a altas temperaturas. Analises da microbiota mostraram que N. compacta
apresentou uma comunidade complexa e funcionalidade predita redundante, enquanto a de L.
changosensis foi caracterizada por uma baixa diversidade taxondmica e baixa redundancia
funcional predita. Além disso, a resposta imune observada também foi diferente entre as duas
espécies, com N. compacta mantendo a expressdo dos efetores imunes estdvel sob as
condi¢des de estresse simuladas e L. changosensis demonstrando uma disrup¢ao na expressao
de genes ligados a mecanismos inflamatorios, antimicrobianos e apoptdticos. A jungdo de
uma microbiota mais suscetivel e um desequilibrio nas respostas imunologicas frente a
condigdes de estresse acaba facilitando a passagem de um estado temporario de disbiose para
um estado de doenca nos individuos de L. changosensis. Enquanto isso, uma maior
complexidade e redundancia funcional permitem ao holobionte resistir aos fatores de estresse
¢ manter-se mais estavel, como observado no caso de N. compacta (Ribes et al., 2016;

Posadas et al., 2022). Podemos entdo concluir que a manutencdo da homeostase no

38



holobionte depende de fatores tanto intrinsecos a comunidade simbionte quanto fisioldgicos
do hospedeiro funcionando de maneira coordenada.

Por outro lado, as perturbagdes ambientais que afetam o holobionte podem também
resultar em processos de aclimatizacao e eventualmente de adaptacao, agindo como pressao
seletiva. A resposta adaptativa diante de alteragdes ambientais pode estar relacionada a
plasticidade fenotipica do hospedeiro, mas também ser mediada pela microbiota associada. O
estabelecimento de novas caracteristicas no holobionte a partir da microbiota pode se dar
através de alteragdes na sua composi¢do, pela incorporagdo de novos simbiontes ou da
aquisicdo de novos caracteres obtidos por transferéncia lateral de genes. A passagem de
geragdes em microorganismos ¢ muito mais rapida do que a observada em metazoarios, o que
permite o estabelecimento de mutagdes favoraveis ao holobionte num tempo evolutivo muito
mais curto (Webster et al., 2016; Pita et al., 2018). Um trabalho feito com trés esponjas do
Mar Mediterraneo mostrou que diferentes espécies presentes num mesmo ambiente podem
apresentar diferentes capacidades de resistir a mudangas ambientais geradoras de estresse
(Ribes et al., 2016). Foi observado que esponjas que sofreram uma reorganiza¢do da
microbiota foram capazes de manter seu crescimento mesmo em condi¢Oes desfavoraveis,
enquanto a espécie na qual ndo foi observada essa reorganizagdo teve seu crescimento
completamente paralisado. Esses resultados indicam que a flexibilidade da microbiota pode
ter um papel importante no processo de aclimatizacao.

Além do mais, uma microbiota adaptada, moldada a partir de novas condicdes as
quais o holobionte estd exposto, pode se estabelecer e ser transmitida verticalmente para as
geragdes seguintes. Dessa forma, por meio da selegdo natural, novas caracteristicas
adquiridas inicialmente como forma de aclimatiza¢cdo podem se tornar comuns a toda uma
populagdo, levando a adaptacdo do holobionte (Webster et al., 2016; Pita et al., 2018). Esse
tipo de processo pode ter sido fundamental para que as esponjas se adaptassem a grande
variedade de ambientes onde sdo encontradas hoje em dia, sendo crucial para o sucesso
evolutivo do filo Porifera. Isto talvez possa ser observado na ocupagdo de habitats com
caracteristicas bem diferentes, como foi o caso da ocupacdo de ambientes de dgua doce a

partir de estoques de esponjas marinhas.

1.5. Ocupacio dos ambientes de agua doce e o papel da microbiota nesse processo

Especula-se que as primeiras associagdes entre esponjas € microorganismos tenham se

dado com diferentes clados de organismos de vida livre, de forma menos seletiva e mais
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aleatoria daquelas observadas hoje em dia (Taylor et al, 2007). A medida que essas
associagdoes foram evoluindo e se tornando mais complexas, a microbiota foi adquirindo
fungdes que permitem ndo s sua existéncia de forma estdvel dentro do hospedeiro, mas
também ocorre uma pressao seletiva no sentido de selecionar microorganismos que
favorecam o holobionte como um todo (Fan et al 2012). Ao mesmo tempo, a medida que as
esponjas foram se estabelecendo em diferentes ambientes, surgiram também associagoes
extremamente especificas, moldadas pelas condi¢des ambientais particulares as quais o
holobionte estivesse exposto. Trabalhos feitos analisando a diversidade e o perfil funcional da
microbiota de diferentes esponjas mostraram que a comunidade de microorganismos
simbidticos pode ter um papel fundamental para a adaptacdo desses holobiontes a
ecossistemas com condigdes particulares como o mar profundo, o ambiente antartico e os de
agua doce (Kenny et al., 2019; Moreno-Pino et al., 2020; Busch et al., 2022).

Atualmente as esponjas de agua doce, ou dulciaquicolas, correspondem a pouco mais
de 10% da diversidade de espécies do filo Porifera (de Voogd et al., 2023). Podem ser
encontradas ao longo de todos os continentes, exceto a Antartica, em uma diversidade de
habitats como rios, lagos, cavernas inundadas, corpos d’agua intermitentes, entre outros
(Manconi & Pronzato, 2007). Sua origem ainda ¢ discutida e, apesar de haver registros de
possiveis fosseis de esponjas de dgua doce do periodo Ediacarano, os registros geologicos
mais antigos confirmados até hoje datam do Carbonifero, entre 359 milhdes e 299 milhdes de
anos (Schindler et al., 2008; Pronzato et al., 2017).

De acordo com a teoria mais aceita, possivelmente o processo de soerguimento de
cadeias montanhosas ocorrido entre os periodos Carbonifero e Permiano teria culminado na
formacdo do supercontinente Pangea. Isto resultou no isolamento de porg¢des do ambiente
marinho que posteriormente se tornaram corpos de agua doce. Como consequéncia, a fauna
isolada nesses ambientes, incluindo possiveis ancestrais das esponjas de dgua doce, teve que
se adaptar para sobreviver as novas condi¢des impostas pelo ambiente (Schindler et al.,
2008). Acredita-se que representantes da ordem Haplosclerida, que tipicamente habitam
zonas rasas ¢ de entre-marés, tenham divergido e originado as primeiras esponjas de agua
doce. Neste evento, a presenga de estruturas de reproducdo resistentes chamadas gémulas
(Figura 12) pode ter tido um papel importante para o seu sucesso nesse novo ambiente

(Manconi & Pronzato, 2007; Manconi & Pronzato, 2008).
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Figura 12: Corpo seco de uma esponja de agua doce Drulia brownii com gémulas (A). Gémulas retiradas da

esponja vistas sob a lupa (B).

Existe uma lacuna no registro fossil entre o periodo Carbonifero e o Jurdssico, em que
até¢ hoje ndo foram registrados fosseis de esponjas de dgua doce (Pronzato et al., 2017). Uma
primeira hipdtese ¢ que isso seria resultado do processo de aridizagdo que se deu durante esse
periodo e que teria reduzido o niimero de ambientes aquaticos no supercontinente. Outra
possibilidade ¢ que esses organismos teriam sucumbido a eventos de extingdo em massa €
posteriormente um novo processo de recolonizagdo da dgua doce teria ocorrido durante o
Jurassico (Schindler et al., 2008). Atualmente a hipdtese mais aceita ¢ a de que as esponjas de
agua doce teriam surgido em um Unico evento que teria originado os organismos hoje
pertencentes a ordem Spongillida. Esse grupo abriga todas as cerca de 250 espécies de dgua
doce conhecidas atualmente e também as espécies fosseis. Um fator de destaque nesse grupo
¢ a formacao de gémulas, caracteristica possivelmente ancestral ainda conservada também em
algumas espécies marinhas de seu grupo irmao, a ordem Haplosclerida (Manconi & Pronzato,
2007).

A colonizagdo do ambiente de 4gua doce demandou que as esponjas passassem por
um processo de modificagdo tanto da sua fisiologia quanto da sua microbiota. Enquanto a
agua do mar apresenta uma concentragdo ionica relativamente proxima daquela dos fluidos
corporais da maioria dos invertebrados marinhos, na 4gua doce estas sdo muito mais baixas,
fazendo com que a regulacdo osmotica e a perda de ions para o ambiente sejam desafios para
a adaptacdo a vida nesses ambientes (Lee & Bell, 1999). Um estudo feito com trés espécies
de esponjas do Lago Baikal, na Russia, encontrou modificagdes em uma diversidade de genes
em resposta a essas condicdes ambientais. Genes fundamentais para a homeostase e

funcionalidade celular, principalmente codificantes de proteinas transportadoras
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transmembranas, apresentaram sinais de pressdo evolutiva atuante em ao menos um sitio de
sua estrutura (Kenny et al., 2019). Além disso, foi observado um grande numero de genes
duplicados na filogenia dessas esponjas. Essa duplicagdo permite a ocorréncia de mutagdes e
modificagdes na regulagdo de genes antigos, permitindo a emergéncia de novas fungdes a
partir deles.

Além disso, a colonizagdo de novos ambientes também representa a ocupacao de
novos nichos, podendo levar a alteracdes no modo de vida dos organismos. Um exemplo ¢é o
das esponjas endémicas do Lago Baikal. Este lago ¢ o mais antigo (25 a 30 milhdes de anos)
e o mais profundo (1637m) lago existente na Terra e ¢ conhecido por apresentar parametros
ambientais Unicos. Além de ser extremamente oligotrofico, suas dguas tém altas taxas de
oxigenagdo (>80% de saturagdo) e sdo extremamente cristalinas, com visibilidade de cerca de
40 m. A combinagdo de uma baixa disponibilidade de nutrientes na coluna d’agua com a
transparéncia da dgua que permite que a luz alcance dezenas de metros de profundidade
favoreceu o estabelecimento da simbiose com microorganismos fotossintetizantes,
claramente observada pela colora¢do dessas esponjas (Figura 13). Dessa forma, ocorre a
modificagdo do modo de vida a partir de um ancestral possivelmente dependente da filtracao
para a obten¢do de nutrientes, para um cenario no qual estes sdo preponderantemente obtidos
a partir dos seus fotossimbiontes (Wilkinson, 1980; Annekova ef al., 2011; Chernogor et al.,
2013).

A microbiota das esponjas endémicas desse lago mostrou-se predominantemente
composta por microalgas dos filos Chlorophyta e Dinoflagellata. Analises mais detalhadas
atribuiram as sequéncias dos dinoflagelados ao género Gyrodinium, formando um grupo
monofilético irmao a espécie de vida livre Gyrodinium helveticum. Além disso, as sequéncias
do filo Chlorophyta foram atribuidas ao género Choricystis, grupo irmao da espécie
Choricystis minor, conhecida por suas associagdes simbioticas com outras esponjas de agua
doce (Kenny et al., 2019). Esses resultados sugerem que esses grupos de microorganismos
poderiam ter colonizado esse ambiente simultaneamente com seus hospedeiros (Annekova et
al.,2011; Kenny et al., 2019).

Mais além, analises da comunidade procaridtica associada a essas esponjas também
mostraram que sua microbiota forma clusters endémicos, incluindo apenas sequéncias
provenientes do Lago Baikal e sem nenhuma atribuicao a fotossimbiontes tipicos de esponjas
marinhas, como os do género Synechococcus. Essa proximidade entre as sequéncias de
simbiontes com o bacterioplancton local indica que a adaptacdo as condicdes ecoldgicas

unicas a que essas esponjas estdo expostas poderia ter resultado também no desenvolvimento
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de novas relagdes de simbiose com microorganismos presentes nesse ambiente (Kulakova et

al., 2014).

Figura 13: Fundo do Lago Baikal densamente ocupado por esponjas da familia Lubomirskiidae (A - Annekova

et al., 2011). Exemplar de Lubomirskia baikalensis (B - Kenny et al., 2019)

Situagdes similares sdo também encontradas em outras espécies no mundo. A espécie
Ephydatia muelleri é descrita como cosmopolita, podendo ser encontrada em lagos e rios no
Hemisfério Norte, além de ser considerada um modelo para o estudo de esponjas
dulciaquicolas (e.g. Kenny et al, 2020; Sudgen et al., 2022). Um trabalho realizado com
populagdes dessa espécie no Canada observou que hd uma consisténcia na composi¢do da
microbiota de individuos da mesma espécie mesmo ao comparar amostras de regides
geograficamente isoladas (Sudgen ef al., 2022). Esses resultados suportam a existéncia de
uma microbiota conservada em esponjas, de forma semelhante aquela compartilhada por
esponjas marinhas. Por outro lado, também foi possivel detectar assinaturas especificas
associadas a cada local de coleta, sendo que essas diferengas na microbiota ndo estdo
correlacionadas com a composicao do plancton desses locais. Isso indica que diferentes
parametros ambientais podem moldar a comunidade simbionte dessas esponjas de forma a se
adaptarem a condigdes especificas de cada habitat.

Analises funcionais também detectaram assinaturas caracteristicas de associa¢cdes bem
estabelecidas, analogas as encontradas em esponjas marinhas, com genes ligados a
preservagdo do genoma bacteriano, a modulagdo da resposta imune do hospedeiro e a

producdo de vitamina B, (Thomas et al., 2010; Webster et al., 2012; Sugden et al., 2022).
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Foram observadas também caracteristicas unicas no perfil funcional dessas esponjas ligadas
ao ambiente de dgua doce. A presenga de genes codificantes de enzimas capazes de digerir
carboidratos complexos e derivados da celulose indicam que parte da microbiota associada a
E. muelleri aproveita esses compostos, que compoem grande parte da matéria organica
dissolvida na agua de rios e lagos. Além do mais, fungdes ligadas ao metabolismo de
nitrogénio estdo presentes nestas esponjas de maneira bem diferente daquela encontrada em
esponjas marinhas. No ambiente marinho, predominam fun¢des ligadas a nitrificagdo e
oxidagdo de amonia, enquanto que nessa esponja a fixagcdo de nitrogénio e redugdo de nitrato
a amoOnia estdo mais presentes. A natureza oligotrofica dos ambientes de dgua doce, em
comparagdo com o meio marinho, pode ter favorecido o desenvolvimento de vias de
produgdo e aproveitamento de amonia como forma de reciclagem de compostos nitrogenados,
Ja que estes ndo se encontram tao prontamente disponiveis nesses ambientes (Sugden et al.,
2022).

Os resultados dos estudos aqui citados em conjunto com diversos outros trabalhos
mostram que a estrutura da microbiota de esponjas de é4gua doce pode apresentar
caracteristicas que sdo heranga de uma origem unica a partir de ancestrais marinhos. De fato,
assim como em esponjas marinhas, a comunidade procaridtica associada as poucas espécies
de 4gua doce ja investigadas também ¢ majoritariamente composta por Proteobacteria,
Bacteroidetes e Actinobacteria (Costa et al., 2013; Gladkikh et al., 2014; Sugden et al.,
2022). Além disso, foi observada uma grande similaridade entre sequéncias pertencentes a
Proteobacteria e Chlamydiae, recuperadas a partir de diferentes espécies, possivelmente
indicando que a microbiota estabelecida num primeiro momento da histéria evolutiva do
grupo pode ter acompanhado esses organismos no processo de expansdo de seus habitats
(Costa et al., 2013).

Apesar do conhecimento atual acerca da evolugdo das esponjas de agua doce e suas
associagdes microbianas ainda ser muito limitado, estudos como os citados nos trazem
indicativos de que essas esponjas foram capazes de recrutar simbiontes novos a medida em
que novos ambientes foram colonizados, estabelecendo relagcdes complexas que foram
passadas ao longo das geragdes. As informagdes compiladas a partir desses estudos também
permitem que comecem a ser delineados clusters filogenéticos especificos de esponjas de
agua doce e assinaturas especificas das relagdes hospedeiro-microbiota associadas a este
ambiente. Entretanto, a imensa maioria da fauna de esponjas de agua doce permanece ainda
pouco explorada, sobretudo em continentes como a Asia, a Africa e a propria América do Sul

(Lo Giudice & Rizzo, 2023).
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O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade de esponjas de agua doce no mundo
(Kalinovsk et al., 2016), atualmente contando com 60 espécies aceitas (tabela complementar
1), o que corresponde a cerca de 22% do total (270) (de Voogd et al., 2023). A fauna
brasileira de esponjas de agua doce ¢ composta por espécies das familias Potamolepidae,
Spongillidae e Metaniidae (tabela complementar 1), conhecidas pela sua ampla distribui¢ao
ao redor do globo. Potamolepidae estd presente nas regides Neotropical, Afrotropical e em
Ilhas Oceanicas do Pacifico, enquanto Spongillidaec e Metaniidae apresentam uma
distribuicao ao longo das regides Neotropical, Afrotropical, Oriental, Australiana e Neartica
(Manconi & Pronzato, 2008). Essas distribui¢cdes geograficas podem ser reflexo das origens
ancestrais do grupo e do processo de colonizacdo que se deu antes da separacdo dos
continentes.

Por outro lado, ao analisar essa fauna, observa-se um alto nivel de endemismo, com
quase metade das espécies tendo sua distribuicao restrita unicamente ao territorio brasileiro,
sendo menos de 6% encontradas em outros continentes além da América do Sul (Pinheiro,
2007). Esse fenomeno pode ser consequéncia do baixo fluxo génico entre populacdes que
reflete a descontinuidade dos habitats de agua doce. Dessa forma, a pressao evolutiva
exercida por condi¢cdes ambientais locais possivelmente tende a levar ao estabelecimento de
caracteristicas ecofenotipicas particulares. Estas consequentemente podem favorecer a
diferenciagdo de populagdes e eventualmente levar a processos de especiagdo. Da mesma
maneira que as esponjas, a sua microbiota associada também esté sujeita as mesmas pressoes
ambientais, levando a formag¢dao de comunidades particularmente adaptadas a dgua doce e
também a habitats especificos.

De fato, o processo de coloniza¢do de agua doce ocorreu a partir de populacdes de
esponjas marinhas que ja possuiam uma microbiota estabelecida (Wilkinson, 1984). A partir
dai, podemos elaborar algumas hipoteses de como a entrada e adaptagdo ao ambiente de dgua
doce pode ter moldado a microbiota dessas esponjas. A primeira delas ¢ que a microbiota
associada as esponjas as acompanhou durante o processo de colonizagdo e pouco se alterou
ao longo desse processo. Uma segunda hipotese seria que durante este evento, a microbiota
teria sido total ou parcialmente substituida por novas cepas adquiridas do ambiente recém
colonizado, capazes de realizar papéis funcionais analogos aquelas perdidas anteriormente.
Por ultimo, que ao longo do processo de colonizagdo da dgua doce a microbiota associada
teria se mantido conservada, mas a relagdo funcional com a esponja hospedeira teria se

modificado em reflexo ao novo ambiente colonizado.
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Atualmente, pouco se sabe sobre a microbiota associada as esponjas de dgua doce da
América do Sul e a maioria dos trabalhos existentes nessa area se dedica a estudar a por¢ao
cultivavel do microbioma, com o objetivo de acessar o seu potencial biotecnologico (Rozas et
al., 2016; da Costa et al., 2019). A composicao e estrutura da microbiota associada a extensa
maioria dessas esponjas, assim como as suas relacdes com aquela observada em outros
grupos de porifera ainda é pouco conhecida. Sendo assim, o presente trabalho tem o objetivo
de preencher essa lacuna, fazendo a caracterizacdo da microbiota de duas espécies de
esponjas de agua doce (Metania reticulata e Heteromeyenia cristalina) e trés espécies
marinhas (Amphimedon viridis, Haliclona melana e Cinachyrella alloclada). Comparando os
dados obtidos, espera-se obter informagdes que auxiliem a compreender como a microbiota
pode refletir as relagdes filogenéticas e evolutivas do grupo. Além disso, foi feita também a
comparacao entre a microbiota de adultos e brotos de C. alloclada e entre adultos e gémulas
de He. cristalina. O objetivo foi observar se hd consisténcia entre a microbiota nos adultos e
nas estruturas de reproducdo assexuada e verificar como vias de transmissdo vertical e
horizontal podem estar influenciando a estrutura do microbioma dessas esponjas.
Compreender como a microbiota ¢ estruturada em habitats distintos ¢ importante para
entender como o ambiente pode influenciar o0 microbioma e como essas estratégias podem ter

influenciado a historia evolutiva dessas associagoes.
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Discussao geral e conclusao

Estudos entre diversos organismos € sua microbiota associada t€ém mostrado cada vez
mais como esse tipo de relagdo simbidtica tem papel fundamental em diversos aspectos
incluindo a historia evolutiva dos organismos. Em esponjas, a relagdo com a microbiota
envolve uma série de interagdes complexas entre o metabolismo dos microorganismos
associados e o hospedeiro. Muitas destas foram estabelecidas em milhdes de anos de
processos seletivos exercidos ndo s6 pelo ambiente, mas também pelas proprias esponjas.
Como resultado disso, podemos observar a existéncia de uma microbiota enriquecida em
esponjas que estd presente em espécies diferentes distribuidas ao longo dos oceanos. Ao
mesmo tempo, por¢des da microbiota podem estar associadas de forma particular ou
exclusiva a grupos restritos ou mesmo a espécies. Essa microbiota especifica ¢ composta por
uma selecdo de microorganismos que contribuem para o sucesso do holobionte no seu habitat
e nicho em particular. A aquisi¢do de novos simbiontes, capazes de aumentar o sucesso
evolutivo de uma linhagem de organismos, funciona como uma espécie de atalho evolutivo.
Nesse contexto, o surgimento de novas associagdes a partir de cepas de vida livre presente
nos ambientes pode ter sido uma estratégia fundamental para que os poriferos ocupassem
com sucesso diferentes ecossistemas aquaticos, incluindo a 4gua doce.

Neste trabalho, foi feita a caracterizacdo da microbiota de duas espécies de esponjas
dulgaquicolas (He. cristalina e M. reticulata) pela primeira vez. Além de contribuir com a
expansdo do conhecimento acerca das comunidades procaridticas associadas a esse grupo, os
dados coletados permitiram fazer comparagdes com espécies marinhas filogeneticamente
proximas, levando a potenciais pistas sobre como o processo de ocupacgdo da dgua doce pode
ter modificado o microbioma desses animais. A microbiota de esponjas de agua doce se
mostrou mais diversa e rica do que aquela de esponjas marinhas, corroborando com outros
estudos comparativos entre os dois grupos. Grupos de microorganismos previamente
descritos no microbioma de outras esponjas de dgua doce foram também detectados nessas
esponjas, com destaque para o filo Campylobacteria, observado em altas abundancias em
esponjas pela primeira vez. Além disso, foi observada a presenca de tdxons bacterianos
possuidores de vias metabolicas que podem indicar possiveis papéis funcionais no contexto
do holobionte, como ciclagem de nitrogénio e a utilizagdo de compostos derivados da lignina
como substrato. Na literatura existem trabalhos demonstrando que genes expressos pela

microbiota associada a esponjas de dgua doce podem ser associados a fungdes analogas
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aquelas expressas pelo microbioma de esponjas marinhas. Genes -caracteristicos de
simbiontes ligados a mediacdo das relagdes hospedeiro-microbiota também foram detectados
tanto no repertério da microbiota de esponjas marinhas quanto de agua doce, reforgando a
presenca de uma redundancia funcional entre esponjas desses diferentes ambientes. Além
disso, funcdes tipicas de simbiontes de esponjas marinhas como a detoxificacdo e
reaproveitamento de excretas nitrogenadas e producdo de vitamina B;, também estdo
presentes em esponjas de dgua doce.

Duas das espécies marinhas aqui estudadas, Ha. melana e A. viridis, pertencentes a
ordem Haplosclerida, também tiveram seus microbiomas descritos pela primeira vez. Assim
como outros membros dos géneros Haliclona e Amphimedon, a microbiota dessas esponjas ¢
dominada por poucas cepas. Essa é uma caracteristica comum em esponjas classificadas
como LMA, que pode estar relacionada a aspectos morfoldgicos e a capacidade filtradora de
espécies classificadas neste grupo. Algumas das ASVs mais enriquecidas em ambas as
espécies mostraram-se proximas a sequéncias identificadas previamente no microbioma de
outros membros desses mesmos géneros, inclusive de oceanos diferentes. Isso indica que
essas associacdes sdo altamente especificas, também sugerindo a presenca de transmissao
horizontal de simbiontes.

As observacdes feitas a partir do metabarcoding de C. alloclada corroboram com
outros registros na literatura. Uma caracteristica marcante foi a abundancia de arqueias do
filo Thermoproteota. Esse grupo, também encontrado em outras esponjas de aguas rasas € em
espécies carnivoras, esta principalmente ligado a fung¢des de detoxificagdo de excretas
nitrogenadas. A presenga de microorganismos capazes de ciclar compostos nitrogenados e
evitar seu acimulo nos tecidos do hospedeiro ¢ bastante comum em diferentes taxons dentro
de Porifera.

Comparagdes entre adultos e suas estruturas de reproducdo assexuada evidenciaram
altas taxas de similaridade entre seus microbiomas, principalmente ao compararmos esses
dados aos obtidos a partir de estudos comparativos entre adultos e larvas de espécies
marinhas. Isso pode ser resultado da morfogénese desse tipo de estrutura a partir de células
do tecido adulto, favorecendo a passagem de uma por¢do maior do microbioma ja
estabelecido na esponja mae.

A esponja de agua doce He. cristalina apresentou a maior propor¢do de ASVs
compartilhadas com suas gémulas, compondo 97,73% do microbioma dessas estruturas.
Apesar de ndo haver diferenca significativa entre os indices de riqueza e diversidade,

bactérias do grupo Methylococcaceae se mostraram mais enriquecidas em gémulas. Essa
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diferenca pode ser resultado do enriquecimento diferencial de uma cepa com um papel
funcional importante para esse holobionte, visto que o aproveitamento do metano produzido
no ambiente de agua doce poderia ser uma estratégia interessante nesse ambiente. Ao
enriquecer cepas particulares, a passagem e manutencao desses microorganismos ao longo da
passagem de geragdes poderia ser assegurada.

Apesar de compartilharem uma por¢ao consideravel de seu microbioma com adultos,
os brotos de C. alloclada apresentaram indices de diversidade e riqueza significativamente
mais altos. Esses resultados indicam que meios de transmissdo horizontal podem ter maior
influéncia na composicao do microbioma dessas estruturas em comparagdo com as gémulas
de esponjas de dgua doce. Além disso, diferencas no ciclo de vida dessas duas espécies
também podem influenciar o quanto suas microbiotas podem ser variaveis. Enquanto brotos
apresentam um papel central de reproducdo assexuada e dispersao, gémulas possuem uma
funcdo principal de resisténcia, uma vez que a maior parte delas permanecem fixadas ao
esqueleto e o recoloniza apos eventos desfavoraveis que resultam na morte dos tecidos da
esponja mde. Dessa forma, uma microbiota mais variavel e flexivel poderia favorecer o
estabelecimento dos brotos de C. alloclada em locais com condigdes ambientais ¢ desafios
diferentes daqueles do local de origem, enquanto a manutencdo de uma microbiota mais
estavel garantiria que a nova esponja formada a partir das gémulas estaria adaptada ao
ambiente habitado previamente pela esponja mae.

De maneira geral, observamos que modos de transmissdo vertical e horizontal estdo
presentes em formas de reproducao assexuada e sexuada e nos ambientes marinhos e de agua
doce. No entanto, o grau no qual esses modos influenciam na formag¢do do microbioma
parece variar de acordo com fatores especificos, como a histéria de vida das espécies e as
caracteristicas morfogénicas especificas de cada tipo de estrutura.

Ao comparar a comunidade procaridtica associada a esponjas marinhas e
dulgaquicolas, filos como Proteobacteria e Actinobacteria se mostraram enriquecidos em
todas as espécies. A microbiota compartilhada consistiu de 100 ASVs das quais 16 foram
consideradas parte do core. Estudos comparativos realizados com espécies marinhas ao redor
do globo mostraram a existéncia de grupos de microorganismos compartilhados
possivelmente transmitidos horizontalmente entre diferentes espécies. Nossas observacoes
indicam que o conceito de microbiota compartilhada observado em espécies marinhas
potencialmente pode ser expandido também para a dgua doce.

A andlise da porcao enriquecida do microbioma de cada ambiente também nos

possibilitou observar indicativos de redundancia funcional nesses organismos. Foi observada
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a presenca de microorganismos, nas esponjas de agua doce, com vias metabolicas
semelhantes as de simbiontes de esponjas marinhas, relacionadas a ciclagem de nitrogénio e
aproveitamento de carbono dissolvido. Apesar da semelhanca funcional, essas bactérias
pertencem a grupos taxonOmicos distintos daqueles organismos associados as esponjas
marinhas, sendo mais proximos a grupos de vida livre presentes no ambiente aquatico
dulgaquicola. Essas observacdes indicam que o processo de colonizacdo de novos ambientes
implicou na modificacdo das relagdes de simbiose. Apesar dos papéis funcionais associados
aos simbiontes terem se mantido estaveis ao longo do historico evolutivo do grupo, a
colonizagdo dos ambientes de dgua doce favoreceu o estabelecimento de novas associagdes
com grupos de microorganismos disponiveis no ambiente recentemente colonizado capazes
de suprir as demandas metabolicas das esponjas hospedeiras.

Os resultados dos isolamentos bacterianos estdo de acordo com outros resultados
observados na literatura. Todas as cepas isoladas pertencem ao filo Firmicutes, sendo a maior
parte delas pertencentes ao género Bacillus e apenas trés cepas pertencentes a Lysinibacillus.
Bactérias desses dois géneros ja foram isoladas de outras espécies de esponjas, sendo
considerado um grupo bastante promissor em relagdo a produgdo de compostos de interesse
biotecnoldgico. A baixa diversidade de grupos encontrados pode ser resultante da
metodologia utilizada, favorecendo o crescimento de cepas que melhor se adaptam as
condi¢des de cultivo e ndo refletindo de maneira fiel a diversidade do microbioma das
esponjas de origem.

Os dados resultantes da utilizacao tanto de técnicas dependentes quanto independentes
de cultura nos possibilitaram observar particularidades do microbioma associado a esponjas
de dois ambientes muito distintos. Essas comparag¢des nos fornecem pistas sobre como alguns
padrdes globais presentes na microbiota de esponjas marinhas podem se estender também ao
ambiente de agua doce a0 mesmo tempo que surgem indicativos de como o ambiente pode ter
moldado as relagdes simbiodticas em cada ambiente de maneira distinta.

Desde seu surgimento, os estudos acerca das relacdes simbidticas tém mudado
paradigmas em diversas areas da biologia. Este trabalho representa um pequeno passo em
direcdo a compreensao dessas complexas interacdes entre organismos. Através do estudo das
associacdes entre microorganismos e animais do filo Porifera, podemos obter insights sobre
como essas comunidades sdo moldadas a partir de interacdes complexas entre fatores
ambientais, relagdes ecoldgicas e processos evolutivos. Os resultados aqui obtidos ndo sé

enriquecem o conhecimento acerca de espécies pouco estudadas, mas também chamam a
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atencao para o potencial ainda pouquissimo compreendido e explorado dessa fauna, além de

abrir caminhos e sinalizar pontos de interesse para estudos futuros na area.
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