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DIVERSIDADE E ESTRUTURA FUNCIONAL DE COMUNIDADES MICROBIANAS
PRESENTES NA AGUA DE UMA CAVA E LAGOA DE REJEITOS DE UMA
REGIAO MINERADORA DESATIVADA

RESUMO - O interesse no estudo de comunidades microbianas de ambientes
pouco avaliados, impactados e/ou extremos tem aumentado significativamente.
Dentre os ambientes estudados, encontram-se as aguas residuais de areas de
mineracdo. Com o grande numero de cavas e lagoas de rejeitos gerados através da
atividade mineradora e o0 pouco estudo deste tema no Brasil, foi desenvolvido este
trabalho, onde avaliamos a taxonomia e capacidade funcional da comunidade
microbiana. As amostras de agua foram coletadas de uma cava de mineracédo e uma
lagoa de rejeitos de uma regido anteriormente utilizada para extracdo de minério de
ferro no Centro de Biodiversidade (CeBio) da empresa VALE/SA, em Sabard/MG.
Analises do perfil de atividade metabdlica indicaram um excelente desempenho
quanto a degradacdo de diferentes compostos. Além disso, 0 isolamento com
métodos tradicionais de cultivo mostrou que algumas bactérias apresentam
capacidade em produzir diferentes enzimas de interesse biotecnolégico. O DNA foi
extraido e sequenciado através de técnicas metagendmicas, o sequenciamento do
gene de 16S rRNA foi realizado na plataforma lon PGM™. Esta anélise, além de
revelar a taxonomia da comunidade presente na agua da cava e lagoa, identificou o
perfil funcional indicando enriquecimento de subsistemas importantes para ambas as
amostras. Adicionalmente para a agua da cava de mineracdo, foi realizado o
sequenciamento do DNA total na plataforma lon Proton™, que através de analises
com o banco de dados SEED revelou genes associados a manutencao celular e ao
ciclo do nitrogénio, sugerindo que a comunidade microbiana esta bem adaptada ao
processo de recuperacdo da area. Além disso, as ORfs preditas do metagenoma
foram utilizadas para uma analise no banco de dados BacMet, que revelou uma
abundéancia de genes relacionados a resisténcia a metais. Assim, nossos dados
expandem o0s conhecimentos sobre a estrutura e capacidade funcional das
comunidades microbianas de ambientes aquaticos impactados, fornecendo uma
melhor compreensao do papel dos micro-organismos em processos de remediagao
natural.

Palavras - chave: biolog ecoplate, metagendmica de agua, mineracéo de ferro
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DIVERSITY AND FUNCTIONAL STRUCTURE OF MICROBIAL COMMUNITIES IN
WATER FROM A MINING PIT AND LAGOON OF REJECTS OF A DISABLED
MINING REGION

ABSTRACT - The interest in the study of microbial communities of low
evaluated, impacted or extreme environments has increased significantly. Among the
studied environments, there is the wastewater from mining areas. Due to the large
number of reject pits and lagoons generated by the mining activity and the lack of study
of this theme in Brazil, this study was developed to evaluate the taxonomy and
functional capacity of the microbial community. The water samples were collected from
a mining pit and a reject lagoon from a region formerly used for iron extraction at the
Biodiversity Center (CeBio) from VALE/SA, in Sabara/MG. Analyzes of the metabolic
activity profile indicated an excellent performance regarding the degradation of
different compounds. Moreover, the isolation with traditional methods of culture
showed that some bacteria have the capacity to produce different enzymes of
biotechnological interest. The DNA was extracted and sequenced using metagenomic
techniques, the 16S rRNA gene sequencing was performed on the lon PGM™
platform. This analysis, in addition to revealing the taxonomy of the community present
in the water of the pit and the lagoon, identified the functional profile indicating
enrichment of important subsystems for the studied samples. In addition to the water
from the mining pit, the total DNA sequencing was carried out on the ION Proton™
platform, which, through analysis with the SEED database, revealed genes associated
with cell maintenance and the nitrogen cycle, suggesting that the microbial community
is well adapted to the recovery process of the area. Also, the predicted ORfs from
metagenomic were used for an analysis in the BacMet database that revealed an
abundance of genes related to resistance to metals. Thus, our data expand the
knowledge about the structure and functional capacity of microbial communities in
impacted aquatic environments, providing a better understanding of the role of
microorganisms in natural remediation processes.

Key-words: biolog ecoplate, metagenomics water, iron mining



CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

1. Introducéo

O minério de ferro € um elemento essencial na industria extrativista, tanto em
relacdo ao volume da producdo quanto nos investimentos financeiros e a extracao do
mineral é uma das principais atividades econ6micas tanto no Brasil como em todo o
mundo. Apesar da sua importancia no mercado mundial as atividades de mineragéo
afetam negativamente a qualidade dos solos e aquiferos que cercam o local de
extracdo, ameacando a satde humana e os ecossistemas (ANJOS; MAGALHAES;
ABREU, 2012; RODRIGUEZ et al., 2009).

O impacto que a atividade mineradora causa tem sido alvo de pesquisas nos
altimos anos, principalmente em estudos relacionados ao impacto causado nas
comunidades microbianas em solos e em sedimentos (HONG et al., 2015; COSTA et
al., 2015). Porém, poucos estudos tém se centrado sobre o potencial ecoldgico da
microbiota aquatica na mineracdo de ferro apesar de seu impacto ambiental
especifico.

A dificuldade de isolamento de micro-organismos que se desenvolvem em
ambientes extremos e peculiares € universalmente reconhecida (KEMP; ALLER,
2004). Desta forma, uma estratégia poderosa para avaliar a diversidade microbiana
funcional e taxondmica é a abordagem metagenémica. Nos ultimos 20 anos, as novas
tecnologias de sequenciamento, juntamente com ferramentas metagendmicas
computacionais, transformaram a pesquisa de ecologia microbiana.

A metagendmica fornece informacdes sobre as interagcdes das comunidades
microbianas com o meio ambiente e oferece uma oportunidade extraordinaria para
examinar de forma abrangente a resposta do ecossistema as mudancas ambientais
(GILBERT; DUPONT, 2011). No entanto, ainda faltam pesquisas metagendémicas que
avalie completamente a diversidade microbiana em aguas residuais em areas de

mineragao.



Neste estudo aplicamos a abordagem metagendmica juntamente com outas
técnicas, como o isolamento de bactérias e a andlise da diversidade metabdlica, para
avaliar a composicao taxondmica e funcional das comunidades microbianas da agua
de uma cava de mineracdo e de uma lagoa de rejeitos desativadas. A cava e a lagoa
analisadas neste estudo pertencem a Vale do Rio Doce S/A e foram exploradas
durante 30 anos. Esse local esta desativado ha 20 anos e atualmente abriga o Centro

de Pesquisas e Conservacao da Biodiversidade do Quadrilatero Ferrifero (CeBio).

2. Objetivos

O objetivo deste trabalho foi entender a estrutura taxonémica e funcional dos
micro-organismos presentes em amostras de agua de uma lagoa de rejeitos e cava

de mineracao de ferro desativadas.

3. Revisao de Literatura

3.1 Sabaréa e o quadrilatero ferrifero

Sabara € um municipio do estado de Minas Gerais, localizado na regido
metropolitana de Belo Horizonte, Brasil. E caracterizada por apresentar montanhas
rochosas e solos com caracteristicas calcarias que possui grande concentracdo de
ferro. A economia da cidade baseia-se na industria siderargica e no extrativismo
mineral (VARAJAO, 1991). Sabaréa é encontrada dentro do Complexo do Quadrilatero
Ferrifero que engloba riquezas como o minério de ferro, manganés e ouro, tornando-
a umas das principais regides metalogenéticas do mundo.

O quadrilatero ferrifero é explorado desde o final do século XVII, com a
exploracdo do ouro. No século XIX, estas exploracdes intensificaram-se com a

extracdo do ferro e manganés, e resultaram em processos de degradacédo ambiental



de longa data (RUCHKYS; MACHADO, 2013). O Quadrilatero Ferrifero (QF), uma
estrutura geoldgica cuja forma se assemelha a um quadrado, esta localizado na
porcao centro-sul do Estado de Minas Gerais (Figura 1). Abrange uma area de cerca
de 7.000 km? e compreende cinco grandes conjuntos de unidades rochosas:
Complexos metamorficos, Super grupo Rio das Velhas, Super grupo Minas, Grupo
Sabaréa e Grupo Itacolomi (RAMOS, 2016). Em razdo da grande diversidade geoldgica
e topografica o QF é considerado de “importancia biolégica extrema” para a

conservacao da biodiversidade no estado (COSTA, 1998).
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Figura 1. Localizagéo geografica do quadrilatero ferrifero (AZEVEDO et al., 2012).



3.2 IndUstria extrativista e minério de ferro

A importancia da indastria extrativista mineral € notavel em todo o mundo e tem
um impacto relevante na economia brasileira, que historicamente apresenta o0 seu
desenvolvimento em intima relagdo com o aproveitamento dos seus recursos naturais
(D’AGOSTINO, 2008).

Segundo o anuario mineral brasileiro, em 2015, as substancias da classe dos
metalicos responderam por cerca de 76% do valor total da producdo mineral
comercializada (Figura 2). Dentre essas substancias, o aluminio, cobre, estanho,
ferro, manganés, nidbio, niquel e ouro corresponderam a 98,5% do valor da producéo
na classe dos metalicos. O valor da producéo comercializada dessas oito substancias
totalizou 67,5 bilhdes de reais, com destaque para a expressiva participacao do ferro

nesse montante.

Ferro - 61,7%
.~ METALICOS
16%
NAO METALICOS )
24%

Quro - 13 9%

Cobre -10,3%

| Aluminio - 52%
Niquel - d‘,',
Nidbio - 1,0%, Manganés - 0,9%, Estanho - 0,9%

“EEEER ()ytros-1,5%

Figura 2. Participacdo das principais substancias metalicas no valor da producéo
mineral comercializada segundo o anuario mineral brasileiro de 2015.



Industrialmente, a Unica forma pela qual se obtém o ferro (Fe) € a partir de
substancias minerais. O metal € o0 quarto elemento mais abundante da crosta
terrestre, de cuja composicao participa com 4,5% em massa, superado apenas pelo
oxigénio, o silicio e o aluminio (CARVALHO et al., 2014). O minério de ferro &
principalmente utilizado na industria siderdrgica, totalizando 99% do seu destino; o
restante € utilizado como carga na industria de ferro-liga, cimento e eventualmente na
construcdo de estradas (QUARESMA, 2002).

Para a extracao, tratamento e beneficiamento do minério de ferro, é necessario
um complexo de atividades. O processo inicia-se na lavra, onde se rednem as
atividades para a extragdo do mineral. A lavra pode acontecer a céu aberto,
subterraneo e por dissolucédo, dependendo da disposi¢cdo do minério. A lavra a céu
aberto € comumente chamada de cava, e é utilizada quando os depdsitos minerais
sdo encontrados perto da superficie. Com a retirada do material de interesse, a
profundidade da cava aumenta e a exploragdo por longos periodos gera uma grande
depressdo onde se acumulam milhdes de litros de agua, podendo chegar até ao
subsolo.

Durante o decapeamento da mina, sdo obtidos os residuos denominados
estéreis e, na abertura da cava, é extraido o material de interesse, os quais,
respectivamente, seguem para pilha de estéril e para tratamento/beneficiamento
(GONCALVES, 2013). Entre as atividades contidas na cadeia de producédo do minério
de ferro, dar a destinacdo adequada para 0s rejeitos gerados no processo de
beneficiamento tem sido um dos maiores desafios. Em geral, os processos de
beneficiamento do minério envolvem a adicédo de agua; por este fato, comumente 0s
rejeitos sdo dispostos na forma de polpas e, por isso, sdo estocados em barragens ou
lagoas (BOCCAMINO, 2017).

As lagoas de rejeitos séo estruturas que tém a finalidade de reter os residuos
soélidos e agua dos processos de beneficiamento do minério. O rejeito € um material
gue nado possui maior valor econdmico, mas para salvaguardas ambientais deve ser
devidamente armazenado.

A cava de mineracao e a lagoa de rejeitos avaliadas neste estudo pertencem a
Vale do Rio Doce S/A e foram exploradas durante 30 anos. Esse local esta desativado

h4a 20 anos e atualmente abriga o Centro de Pesquisas e Conservagdo da



Biodiversidade do Quadrilatero Ferrifero (CeBio) criado em 27 de junho de 2008
(AZEVEDO et al., 2012). O CeBio apresenta grande representatividade de Campos
Rupestres (Vegetacdo de Canga) e esta inserido entre dois importantes “hotspots”
brasileiros: a Mata Atlantica e o Cerrado. Estes sao considerados entre as regides
com maior biodiversidade do mundo, bem como &reas remanescentes do processo

de mineracao (Capim) e regides reflorestadas com Eucalipto (RAMOS, 2016).

3.3 Importéancia dos micro-organismos na agua

Os micro-organismos sao considerados componentes-chave na estrutura e
funcado dos ecossistemas aquaticos. Por exemplo, as bactérias podem representar até
90% dos micro-organismos presentes nestes ecossistemas, contribuindo com uma
fracdo dominante da biomassa desses ecossistemas (ZEHR, 2010). Com a
capacidade de responder de forma rapida as alteracbes ambientais, os micro-
organismos S&80 0S responsaveis por processos biogeoquimicos, como a
metabolizacdo do carbono organico dissolvido, essencial para o funcionamento do
ecossistema (HAHN, 2006).

No ambiente aquatico, os micro-organismos também realizam interacfes com
a fauna e a flora, possuindo importante interacdo na cadeia alimentar. Através de
alteragBes bioquimicas, os micro-organismos reciclam elementos e nutrientes da
agua, desempenhando um papel importante na manutencao da vida aquatica (CHAO,
2003).

Compreender a atividade da comunidade microbiana de aguas de lagoas e
cavas de mineracao desativadas é essencial para entender os niveis de organizacao
de todo o ecossistema aquatico, jA que a quantidade de informacdes sobre
populagc6es microbianas de dguas residuais de mineracdo no Brasil € escassa devido
a poucos estudos na area e também a dificuldade de se isolar esses micro-

organismos.



3.4 Biolog Ecoplate

As Microplacas de Biolog foram desenvolvidas no final da década de 1980 para
auxiliar na identificacdo de cepas bacterianas (GARLAND; MILLS, 1991). Mais tarde,
0s ecologistas microbianos usaram as placas Biolog para investigar padrbes a nivel
comunitério. A partir dai, foi criada uma nova placa especificamente projetada para
analises comunitarias e estudos ecoldgicos microbianos. Esta nova placa foi referida
como EcoPlate (INSAM, 1997).

O sistema EcoPlate (Biolog, Inc., Hayward, CA, EUA), € um método que mede
a intensidade de utilizacdo de diferentes fontes de carbono pelos micro-organismos e
produz um padréo metabdlico caracteristico daquela comunidade. Este método auxilia
o entendimento da comunidade microbiana e sua diversidade funcional. Nos estudos
ambientais, analises com o sistema EcoPlate podem ser realizadas a partir de culturas
mistas ou isoladas de micro-organismos e de amostras ambientais de solo, agua e
residuos (PIERCE; WARD; DOBBS, 2014).

As microplacas Biolog Ecoplate contém 96 pocos, divididos em trés réplicas de
31 fontes de carbono e um controle negativo, e cada poco também contém meio de
cultura minimo e corante redox violeta tetrazélio (PIERCE; WARD; DOBBS, 2014). As
31 fontes de carbono podem ser divididas em seis categorias de nutrientes: acidos
carboxilicos, aminas, aminoacidos, carboidratos, compostos fendlicos e polimeros
(Tabela 1) (LIMA; GARCIA, 2011). As amostras sao inoculadas diretamente sobre as
microplacas, incubadas em estufa, e a cada 24 horas realiza-se a leitura de
absorbancia, tornando-a assim uma ferramenta rapida e conveniente para comparar
a diversidade das comunidades microbianas (GAVRILESCU, 2010).

A técnica do Biolog Ecoplate € muito utilizada e tem sido muito util para refletir
as mudancas de atividade metabdlica e/ou potencial de versatilidade funcional de
comunidades microbianas expostas a diversos estresses, inclusive pela concentracéo
de metais pesados (PIERCE; WARD; DOBBS, 2014). Com base na utilizacdo desta
técnica, Janniche, Spliid e Albrechtsen (2012) e They et al. (2013) concluiram que o
uso das placas Ecoplate é importante para estudar e comparar os perfis fisiolégicos

de comunidades microbianas em amostras de agua, com ou sem poluigéo.



Tabela 1. Fontes de carbono presentes no Biolog Ecoplate

Substratos

Fontes de Carbono

Polimeros

Carboidratos

Acidos Carboxilicos

Aminoacidos

Amina/Amida

Fendlico

Glicogenio
a-ciclodextrina

Tween 40

Tween 80
D-celobiose
B-metil-D-glicosideo
N-acetil-D-glicosamina
i-Eritridol

D-xilose
Acido-D-galacturdnico
D,L- a-glicerolfosfato
Glicose-1-fosfato
a-D-lactose

D-manitol

Acido y-hidroxibutirico
Acido D-glicosaminico

Ester Metilico do &cido piravico

Acido Itacénico
Acido-D-galacturénico
Acido a-cetobutirico
Acido D-malico
L-serina

L-fenilalanina
L-arginina

L-treonina
L-asparagina

Acido glicil-L-glutamico
Feniletilanina
Putrescina
Acido-2-Hidroxibenzdico

Acido-4-Hidroxibenzoico




3.5 Metagenbmica

Nos ultimos anos a metagendmica revolucionou os estudos em microbiologia
ambiental. Baseada em métodos independentes de cultivo, esta técnica permitiu o
estabelecimento de uma nova abordagem no estudo de diversidade, genbémica e
funcdo génica em micro-organismos ditos “ndo cultivaveis”, visto as dificuldades em
cultivar grande parte da microbiota presente na natureza. Estima-se que apenas 0,1
a 1,0% da microbiota presente nos ambientes séo cultivaveis por meio de métodos
padrdes de cultivo (AMANN; LUDWIG; SCHLEIFER, 1995; TORSVIK; @VREAS;
THINGSTAD, 2002; STREIT; SCHMITZ, 2004)

Em sintese, o termo metagendmica se refere a uma abordagem independente
de cultivo que € baseada na investigacdo das moléculas de DNA de uma mistura de
populacées microbianas, ou seja, € baseada na analise genémica de DNA microbiano
extraido diretamente de amostras ambientais (HANDELSMAN et al., 1998). As
informacdes obtidas a partir da analise de metagenomas podem ser utilizadas para
determinar a diversidade de uma comunidade, a presenga de micro-organismos
especificos ou dominantes, rotas metabdlicas ou a presenca de genes
biotecnologicamente importantes.

A metagenbmica representa um conjunto de técnicas que inclui muitas
abordagens e métodos. Atualmente, sao utilizadas duas abordagens principais de
estudos metagendmicos, que sao: através do sequenciamento do gene 16S rRNA ou
do DNA total (Figura 3).

3.5.1 Targeted sequencing — 16S rRNA

“Targeted sequencing” é uma técnica de sequenciamento de genes alvos ou
“amplicons”, como por exemplo o sequenciamento do gene de 16S rRNA que objetiva
tracar o perfil taxondmico de uma comunidade microbiana, determinando quais
organismos estao presentes na comunidade e qual a sua abundéancia. Para isso, a

diversidade é inferida através da amplificacdo do gene de 16S rRNA pela técnica de
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PCR (Reacédo em Cadeia da Polimerase). Os “amplicons” resultantes sdo submetidos
ao sequenciamento e o0s resultados comparados com um banco de dados,
possibilitando, assim, tracar um perfil taxondbmico da comunidade microbiana,
determinando quais micro-organismos estao presentes e qual sua abundancia relativa
(OULAS et al., 2015). Vale ressaltar que este tipo de sequenciamento engloba apenas
bactérias e arqueias pois o0 RNA ribossomal 16S € um componente da pequena
subunidade 30S dos ribossomos procarioticos.

Uma das caracteristicas que tornam o 16S rRNA um bom marcador molecular
€ que além de estar presente em todos organismos celulares, sua estrutura e funcao
séo conservadas entre os diferentes tdxons (OLSEN et al., 1986; WOESE, 1987).

O sequenciamento do gene de 16S revelou uma enorme diversidade
microbiana na Terra (PACE, 1997; RAPPE; GIOVANNONI, 2003; LOZUPONE;
KNIGHT, 2007) e tem sido utilizado para caracterizar a biodiversidade dos microbios
de uma grande variedade de ambientes, incluindo: intestino humano (MORGAN;
HUTTENHOWER, 2012; YATSUNENKO et al., 2012), raizes de Arabidopsis thaliana
(LUNDBERG et al., 2012), aberturas térmicas oceanicas (MCCLIMENT et al., 2006),
fontes termais (BOWEN DE LEON et al., 2013), solos minerais, como por exemplo do

vulcdo antartico (SOO et al., 2009), entre outros.

3.5.2 Shotgun

O sequenciamento de DNA metagendmico total ou “shotgun” € uma abordagem
de sequenciamento de DNA ambiental relativamente nova e poderosa que fornece
informacdes sobre a biodiversidade e a funcdo da comunidade (SHARPTON, 2014).
Nesta técnica, o DNA total da comunidade microbiana é extraido e sequenciado, sem
a necessidade de amplificacdo de genes. Apos a extracao, todo o DNA é fragmentado
em pequenos fragmentos que sado independentemente sequenciados. O resultado é
analisado por abordagens de bioinformatica onde € possivel explorar
simultaneamente dois aspectos da comunidade microbiana: quais micro-organismos
estdo la (identificacdo taxondémica) e o que eles sdo capazes de fazer (analise
funcional) (SHARPTON, 2014).
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O primeiro trabalho utilizando esta abordagem foi publicado em 2004 e teve
como local de estudo o mar de sargaco. Venter et al. (2004) foram os pioneiros a
aplicar a tecnologia de pirossequenciamento diretamente em amostras ambientais.
Desde entdo, o sequenciamento metagenémico tem sido utilizado para identificar
novos virus (YOZWIAK et al., 2012), caracterizar a diversidade gendmica e a funcéo
de bactérias ndo cultivadas (WRIGHTON et al., 2012), revelar novas proteinas com
funcdes ecoldgicas importantes (GODZIK, 2011), identificar taxons e caminhos
metabdlicos que diferenciam a microbiota intestinal associada a humanos saudaveis
e doentes (MORGAN; HUTTENHOWER, 2012), entre outros. A analise dos
metagenomas também tem sido usada para caracterizar a microbiota de plantas,

especialmente aquelas associadas com raizes e folhas (BULGARELLI et al., 2013).

P
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Figura 3. Métodos de andlises metagendmicas (MORGAN; HUTTENHOWER, 2012).
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CAPITULO 2 - Diversidade taxondmica e funcional de bactérias em aguas

residuais de mineragao

RESUMO - O impacto causado pela atividade mineradora tem sido objeto de
pesquisas nos ultimos anos, mas poucos estudos tém se centrado sobre o potencial
ecologico da microbiota aquatica na mineracdo de ferro apesar de seu impacto
ambiental especifico. Neste estudo identificamos a taxonomia e capacidade funcional
de comunidades microbianas em amostras de agua coletadas de uma Cava de
mineracdo e uma Lagoa de rejeitos de uma regido anteriormente utilizada para
extracdo de minério de ferro no Centro de Biodiversidade (CeBio) da empresa
VALE/SA, em Sabara/MG. O sequenciamento do gene de 16S rRNA realizado na
plataforma lon PGM™ revelou que o filo Proteobacteria (24%) foi o mais abundante
na adgua da Cava e o filo Cyanobacteria (17%) na agua da Lagoa, a qual apresentou
maiores indices de diversidade e riqueza quando comparada com a agua da Cava.
Andlises do potencial funcional e do perfil de atividade metabdlica indicaram um
excelente desempenho quanto a degradacéo de diferentes compostos, apresentando
enriguecimento de subsistemas importantes para ambas as amostras, como 0
subsistema relacionado a processos celulares e processamento de informacao
ambiental para a 4gua da Cava e subsistemas relacionados a atividades do
metabolismo e processamento de informacéo genética para a 4gua da Lagoa. Além
disso, o isolamento com métodos tradicionais de cultivo mostrou que algumas
bactérias apresentam capacidade em produzir algumas enzimas com aplicacao
biotecnoldgica. Nossos dados revelaram uma microbiota bem adaptada ao estresse
do ambiente que estd em processo de recuperacdo da atividade mineradora e
contribuem para ampliar o conhecimento atual da composi¢éo taxondmica e funcional

de micro-organismos de ambientes aquaticos impactados.

Palavras - chave: actinobacteria, biolog ecoplate, diversidade bacteriana,

proteobacteria.
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1. Introducéao

As atividades de mineracdo afetam negativamente a qualidade da agua e do
solo em seu entorno (HONG et al., 2015). O relacionamento entre a mineracao de
ferro e as comunidades microbianas em &guas utilizadas pela indastria para
disposicdo de rejeitos € pouco conhecido apesar de existir grande quantidade de
lagoas e barragens de agua residuais de mineracdo no Brasil. Somente em Minas
Gerais, existem cadastradas no Banco de Dados Ambiental (BDA) 741 barragens; do
total, 454 barragens séo relacionadas as atividades mineradoras, e estima se que 1/3,
cerca de 150 barramentos, sdo para a contencdo de rejeitos (FEAM, 2013;
BOCCAMINO, 2017).

A intervencdo causada ao meio ambiente pela mineracédo e a disposicédo de
rejeitos em lagoas é uma das causas dos ecossistemas de agua doce estarem entre
0os mais degradados do planeta, tendo sofrido perdas proporcionalmente maiores de
espécies e de habitat que quaisquer outros ecossistemas terrestres ou marinhos
(REVENGA, 2000). Deste modo, a diversidade e o metabolismo de comunidades
microbianas presentes em tais ambientes podem fornecer informacdes Uteis sobre
mudancas ambientais, j& que 0s micro-organismos normalmente sdo 0s primeiros
organismos a serem influenciados por altera¢es quimicas e fisicas (CHAVEZ et al.,
2011).

Uma estratégia poderosa para avaliar a diversidade microbiana em aguas
residuais de mineracdo € a abordagem metagend6mica. O sequenciamento do gene
16S rRNA permite identificar o conjunto de microrganismos que vivem em tal ambiente
e em conjunto com outras técnicas, como o Biolog Ecoplate, fornece informacdes
sobre as potenciais interacdes das comunidades microbianas com o meio ambiente.

Nas aguas residuais de areas de mineragdo, encontra-se uma diversidade
enorme de micro-organismos com muitos sistemas biologicos complexos. A atividade
desses, associada a degradacdo de diversos compostos, estéd relacionada com a
minimizacdo da poluicdo ambiental. A biodegradacdo realiza-se através do
aproveitamento dos contaminantes, principalmente como fonte de carbono, o que
permite aos micro-organismos biorremediadores seu uso na divisdo em novas células,

a sintese de moléculas vitais e a obtencao de elétrons para a produgéo de energia.
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Neste estudo, utilizamos o sequenciamento do gene de 16SrRNA juntamente
com o isolamento tradicional de bactérias e a ferramenta Biolog Ecoplate para estudar
a diversidade taxondémica e funcional dos micro-organismos presentes em aguas

residuais de mineracéo.

2. Material e Métodos

As etapas das atividades desenvolvidas neste estudo estdo resumidas no

fluxograma abaixo (Figura 1).

Amostras de Agua
CavaeLagoa
Obtencao do DNA Metagendmico Concentragéo de Metais na Agua
|dentificago Parcial
Amplificagdo da Regio VA-V5 do Gene de 165 rRNA Isolamento de Bactérias
1 l, Producdo de Enzimas
Sequenciamento - lon PGM™ Atividade Metabolica Microbiana - Biolog Ecoplate

l

Anélises Bioinformaticas

1

Classificagéo Taxondmica | | indices de Diversidade | | Predicéo Metabolica Funcional

Figura 1. Fluxograma das atividades desenvolvidas.
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2.1 Coleta das amostras

As amostras da dgua da Cava de mineracéo e da Lagoa de rejeitos (Figura 2 e
Figura 3) foram coletadas no dia 13 de setembro de 2013, em uma regido utilizada
para extracdo de minério de ferro no Centro de Biodiversidade (CeBio) da empresa
VALE/AS em Sabara/MG Brasil, nas seguintes coordenadas geograficas: Lagoa:
19°51°29.02”S / 43°48’16.03”0 e Cava: 19°51°41.34”S / 43°47°25.39”0. A coleta foi
realizada em triplicata com o auxilio da garrafa de Van Dorn e as amostras
armazenadas em recipientes previamente esterilizados de 500 ml. Na Cava de
mineracao a coleta foi realizada em um Unico ponto, em 3 profundidades: superficie,
6m e 12 m, chegando ao fundo. Na Lagoa, as amostras foram retiradas de 3 diferentes

pontos equidistantes entre si na superficie, proximo a margem.

xS S e Tl

Figura 2. Cava de mineracdo do Centro de Biodiversidade (CeBio) da empresa
VALE/SA, em Sabara/MG, Brasil.

Figura 3. Lagoa de rejeitos do Centro de Biodiversidade (CeBio) da empresa
VALE/SA, em Sabard/MG, Brasil.
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2.2 Andlise da concentracdo de metais na agua

Para realizar a determinacédo dos metais, foi feito um “pool” com as triplicatas
de cada amostra de agua, Cava e Lagoa. A analise do teor de metais na amostra de
adgua foi feita em um espectrometro de absorcdo atbmica modelo AAnalyst800
(PerkinElmer), utilizando um atomizador de forno de grafite. Os metais analisados
foram: Mn, Fe, Zn, Cu, Cr, Pb, Ni, Cd, Al, As e Hg.

2.3 Isolamento de bactérias

Para o isolamento das bactérias foi utilizado o “pool” das triplicatas das 2
amostras de agua, Cava e Lagoa. O isolamento foi realizado através de diluicbes
seriadas até 10, sendo transferido 100 pl de cada diluicdo em placas de Petri
contendo meio solido (K2HPO4 0.5g/L; MgS0a4.7H20 0.2g/L; NaCl 0.1g/L; Extrato de
levedura 1g/L; Glicose 10g/L; Agar 9g/L; pH 6.8) com Cicloheximida (inibidor da
sintese proteica em eucariotas) para a garantia de crescimento apenas de bactérias.
Apébs 120 horas, as coldénias com aparéncia morfolégicas diferentes foram coletadas
e cultivadas em tubos SIGMA contendo 5mL de meio liquido (K2HPO4 0.5g/L;
MgS04.7H20 0.2g/L; NaCl 0.1g/L; Extrato de levedura 1g/L; Glicose 10g/L; pH 6.8)
em agitador orbital por 24 horas, a 30°C e agitacdo de 200 xg.

Em seguida, 100 pl do cultivo foi adicionado novamente em placas de Petri para
avaliacdo de sua pureza por observacdo morfologica. ApGs o cultivo por 48 horas a
30°C, foi realizado o estoque das bactérias obtidas, em tubos tipo Eppendorf contendo
20% de glicerol. Os tubos com os estoques bacterianos foram armazenados em ultra-

freezer -80°C.
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2.4 ldentificacdo das bactérias isoladas por sequenciamento do gene de 16S
rRNA

Os isolados foram cultivados em meio liquido (K2HPO4 0.5¢/L; MgSQOa4.7H20
0.2g/L; NaCl 0.1g/L; Extrato de levedura 1g/L; Glicose 10g/L; pH 6.8) durante 48 horas,
sob agitacdo de 100 xg, 28°C. A suspensédo bacteriana foi centrifugada, o
sobrenadante descartado e o precipitado foi utilizado para a extracdo de DNA
gendémico (MARMUR, 1961). A extracdo do DNA gendmico dos isolados foi realizada
segundo Marmur (1961) e o gene de 16S rRNA foi amplificado pela reagdo em cadeia
da polimerase (PCR), utilizando o oligonucleotideo iniciador fD1, que faz parte do
conjunto de “primers” universal fD1/rD1 (WEISBURG et al., 1991)

As reacdes de PCR continham 20 mM de Tris-HCI; 1,5 mM de MgCI2; 5 pMol
do primer; 1,25 U de Taq polimerase e 40 ng/pl de DNA. A reacdo de PCR foi
conduzida em termociclador, sendo o primeiro ciclo de desnaturagéo a 95°C durante
1 minuto, seguido de 40 ciclos a 95°C durante 2 minutos, 36°C durante 1 minuto, 72°C
durante 1 minuto, seguido de uma extensao final por 5 minutos a 72°C.

Os produtos de PCR foram purificados utilizando o kit “Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System - Promega Corporation” e os “amplicons” usados para as
reacoes de sequenciamento.

O sequenciamento foi realizado em sequenciador ABI 3700 (Applied
Biosystems). As sequéncias de nucleotideos foram analisadas com o banco
Ribosomal Database Project (RDPII) utilizando a ferramenta Classifier (WANG et al.,
2007).

2.5 Avaliagédo da producgédo de enzimas pelos isolados bacterianos

A avaliacdo da producdo de celulase, amilase, protease, lipase e enzimas
solubilizadoras de fosfato foi realizada pelo cultivo dos isolados em meios especificos.
A avaliagéo da producao de celulases foi feita através do cultivo em meio solido
BHB (BUSHNELL; HAAS, 1940) contendo carboximetilcelulose (0,5%), por cinco dias.
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Apéds o cultivo, a deteccdo da enzima foi avaliada pela coloracdo das placas com
vermelho congo a 0,1% em 4gua (TEATHER; WOOD, 1982).

A producéo de amilase foi verificada utilizando-se meio amido-agar e coloracéo
com lugol (SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008). Proteases foram identificadas
através do cultivo em meio solido “Yeast Malt Agar — YMA” (VINCENT, 1970),
suplementado com leite desnatado (SOUZA; OLIVEIRA; ANDRADE, 2008). As lipases
foram avaliadas pelo cultivo dos isolados em meio solido contendo azeite de oliva
segundo Sierra, 1957. Para verificar a producéo de enzimas solubilizadoras do fosfato
de calcio insoluvel utilizou-se o meio NBRIP descrito por Nautiyal (1999).

Todas as placas foram inoculadas com 25uL de suspensao bacteriana. Os
meios foram incubados em estufa tipo BOD a 30°C, durante 5 dias. A producdo das
enzimas foi avaliada pela formacdo de halo especifico ao redor das bactérias

cultivadas.

2.6 Avaliacao da diversidade metabdlica da populagédo microbiana das amostras

de agua

A determinacédo do perfil metabdlico das comunidades microbianas foi avaliada
inoculando aliquotas de 120 ul das amostras de agua nas cavidades das microplacas
de Biolog Ecoplate (Biolog.Inc, Harward, CA, USA). Cada microplaca contém 31
fontes de carbono, em triplicata, e 1 cavidade sem fonte de carbono (controle
negativo), além de corante indicador tetrazolio violeta (URAKAWA et al., 2013). As
placas foram mantidas a 28°C em estufa tipo B.O.D e o consumo de cada substrato
foi avaliado pelo desenvolvimento da absorbancia por espectrofotometria a 590 nm, a
cada 24 horas durante 4 dias.

A capacidade de utilizar uma fonte de C foi calculada conforme Ibekwe e
Kennedy (1998) pela avaliagdo do potencial de redugéo do corante tetrazolio. Os
valores de absorbancia foram subtraidos do branco e normalizados segundo Weber
et al. (2007), e em seguida foi calculada a mediana dos valores das leituras dos
diferentes tempos, pois enzimas apresentam diferentes cinéticas quanto a

degradacéo de substratos.
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Os indices de desenvolvimento médio de cor (AWCD), diversidade de Shannon
e rigueza de substrato foram realizados por analises estatisticas, tais como andlise de
variancia ANOVA e teste de Tukey da diferenca honestamente significativa (0,05%).
A analise de agrupamento “heatmap” foi utilizada para avaliar os substratos que foram
mais utilizados em cada amostra. Todas as analises foram realizadas com o software
R, versdo 3.1. Além destas analises também foi realizada a analise dos componentes
principais (PCA) da mediana dos valores de absorbancia dos diferentes tempos. Esta
analise foi expressa graficamente em um plano bidimensional que possibilita observar

as associacoes entre as duas amostras.

2.7 Extracao e quantificacdo do DNA metagenémico

Para a extracdo do DNA metagendmico 1,5 L de cada amostra de agua foi
filtrada a vacuo em membranas de 0,45 um estéreis Millipore Express®. Apos a
filtragem, cada membrana foi separadamente submetida a extracdo do DNA total das
bactérias utilizando o kit Power Water DNA Isolation (Mo Bio®), seguindo as
recomendacdes do fabricante. As amostras de DNA extraidas totalizaram 18
amostras, sendo 3 amostras para cada ponto de coleta.

Em seguida o DNA metagendmico foi submetido a uma eletroforese realizada
em uma cuba Max Cell EC 360M- (Loccus), conduzida em tampéao TBE 1X (Tris 89
mM, acido bérico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), em gel de agarose 0.8% acrescido
de brometo de etidio (0,5 mg/mL) durante aproximadamente 2 h, a voltagem constante
de 90V. O perfil eletroforético foi visualizado sob luz UV e documentado através de
um sistema de documentacéo de géis GEL DOC Universal Hood Il (BIO-RAD). Para
qguantificar o DNA, foi utilizado o aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies)
com o kit Qubit™ DNA HS Assay Kit (Invitrogen®) seguindo-se as recomendacdes do
fabricante.
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2.8 Amplificacéo daregiao V4-V5 do gene de 16S rRNA

O gene 16S rRNA foi amplificado utilizando oligonucleotideos iniciadores
descrito por Quince et al. (2011). Estes oligonucleotideos compreendem a regido V4-
V5 do gene, contendo em torno de 400-500pb.

A PCR foi realizada em um volume final de 20 pl contendo: enzima KAPA HIFI
Hot Start (ReadyMix PCR Kit), 10 yM de cada primer, 0,001 ug/ pyl de BSA e agua
deionizada ultra pura para completar o volume final da reacdo. A reagcdo de
amplificagcéo foi realizada em termociclador GeneAmp® PCR System 9700 (Applied
Biosystems), sendo 3 minutos a 95°C, seguido por 30 segundos a 95 ° C, 1 minuto e
30 segundos a 55°C, 45 segundos a 72°C por 35 ciclos, e em seguida 5 minutos a
72°C.

Apébs a amplificacdo o produto de PCR foi purificado utilizando o Kit DNA Clean
and Concentrator (Promega), seguindo as instrucdes do fabricante. A pureza e
qgualidade das amostras a serem sequenciadas foram verificadas no Agilent 2100

Bioanalyser.

2.9 Sequenciamento da regido V4-V5 do gene de 16S rRNA

Apbs a PCR e purificagdo das amostras da Cava e da Lagoa, as bibliotecas da
regido V4-V5 do gene 16S rRNA foram construidas utilizando-se o Prepare Amplicon
Library without Fragmentation utilizando o kit lon Plus Fragment Library, seguindo-se
as recomendacdes do fabricante.

O sequenciamento da regido V4-V5 do gene 16S rRNA foi realizado na
plataforma lon PGM™ (Personal Genome Machine) da Thermo Fisher Scientific,
utilizando-se o chip 318, e os kits lon PGM Template OT2 400 (Life Technologies) e o
lon PGM Sequencing 400 (Life Technologies), de acordo com as recomendacgdes do

fabricante.
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2.10 Anédlises bioinformaticas

A qualidade das sequéncias da regidao V4-V5 do gene 16S rRNA obtidas foi
avaliada utilizando a ferramenta FastQC Vv.0.10
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/). Os resultados da andlise

do FastQC foram visualizados em arquivo HTML, onde observou-se estatisticas
basicas das sequéncias, como o0 numero e o tamanho dos “reads” gerados, valores e
indices de qualidade, além do contetdo GC e niveis de duplicacdo das sequéncias.

As sequéncias de baixa qualidade (PHRED 20) foram removidas utilizando
Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014). Apos a andlise de tratamento, as
sequéncias foram submetidas ao programa Qiime 1.8.0 (Quantitative Insights Into
Microbial Ecology) (CAPORASO et al, 2010), seguindo o protocolo SOP
(procedimento de operacdo padrdo) onde sado realizadas andlises para a retirada de
possiveis quimeras, geracdo das unidades taxondmicas operacionais (UTOs) e
classificacdo taxondmica utilizando uma base de dados de referéncia. Este conjunto
de sequéncias foi alinhado utilizando como referéncia o banco de dados Greengenes
para os genes 16S rRNA de bactéria (DESANTIS et al., 2006). Em seguida, foi
verificada e selecionada a regido do alinhamento (V4-V5) onde pelo menos 97% das
sequéncias deveriam apresentar sobreposicdo. Os dados foram normalizados
tomando como base no menor grupo, o grupo CS3, que apresentou a menor
quantidade de sequéncias (11.143), filtrando a matriz de distancia de 0,03 entre as
sequéncias (3% de diferenca).

As andlises estatisticas foram realizadas com SHAMAM (SHiny application for
Metagenomic ANalysis), (shaman.c3bi.pasteur.fr) com base no software R v3.1.1 e no
pacote Bioconductor v2.14 (GENTLEMAN et al., 2004). A matriz das Unidades
Taxondmicas Operacionais (UTOs) foi normalizada no nivel UTOs utilizando o método
de normalizag&o incluido no pacote DESeq2 R v1.4.5, descrito por Anders e Huber
(2010) e sugerido por Mcmurdie e Holmes (2014). As contagens normalizadas foram
entdo somadas para aumentar o poder da analise estatistica. O modelo linear
generalizado (GLM) implementado no pacote DESeqg2 R v1.4.5 (LOVE; HUBER,;

ANDERS, 2014) foi aplicado para detectar as diferencas na abundancia entre os filos


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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e familias para o grupo de amostras de agua da Cava e Lagoa. Os “p-values” foram
ajustados de acordo com Benjamini e Hochberg (1995).
A analise das coordenadas principais (PCoA) foi realizada com ade4 R v1.7.2

e o grafico foi gerado com ggplot2 v1.0.1.

2.11 Predicao metabdlica funcional

Para a predicdo funcional e analise comparativa as UTOs geradas através do
programa QIIME versdo 1.8.0. As informacdes dos taxons foram utilizadas como
entradas para o software PICRUSt versdo 1.1.0 (LANGILLE et al., 2013). Assim, foram
geradas tabelas no formato BIOM contendo as predi¢des funcionais das amostras da
Cava e Lagoa por meio de associacdes do gene marcador 16S rRNA com 0s niveis
categorizados de acordo com o banco de dados KEGG (KANEHISA et al., 2016)

O software STAMP v 2.1.3 (“Statistical Analysis of Metagenomic Profiles”)
(PARKS et al., 2014) foi utilizado para determinar as diferencas de composicao
funcional, estatisticamente significativas, entre as duas amostras Cava e Lagoa. Para
isso, foi utilizado o teste estatistico welch's t-test com o método FDR de Benjamini-

Hochberg para correcao de testes multiplos e filtragem por g-value < 0,05.
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3. Resultados

3.1 Avaliacédo da agua quanto a concentracdo de metais e pH

Foi identificada a presenca de 5 diferentes metais na agua da Cava: Aluminio,
Cobre, Ferro, Manganés e Niquel, enquanto na amostra de agua da Lagoa detectou-
se apenas o Aluminio e o Ferro. A Tabela 1 mostra que as concentracfes do
Manganés e Niquel na agua da Cava excederam o maximo permitido pelo Conselho
Nacional do Meio Ambiente — CONAMA para agua doce de classes 1 e 2 (resolucéo
357/2005). O Ferro, Cobre e Aluminio, apesar de detectados, ndo possuem limites
para a forma total estabelecidos pela CONAMA 357/05. O pH da agua foi
caracterizado como acido para Cava (pH = 5,5) e neutro (pH=7,2) para a Lagoa.

Tabela 1. Concentracdo de metal na 4gua da Cava e da Lagoa.

Metais Cava (mg L) Lagoa(mgL™) CONAMA

(Total) Resoluc¢do 375/2005 (mg L)
Al 0,01+0,00 0,03+0,00 0,3 (Al dissolvido)
As 0 0 0,01
Cd 0 0 0,001
Cr 0 0 0,05
Cu 0,83+1,44 0 0,009 (Cu dissolvido)
Fe 55,83+7,94 4,33+0,57 0,3 (Fe dissolvido)
Hg 0 0 0,0002
Mn 1,17+0,28 0 0,1
Ni 0,17+0,28 0 0,025
Pb 0 0 0,01
Zn 0 0 0,18
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3.2 Producao de enzimas e identificacdo parcial das bactérias isoladas

No isolamento foram obtidas 08 bactérias que, pelo sequenciamento parcial do
gene 16S rRNA e comparacédo das sequéncias com o banco de dados RDP, ao nivel
de confianca de 80%, foram identificadas como membros do filo Proteobacteria. A
grande maioria dos isolados, sendo eles nhomeados como: C3, L3, L4, L5 e L6,
pertencem a familia Oxalobacteraceae e foram identificados como membros do
género Undibacterium. Representantes da familia Burkholderiaceae, os isolados C1 e
C6 pertencem ao género Ralstonia, e o isolado L2, a familia Comamonadaceae,

pertencendo ao género Curvibacter (Tabela 2).

Tabela 2. Identificacdo dos isolados da Cava e Lagoa baseado no banco de dados

RDP.
Isolado pb* Filo Familia Género
C1 1.169 Proteobacteria Burkholderiaceae Ralstonia
C3 1.323 Proteobacteria Oxalobacteraceae Undibacterium
C6 1.290 Proteobacteria Burkholderiaceae Ralstonia
L2 1.290 Proteobacteria Comamonadaceae Curvibacter
L3 1.252 Proteobacteria Oxalobacteraceae Undibacterium
L4 1.260 Proteobacteria Oxalobacteraceae Undibacterium
L5 1.260 Proteobacteria Oxalobacteraceae Undibacterium
L6 1.288 Proteobacteria Oxalobacteraceae Undibacterium

*Tamanho do fragmento sequenciado em pares de bases

Das bactérias obtidas, 3 isolados da Lagoa de rejeitos e 3 da Cava de
mineracao apresentaram capacidade de produzir diferentes enzimas em meio solido,
0 que pode ser de grande interesse biotecnolégico. Dentre as enzimas avaliadas,
observou-se a producdo de enzimas celulase, protease, lipase e enzimas
solubilizadoras de fosfato. Nenhum dos isolados formou halo na presenga de amido.

Na Tabela 3 podemos observar os isolados que apresentaram atividades enzimaticas.
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Tabela 3. Atividade enzimatica dos isolados da Cava e Lagoa.

: . Solubilizacéo
Isolados Amilase Protease Lipase Celulase ¢

de Fosfato
C1 - - - - +
C3 - + - - -
C6 - - + - +
L2 - + - + +
L3 - - - - -
L4 - - - + -
L5 - - - - -
L6 - - + + -

3.3 Capacidade funcional da populacdo microbiana através da avaliagcdo do
metabolismo de carbono

O estudo do perfil metabdlico das comunidades microbianas presentes em
adguas residuais de mineracdo empregando a técnica do Biolog Ecoplate visa
identificar a capacidade funcional do conjunto de micro-organismos que vivem em tal
ambiente. Os valores de AWDC observados na Figura 4 refletem a capacidade da
utilizacao das diferentes fontes de carbono ao longo do tempo.

Este resultado evidenciou um aumento progressivo da atividade metabdlica
para a populacdo da agua da Lagoa, que a partir das primeiras 24 horas apresentou
maior consumo das diferentes fontes de carbono, aumentando significativamente ao
longo do tempo, enquanto que a populacdo presente na agua da Cava atingiu o
méaximo da utilizacdo dos substratos com 48 horas, e ap0s este periodo a atividade

se tornou estavel.
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Figura 4. indice de desenvolvimento médio da cor (AWDC) ao longo do tempo (96
horas) para Cava e Lagoa.

Os indices de diversidade de Shannon (E) e riqueza de substratos (R) foram
calculados no tempo de incubacédo de 48 horas. O indice de Shannon para a Cava foi
de 0,7159 e para a Lagoa foi de 0,7222, pelo teste de Tukey, ao nivel de significancia
de 0,05%. Os valores médios dos indices obtidos para a amostra de agua da Cava e
da Lagoa nao apresentam diferencas estatisticas significantes.

Os valores médios da riqueza de substratos para a amostra da Cava de
mineracao foi de 13,66 e para a Lagoa de rejeitos foi de 19,66. As médias desses
tratamentos apresentaram diferencas significantes.

A Figura 5 nos mostra um agrupamento hierarquico com a mediana dos valores
da absorbancia para as diferentes fontes de carbono utilizadas no Biolog Ecoplate.
Observamos que o grupo de substratos mais intensamente utilizados na amostra da
agua da Cava e Lagoa foram os carboidratos, seguidos dos aminoacidos e dos acidos
carboxilicos, sendo que o0s polimeros também obtiveram uma porcentagem
significativa. 1sso demonstra que ha uma importante capacidade de consumo de
diferentes fontes de carbono por ambas amostras. Por outro lado, o metabolismo de
aminas-amidas se mostrou mais acentuado na populacdo da Cava quando se

compara com os dados da amostra da Lagoa.
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Figura 5. Heatmap mostrando o uso de diferentes tontes de carbono e a intensidade
de degradacao em escala colorimétrica, comparando os dois ambientes, Cava
e Lagoa.

Para investigar como as amostras da agua da Cava e Lagoa se correlacionam,
foi realizada a partir das medianas dos valores de absorbancia a analise de
componentes principais (PCA). Esta andlise é exibida em um plano bidimensional
(Biplot) onde podemos identificar o comportamento das varidveis e observar as
associacbes entre os pontos amostrais. Na Figura 6, observamos um primeiro
componente principal (PC1) que explica 79,85% da variagdo dos perfis das
comunidades e um PC2 que explica 20,14% do total da variancia. As duas amostras

apresentaram tendéncias para o consumo dos mesmos grupos de fonte de carbono,
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como, por exemplo, os carboidratos, mas houve uma diferenca onde observamos uma

preferéncia da amostra da agua da Lagoa para o consumo de aminoécidos como a L-

serina, L-arginina, L-treonina e L-asparagina e a da amostra da agua da Cava, para

aminas-amidas, com maior consumo da Putrescina.

084

‘\’-erythn fol

D-mannif

D,L-Alpha-glycerol ghésphate®

4-hydroxy benzoic acide

#D-glucosaminic acid ®ohenylethyl-amine
L

CAVA
\ 93eta-methyl-D-Glucosidase
®outrescine

®pyruvic acid methyl ester

N-acetyl-D-glucosamine®

PC 2 20,14%

®D.galacturonic acid

2-hydroxy benzoic acide ,WM%H n Glycyl-L-glutantic acid *Teween 40
T s T T T T T
X z z ®Alpha-D-I ( .
0 16 12 Hola-D-Reloses mﬁiﬁ%%z a;&-pnenylalanhe A 04 08 8 _serine 12 16
{
\ ®_threonine ®_asparagine
®Glucose-1-phosphate
-041 \\ *Teween 80
®D_galactonic acid lactone \\
®D-malic acid L *D-cellobiose
081 o prginine \
LAGOA

PC179,85%

Figura 6. Analise de componentes principais (PCA) das amostras de agua da Cava e
Lagoa. Foram utilizadas as medianas dos valores de absorbancia dos

diferentes tempos de leitura.

3.4 Diversidade da comunidade bacteriana presente nas amostras da Cava e

Lagoa avaliadas pelo sequenciamento do 16S rRna na plataforma lon PGM™

O sequenciamento na plataforma lon PGM™ Torrent do 16S rRNA das 9

amostras da Cava e das 9 amostras da Lagoa gerou um total de 3.433.255 reads, com
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fragmentos variando entre 456 a 508 pb (pares de bases), contendo 905.177 de
sequéncias apos a filtragem realizada com Trimmomatic.

Os valores de riqueza das UTOs das amostras da Cava e da Lagoa foram
calculados através do programa QIIME 1.8.0 de acordo com o indice de Chao-1, esta
andlise revelou que a maior riqueza ou o maior numero de contagem de UTOs foi

apresentado na amostra da Lagoa (Figura 7).
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Figura 7. Curva de rarefacédo riqueza de UTOs dos dois grupos de amostras, Cava e
Lagoa, estimados pelo indice Chao-1 através do programa QIIME,
demonstrando maior rigueza de UTOs presentes na agua da Lagoa.

O padrdao da curva de rarefacdo observado na Figura 7 indica que a
amostragem realizada foi suficiente para atingir grande parte do numero de espécies
total da comunidade e que o numero de UTOs por sequéncias amostradas foi em torno
de 11.000.

Para comparacdo das amostras de 4gua, foi utilizado a analise de coordenadas
principais (PCoA) baseada na distancia de Bray-Curtis para visualizar os

agrupamentos e a dissimilaridade na composi¢cao procariotica das comunidades da
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adgua da Cava e Lagoa. Esta andlise revelou uma clara separacgéo entre os dois grupos

de bactérias (Figura 8).
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Figura 8. Analise de coordenadas principais (PCoA) das amostras de agua da Cava
e Lagoa baseada na distancia de Bray-Curtis.

Alfa diversidade, indices de Shannon, Simpson e InvSimpson estédo exibidas
na Figura 9. Esta analise de riqueza e diversidade mostrou que a agua da Lagoa
possui maiores indices em relacéo a agua da Cava, compativel com o observado na
curva de rarefacédo. Apesar dos indices estarem abaixo aos de um ambiente natural,
a diversidade e riqueza presente na agua da Cava e Lagoa pode indicar uma grande
guantidade de bactérias adaptadas ao estresse do ambiente que esta em processo

de recuperacao da atividade mineradora.
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Figura 9. indices de Alfa diversidade, Shannon, Simpson e InvSimpson para as
amostras de 4gua da Cava e Lagoa.

A analise das sequéncias geradas permitiu a classificacdo das bactérias com
base na matriz de unidades taxonémicas operacionais (UTOs) através do software
QIIME com o banco de dados Greengenes. Os resultados mostraram 12 filos, com
uma porcentagem de anotagdo de 100%. As comunidades mais predominantes na
amostra da agua da Cava pertencem aos filos Proteobacteria (49,2%) e
Cyanobacteria (45,8%), e para a amostra da agua da Lagoa foram atribuidas aos filos
Cyanobacteria (34%) e Actinobacteria (33,5%) (Figura 10 A).
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Figura 10. Filiagdo taxon6mica obtida através do banco de dados Greengenes, das
amostras de agua da Cava e Lagoa em niveis de filo (A) e familia (B).
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Com a analise de filiacao taxondmica foi possivel identificar 47 familias, com
uma porcentagem de anotacdo de 77,88%. A Figura 10B mostra as 12 mais
abundantes; dentre elas destacam-se, para a amostra da Cava, as familias
Oxalobacteraceae (47,2%) e Pseudomonadaceae (16,2%), e para a amostra da
Lagoa, as familias ACK-M1 (46%) e Synecochoccaceae (10,2%).

Os principais géneros identificados na Cava foram: Pseudomonas (49,4%)
Hyphomicrobium (19,8%) e Burkholderia (12,4%). Na Lagoa, Synechococcus (36,6%),
Agrobacterium (16,5%), Bradyrhizobium (12,1%) e Hymenobacter (11,4%) (Figura
11). A porcentagem de anotagdo, segundo as estatisticas realizadas com SHAMAN
para nivel de género foi de 32,58%.

Taxonomia

-1
o
X

.Pseudomonas
Synechoccocus

Burkholderia
Hyphomicrobium

Agrobacterium

Bradyrhizobium

Hymenobacter

Streptococcus
.Janthinobacterium

Mycobacterium

Abundancia (%)

Pseudonocardia

Flavisolibacter
251 |

o
N

Cava Lagoa

Figura 11. Filiacdo taxondmica obtida através do banco de dados Greengenes, das
amostras de agua da Cava e Lagoa em nivel de género.
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3.5 Predicéo do potencial metabdlico funcional

Os resultados da predicdo do potencial metabdlico funcional foram obtidos
atraves do software PICRUSt “Phylogenetic Investigation of Communities by
Reconstruction of Unobserved States”. Este software utiliza uma abordagem
computacional para prever a composicao funcional de metagenomas. As analises sao
baseadas em pesquisas de genes marcadores 16S rRNA através do uso de banco de
dados como IMG ‘“Integrated Microbial Genomes ou Greengenes para inferir o
potencial codificador a partir das UTOs e para a classificagdo funcional, utiliza os
bancos de dados KEGG ou COG (Clusters of Orthologous Groups of Proteins)
(LANGILLE et al., 2013).

Para realizar as predi¢des de potenciais fungdes metabdlicas nas amostras de
agua da Cava e Lagoa utilizou-se o banco de dados KEGG como referéncia. O banco
de dados KEGG possui 3 niveis de categorizacdo de subsistemas, neste estudo
analisamos os niveis 1 e 2.

A categorizacdo de nivel 1 inclui: processos celulares, processamento de
informacdo ambiental, processamento de informagéo genética, metabolismo, sistema
do organismo e ndo classificados. Estdo incluidos no nivel 2: metabolismo de
aminoéacidos, metabolismo de carboidratos, comunicac¢ao celular, crescimento e morte
celular, motilidade celular, energia de metabolismo, adaptagdo ambiental,
metabolismo de lipidio, transporte de membrana e processamento de reparo de DNA.

Através dos testes estatisticos realizados utilizando o software STAMP
(Statistical Analyses of Metagenomic Profiles) foi possivel realizar a andlise
comparativa dos perfis metabdlicos, na Figura 12 observamos a comparacao das
amostras com o nivel 1 de classificacdo KEGG. Esta andlise revelou diferencas
estatisticamente significativas entre as amostras. Na amostra de agua da Cava houve
mais sequéncias relacionadas a processos celulares e processamento de informacéo
ambiental, j& a amostra da agua da Lagoa mostrou maior propor¢cado de sequéncias

em atividades do metabolismo e processamento de informag&o genética.
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Figura 12. Diferencas estatisticamente significativas no subsistema funcional no nivel
1 de classificacdo no banco de dados KEGG entre as amostras de agua da
Cava e Lagoa.

Na Figura 13 podem ser observadas as predicdes das potenciais funcdes
metabdlicas no nivel 2. A amostra da dgua da Cava apresentou em maior propor¢cao
0s subsistemas de motilidade celular, mecanismos de transducao de sinal, canal de
ions de poros, moléculas estruturais intracelulares e de membrana e o subsistema

relacionado a transporte por membrana.
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Figura 13. Diferencas estatisticamente significativas no subsistema funcional no nivel
2 de classificacdo no banco de dados KEGG entre as amostras de agua da

Cava e Lagoa.

Por outro lado, funcionalmente (Figura 13) a amostra da 4gua da Lagoa

destacou-se por apresentar propor¢cdes maiores da maioria dos subsistemas

encontrados como, por exemplo, os relacionados com o metabolismo de varias

moléculas (aminoacidos, lipidios, nucleotideos, terpenoides e poliketides),

biossintese de outros compostos secundarios, metabolismo de carboidrato, traducéo,

replicacdo e reparo, funcdes gerais preditas, metabolismo energético, dobragem,

classificacdo e degradacdo, metabolismo e degradacéo de xenobidticos.
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Ambas as amostras sdo enriquecidas com subsistemas importantes em
maiores proporg¢des como, por exemplo, o subsistema relacionado ao metabolismo de
carboidratos, transporte por membrana e metabolismo de aminoacido, o qual pode
indicar que as bactérias estdo assimilando nitrogénio ou carbono através dessa via.
De um modo geral a presenca desses subsistemas identificados em maior abundancia
demonstram um bom desenvolvimento de func¢des béasicas e vitais dos micro-

organismos.

4. Discussao

Alguns estudos demonstraram que 0s metais influenciam os micro-organismos
afetando o seu crescimento, morfologia e metabolismo, resultando num decréscimo
da biomassa e diversidade (ELLIS et al., 2003; MALIK; AHMAD, 2002). Desta forma
neste estudo, foi analisada a concentracdo de metais na dgua de uma Cava de
mineracao e de uma Lagoa de rejeitos existentes em uma area de mineracao de ferro
desativada.

A amostra de agua da Cava apresentou altas concentracdes de metais e alguns
deles (manganés e niquel) excederam o nivel maximo permitido para agua doce de
classes 1 e 2, segundo normativa do Conselho Nacional do Meio Ambiente —
CONAMA (resolucédo 357/2005). Além desses, o ferro total, mesmo ndo possuindo
limites estabelecidos pela resolucéo, apresentou alta concentracdo na agua da Cava
e Lagoa. Nossas amostras mostraram concentracdes bem elevadas (Cava 55,8 mg L-
L e Lagoa 4,3 mg L) qguando comparadas a lagoas de cava oriundas da mineracao
do ferro e ouro, estudados por Gongalves (2013), que apresentaram concentragdes
maximas de ferro total em torno de 1,7 mg L.

O Ferro e o0 Manganés sdo comumente detectados acima dos padrbes
estabelecidos pela resolucdo CONAMA 357/05 em lagos e rios de Minas Gerais
devido as caracteristicas geoquimicas das bacias. Elevadas concentragbes podem
ser encontradas em aguas subterraneas e no hipolimnio sem presenca de oxigénio.
Nestas condicGes, o ferro e 0 manganés solubilizam-se (Fe?* e Mn?*) e, ao entrarem

em contato com o oxigénio, precipitam-se (Fe3* e Mn**) (GONCALVES, 2013).
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O niquel € um elemento de ocorréncia natural, encontrado principalmente como
oxidos e sulfetos (KUMBASAR, 2009), o Brasil possui uma das 7 maiores reservas
mundiais de niquel, que sao distribuidas em diversos estados, incluindo Minas Gerais.
A presenca deste elemento na amostra de adgua da Cava pode estar associada a
ocorréncia natural do niquel na natureza (MESQUITA, 2010). A presenca de cobre
também pode ser atribuida a origem natural. Classificado como metal tragco, o cobre
tende a ser identificado em maior concentracdo em lagos de pH acido (GONCALVES,
2013), caracteristica tal observada na agua da Cava. A resolucdo CONAMA 357/05
nao estabelece limite para o cobre total, analisado em nosso estudo; no entanto,
determina para o cobre dissolvido (0,009 mg/L).

O potencial hidrogenidnico (pH) esta relacionado a concentracdo dos ions
H3sO+ nas aguas. O pH é importante pois afeta a solubilidade de diversas substancias,
a distribuicdo das formas livre e ionizada de diversos compostos quimicos e, em
funcéo disso, o potencial de toxicidade de varios elementos (CELICO, 2015).

Além das concentracdes médias a elevadas de metais pesados, aguas de lagos
provenientes da extracdo de minerais, principalmente os sulfetados, tendem a possuir
baixo pH (GAMMONS et al., 2009; ZHAO et al., 2009). Os minerais que contém o ferro
podem ser sulfetados ou néo, e os lagos formados em ambientes onde 0s minerais
nao sao sulfetados, como a hematita (Fe203) possuem pH perto da neutralidade
(GODWIN, A. L.; LEE, P. F.; CONLY, A. G.; GOOLD, 2010), o que foi observado na
agua da Lagoa de rejeitos, que apresentou pH 7,2, e na agua da Cava, que apresentou
pH 5,5, este apresentando carater levemente acido. Para agua doce das classes 1 e
2, a Resolugdo CONAMA 357/2005 estabelece pH entre 6 e 9. Gongalves (2013)
estudou as caracteristicas limnolégicas de lagos formados em cavas de mineracao
formados a partir da extracdo de ferro e ouro em Minas Gerais e observou que o pH
foi neutro na maioria das amostras observadas (GONCALVES, 2013).

Mesmo néo sendo formada em ambiente que possui minerais sulfetados, o pH
com tendéncia a acidez na Cava de mineracdo analisada pode estar relacionado a
diversos fatores, como por exemplo a composi¢cdo da rocha, que com as chuvas,
aumenta o favorecimento da precipitacdo e da oxidacdo de minerais que estao
presentes nas paredes da Cava, aumentando, assim, a predisposi¢cao para oxidagao

dos minerais, com consequente reducéo do pH. Segundo Boehrer e Schultze (2008),
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a acidez em lagos de mineracdo também pode estar atribuida ao contato entre as
camadas Oxica (presenca de oxigénio dissolvido) e anodxica (sem presenca de
oxigénio dissolvido).

Neste trabalho foi utilizada uma combinacdo de técnicas para inferir a
taxonomia e o potencial metabdlico da comunidade microbiana, que pode ser utilizada
para estimar as modificacdes causadas por fatores abibticos ou estresse, como por
exemplo, a atividade mineradora. Alguns membros das comunidades bacterianas das
amostras de agua da Cava e Lagoa foram isolados através de técnicas tradicionais
de cultivo. Poucos organismos foram isolados e os resultados mostraram que 0s
isolados obtidos pertencem aos géneros: Ralstonia, Undibacterium e Curvibacter
(Tabela 2).

Bactérias do género Ralstonia identificada nos isolados provenientes da Cava
(C1 e C6) séao resistentes a Hg e outros metais toxicos, e possuem capacidade de
precipitar metais catidnicos, ja tendo sido isoladas de aguas residuais da industria
téxtil, onde apresentaram potencial em tolerar 4-aminobenzenesulfonate (4-ABS) e
utiliza-lo como unica fonte de carbono (LLOYD; LOVLEY, 2001; MING et al., 2011).
Mondal, Majumder e Mohanty (2008) mostraram que Ralstonia realiza a remocéao
biologica de arsénio em 4guas contaminadas com este metal.

Os isolados C3, L3, L4, L5 e L6 correspondem ao género Undibacterium,
pertencente a familia Oxalobacteraceae, e sdo frequentemente encontradas em
ambientes aquaticos. Nahm et al. (2017) mostraram em seu estudo que o género
Undibacterium possui atividade celulolitica e capacidade em remover biofilme em lodo
ativado. Também foi reportada a presenca e tolerancia deste género em aguas
subterraneas contaminadas com arsénio (GHOSH; SAR, 2013).

Curvibacter presente na amostra da agua da Lagoa (isolado L2) ja foi descrito
por sua capacidade em reduzir nitrato (DING; YOKOTA, 2004) e precipitar carbonato
de calcio (ZHANG,; LI; LV, 2017), aléem de degradar diferentes ftalatos, que sao
utilizados como aditivo para deixar o plastico mais maleavel (PAE-UM; ESTER, 2016).

Em sintese todos os géneros isolados em nossas amostras possuem
capacidade em resistir e lidar com diferentes tipos de compostos e sdo facilmente

encontrados em ambientes aquaticos contaminados.
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Além disso, as bactérias isoladas em nosso estudo mostraram capacidade em
produzir algumas enzimas de interesse biotecnoldégico como: protease, lipase,
celulase e enzimas capazes de solubilizar fosfato (Tabela 3). Amplamente utilizadas
na indastria, por exemplo, as proteases bacterianas, identificadas nos isolados
Ralstonia (C3) e Curvibacter (L2), tém grande importancia comercial nas industrias
de lavanderia, alimentos, couro e seda devido a sua alta capacidade de producéo e
atividade catalitica (NAJAFI; DEOBAGKAR; DEOBAGKAR, 2005).

Identificadas nos isolados Ralstonia (C6) e Undibacterium (L6), as lipases
apresentam um amplo espectro de atividade em varios processos biotecnoldgicos,
como a hidrdlise total ou parcial de triacilglicerol, esterificacéo, transesterificacdo e
esterificacdo dos lipideos (COLLA et al., 2010). A transesterificacdo realizada por
lipases é essencial na cadeia de producédo de biodiesel (GAO et al., 2009).

Os isolados Curvibacter (L2) e Undibacterium (L4 e L6), provenientes da Lagoa
de rejeitos, foram capazes de produzir celulases em meio de cultivo sélido. As
celulases sdo um complexo de enzimas capazes de hidrolisar materiais celulésicos.
Estas enzimas possuem uma ampla variedade de atividades industriais, com
particular interesse na producdo de biocombustiveis, e suas aplicacées vao desde
industrias alimenticias, racdo animal, téxtil, detergente, cervejarias, industria de polpa
e papel, gestao de residuos até a industria médico farmacéutica (BHAT; BHAT, 1997,
CASTRO; PEREIRA JR, 2010).

Enzimas solubilizadoras de fosfatos produzidas por micro-organismos sao
importantes, pois o fésforo é um nutriente limitante nos solos, e ao solubilizar fosfato
inorganico insolavel os micro-organismos conseguem aumentar o contetdo de fésforo
soltvel disponibilizando-o para as plantas, e desempenhando assim um papel
fundamental no ciclo biogeoquimico do fésforo em ecossistemas naturais (MARRA,
2012). Os isolados C1, C6 e L2, correspondentes aos géneros Ralstonia (C1 e C6) e
Curvibacter (L2), foram capazes de produzir enzimas solubilizadoras de fosfato
inorganico.

O estudo do perfil metabdlico utilizando microplacas Biolog Ecoplate foi
realizado a fim de identificar a capacidade da populacdo microbiana presente na agua
da Cava e da Lagoa em utilizar diferentes fontes de carbono. Este tipo de avaliacao

foi descrito e proposto pela primeira vez por Garland e Mills (1991) e tem sido usada
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com sucesso em diferentes ambientes como solos (LEON et al., 2012; ZAK et al.,
1994; OLIVEIRA et al., 2009); lamas (GRYTA; FRAC; OSZUST, 2014); agua doce,
sedimentos e biofilmes (GARLAND; MILLS, 1991; SALOMO; MUNCH; ROSKE, 2009;
MEDIHALA et al., 2012).

Com os valores de AWCD concluimos que 0s micro-organismos presentes na
adgua da Lagoa de rejeitos mostrou maior eficiéncia no consumo em relagédo ao tempo
quando comparada com a Cava (Figura 4). Esta andlise nos mostrou que a
comunidade da amostra da agua da Cava atingiu o0 maximo da utilizacdo dos
substratos com 48 horas, e apés este periodo apresentou um decréscimo na atividade
metabdlica. Para a amostra da Lagoa observamos que o indice de desenvolvimento
médio da cor aumentou gradativamente ao longo do tempo, evidenciando um
consumo mais significante, corroborando assim valores de AWCD obtidos em lagoas
da mesma regido (LIMA-BITTENCOURT et al., 2014).

Os indices de diversidade de Shannon (E) e riqueza de substratos (R)
mostraram menor diversidade quando comparado com outros ambientes aquaticos,
como em lagos ndo expostos a atividades antropogénicas no Parque Estadual do Rio
Doce em Minas Gerais. Os resultados obtidos por Lima-Bittencourt et al. (2014)
mostraram indices em torno de 0,95 para diversidade de Shannon e 28 para riqueza
de substratos, valores estes que indicam alta diversidade (JANNICHE; SPLIID;
ALBRECHTSEN, 2012). Da mesma forma, apesar das condicbes ambientais serem
diferentes, 4gua de rios destinadas a irrigacéo (CELICO, 2015) e agua dos corregos
Cerradinho e Jaboticabal, situado na cidade de Jaboticabal, S&do Paulo, Brasil
(SILVEIRA, 2015), mostraram indices de diversidade e riqueza maiores que 0s obtidos
em nosso estudo, sugerindo assim que o estresse causado pela atividade mineradora
pode ter contribuido para diminuicdo da diversidade microbiana.

O agrupamento hierarquico, assim como o grafico PCoA revelaram diferencas
da diversidade funcional entre as comunidades no consumo de diferentes fontes de
carbono. Os resultados mostraram que o metabolismo de aminas-amidas foi mais
acentuado na populacdo da Cava enquanto que na populagcéo da Lagoa houve uma
preferéncia para o consumo de aminoacidos. Ambas amostras apresentaram
semelhanca no consumo de carboidratos, aminoacidos e &cidos carboxilicos, que

estdo relacionados e sdo de extrema importancia para a degradacdo da matéria
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organica e consequente manutencéo dos ciclos biogeoquimicos. A alta capacidade
catabolica desses substratos podem indicar a presenca de bactérias heterotréficas
(POYRAZ; MUTLU, 2017; YANG et al., 2015; LI; JIN; YUA, 2010).

As diferencas identificadas através das analises com as microplacas Biolog
Ecoplate podem estar relacionadas ao historico dos ambientes estudados. A Cava foi
formada pela atividade mineradora e por consequéncia da exploragéo encheu-se com
agua subterréanea e das chuvas, ja a Lagoa néo foi gerada pela atividade extrativista,
€ um ambiente natural que foi utilizado para lavagem dos rejeitos. Naturalmente este
ambiente tende a ter maior variedade de residuos de plantas, animais e micro-
organismos que existiam no ambiente antes da exploracdo e dessa maneira é um
ambiente propenso a maior quantidade de compostos organicos, que contribui para
a diversidade dos microrganismos, aumentando assim o potencial metabdlico da
comunidade (GRYTA; FRACC; OSZUST, 2014).

As andlises realizadas a partir do sequenciamento 16S rRNA revelou uma clara
separacao entre os dois grupos de amostras de agua da Cava e Lagoa. A amostra da
agua da Lagoa de rejeitos mostrou maior nimero de UTOs, apresentando maiores
indices de Alpha diversidade, indices de Shannon, Simpson e InvSimpson,
consolidando os resultados de diversidade gerados através da técnica Biolog
EcoPlate, onde a amostra de agua da Lagoa mostrou ser mais diversa que a amostra
de agua da Cava, que provavelmente possui menor diversidade por ser um ambiente
artificial gerado através da exploracdo de minérios, sendo que sua microbiota
certamente é afetada pelos fatores antropogénicos e pela alta concentracdo de metais
presentes na agua.

As andlises taxondmicas realizadas através do banco de dados Greengenes
mostrou que as duas amostras compartiham os mesmos filos, porém em
porcentagens diferentes. O filo Proteobacteria foi o mais abundante na 4gua da Cava,
com 49,2% das UTOs, ja na amostra de agua da Lagoa esteve presente com 22,7%.
Também no isolamento, todas as bactérias obtidas pertencem ao filo das
Proteobacteria. As Proteobacteria sédo conhecidas pelo seu poder de adaptacao a
diversos ecossistemas, e sao predominantemente encontradas em ambientes de

minas como solo, agua e sedimentos contaminados com diferentes metais pesados
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(PEREIRA; VICENTINI; OTTOBONI, 2014; RASTOGI et al., 2009; COSTA et al.,
2015).

Pertencente a classe das Betaproteobacteria, a Oxalobacteraceae representa
uma familia filogeneticamente diversificada, e seus micro-organismos sao tipicamente
encontrados em ambientes aquéticos incluindo ambientes contaminados, agua
mineral, agua potavel e solos (MULLER et al., 2006; FERNANDES et al., 2005;
KAMPFER; BUSSE; FALSEN, 2006; EDER et al., 2011).

A familia Oxalobacteraceae foi a mais abundante na amostra da agua da Cava
representando 47,2% das UTOs com representantes do género Janthinobacterium
(7,2%), e na a4gua da Lagoa esteve presente com 8,2% das UTOs. A familia
Oxalobacteraceae também foi a mais abundante nos isolados identificados em nosso
estudo (C3, L3, L4, L5 e L6) com o género Undibacterium. Essas bactérias, que
metabolizam elementos toxicos, representam uma ferramenta atraente para restaurar
ambientes contaminados. Algumas espécies de Oxalobacteraceae tém sido utilizadas
nos primeiros passos para a biorremediacéo de arsénio (SIMEONOVA et al., 2005).

Também em destague na amostra de agua da Cava, a familia
Pseudomonadaceae representou 16,2% das UTOs. Alguns de seus géneros sao
conhecidos por reduzir Cr (IV) em Cr (lll), apresentando grande potencial para
biorremediacéo de solos e aguas subterraneas (TURICK; APEL; CARMIOL, 1996). O
género Pseudomonas, identificado com 49% na agua da Cava, tem sido muito
estudado para a aplicacdo em biorremediacdo, seja para a biodegradacdo de
pesticidas e compostos organicos aromaticos como para remoc¢ao de metais pesados
(HORNINK, 2015; WASI; TABREZ; AHMAD, 2013). A identificacdo dessas bactérias
na agua da Cava € de fundamental importancia pois podem servir como
direcionamento de futuros estudos, como a prospeccdo e clonagem de genes e
enzimas importantes para o metabolismo e biossor¢cdo de metais.

A familia Burkholderiaceae foi representada com dois géneros em nosso
estudo, Ralstonia (isolados C1 e L2), identificada através do isolamento por métodos
tradicionais de cultivo, e Burkholderia, que foi identificada com o sequenciamento do
gene 16S rRNA. O género Burkholderia contém mais de 30 espécies, que ocupam
nichos ecologicos notavelmente diversos, variando de solos contaminados, agua
doce, oceanos até ao trato respiratorio de humanos (COENYE; VANDAMME, 2003).
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As Burkholderia sdo exploradas para varios fins, incluindo controle biolégico de
patégenos das plantas, biorremediacao de xenobioticos recalcitrantes e promocao de
crescimento de plantas (COENYE; VANDAMME, 2003). Apresenta resisténcia a
metais pesados e a antibidticos, além de ajudar no crescimento e captacdo de metais
pesados por plantas fitorremediadoras, proporcionando uma biorremediacdo mais
eficiente (JIANG et al., 2008; HUANG SHOUCHENG et al., 2017). Este género
representou 12,4% na agua da Cava e 8,4% na Lagoa. Pensando na biorremediacéao,
principalmente da agua da Cava que apresentou maior nimero e concentracédo de
metais acima do permitido pela CONAMA 357/2005, o emprego de plantas
fitorremediadoras juntamente com as Burkholderia ja presentes no ambiente poderia
se tornar uma opc¢ao simples e eficiente de diminuir as concentracfes de metais, até
gue as mesmas estejam de acordo com a legislacéo prescrita.

Pertencente ao filo Proteobacteria e a familia Hypomicrobiaceae, bactérias do
género Hyphomicrobium sdo abundantes na amostra de agua da Cava (19,8% das
UTOs), enquanto na agua da Lagoa foram identificadas em menor quantidade (0,5%).
Bactérias do género Hyphomicrobium, comumente encontradas em solo e agua, sdo
conhecidas pela sua capacidade de remover o nitrogénio em aguas residuais atraves
da nitrificacdo/desnitrificacdo biolégica (WANG et al., 2014). Além do envolvimento na
nitrificacdo e desnitrificacdo, bactérias do género Hyphomicrobium atuam em
ambientes contendo metanol, Dimetilsulfureto (DMS) e dimetilsulféxido (DMSO) como
Unica fonte de carbono (EYICE; SCHAFER, 2016). Também atuantes na
desnitrificacdo do nitrogénio em &guas residuais, a familia Comamonadaceae foi
identificada no isolado L2-Curvibacter proveniente da agua da Lagoa, esta familia
representou 12,3% das UTOs na agua da Cava e 3,3% na Lagoa.

Mesmo ndo sendo comumente encontradas em ambientes aquaticos
Agrobacterium e Bradyrizobium foram identificadas com 16,5% e 12,1% das UTOs na
agua da Lagoa e em menor quantidade na agua da Cava (0,5% e 0,3%
respectivamente). Agrobacterium e Bradyrizobium sdo frequentemente encontradas
em solos e podem viver em simbiose com leguminosas provocando estruturas
conhecidas por ndédulos, que participam da fixacdo biologica do nitrogénio,
Agrobacterium também é bem conhecida pela sua habilidade em transferir DNA para

células de plantas, caracteristica muito utilizada na engenharia genética (GELVIN,
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2003; COOPER et al., 2017). Visto que ambos 0s géneros possuem ligacao proxima
com o nitrogénio, a presenca destas bactérias na agua da Cava e Lagoa podem estar
relacionadas diretamente ou indiretamente com a nitrificacdo, desnitrificacdo e
amonificacdo que também ocorrem no ciclo do nitrogénio na agua.

Com expressiva participagdo nas amostras estudadas, as Cyanobacteria
estiveram presentes com o género Synechococcus em 36,6% das UTOs na amostra
de a4gua da Lagoa e 2,2% na Cava. Estas bactérias estdo presentes em diversos
habitats, e além da capacidade em realizar fotossintese oxigenada, representantes
do filo Cyanobacteria também sédo capazes de sobreviver a condigcbes ambientais
extremas e possuem um importante papel ecolégico como produtores primarios e
produtores de metabodlitos com aplicacdes industriais (SCIUTO; MORO, 2015;
ALVARENGA; FIORE; VARANI, 2017).

As Actinobacteria foram dominantes na amostra de agua da Lagoa (17% das
UTOs), e na agua da Cava representaram 1,9%. Bactérias deste filo sdo geralmente
recuperadas em grandes propor¢cées em ambientes de agua doce (WANG et al., 2012;
NEWTON et al., 2011) e conhecidas por habitar ambientes contaminados com metal,
possuindo resisténcia a Fe, As e Hg (ITOH et al., 2011; REIS; BARBOSA, 2013;
HALTER et al., 2011; GREMION; CHATZINOTAS, 2003; VISHNIVETSKAYA et al.,
2011).

Classificado em nivel de familia em nossa analise, o grupo ACK-M1 pertence
ao filo Actinobacteria e é frequentemente encontrado em ambientes aquaticos
(ZWART et al.,, 2002; COTTRELL et al., 2005). Possivelmente importante por
apresentar 46% na amostra de agua da Lagoa, bactérias do grupo Actinobacteria
ACK-M1 apresentam capacidade de quimiotaxia (capacidade da célula em se mover
na direcdo de um gradiente quimico) que ocorre em resposta a substratos organicos
(aminoacidos, acucares e compostos organicos de enxofre) e inorganicos (aménio,
nitrato e fosfato), permitindo que 0s micro-organismos respondam rapidamente a
diferentes estimulos ambientais (DENNIS et al., 2013). Na amostra de agua da Cava,
0 grupo ACK-ML1 participou com apenas 0,6% da UTOs.

O género Mycobacterium compreende mais de cento e cinquenta espécies
reconhecidas, a maioria dos quais reside no meio ambiente, principalmente em

ambientes aquaticos, e muitas podem ser patogénicas para os mamiferos. Com 6,4%
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na agua da Lagoa e 0,3% na agua da Cava, algumas espécies no ambiente podem
interferir com a eficicia da vacina BCG e sé@o o agente causador da maioria dos casos
de tuberculose (KING et al. 2017). Além disso, esta bactéria € reconhecida pelo alto
poder de catabolizar diversos poluentes de agua subterranea como a acetona, ciclo-
hexano, estireno, benzeno, etilbenzeno, propilbenzeno, dioxano e 1,2-dicloroetileno
(BURBACK; PERRY, 1993). Outro género potencialmente eficiente na degradacéo de
compostos € a Pseudonocardia, também pertencente ao filo das Actinobacteria, que
sdo isoladas de diferentes ambientes, como aquaticos, sedimentos marinhos e
abissais, e possuem potencial para catabolizar compostos organicos contendo éter
poluentes como o tetrahidrofurano, 1,4-dioxano (VAINBERG et al., 2006) (LIU et al.,
2006) e foram descritas por produzirem dois novos antibiéticos, branimicinas B e C
(BRANA et al., 2017).

Identificados na agua da Lagoa com 5,2 % e 0,5% na 4gua da Cava, membros
do filo Bacterioidetes sdo encontrados em diferentes nichos ecolégicos, incluindo solo,
oceano, agua doce e o trato gastrointestinal de animais, onde exibem vérias funcdes
biolégicas (THOMAS et al., 2011). Uma andlise integrativa das sequéncias de 16S
rRNA bacteriana de lagos e rios de agua doce nos ultimos 15 anos concluiu que esses
ambientes hospedam uma comunidade bacteriana planctdnica especifica, diferente
dos habitats terrestres e sedimentos adjacentes (ZWART et al., 2002). Os
Bacteroidetes estavam entre as principais linhagens bacterianas nesta comunidade,
juntamente com Proteobacteria, Actinobacteria e Verrucomicrobia, este também
identificado em nossas amostras (1,2% Lagoa) (THOMAS et al., 2011).

Os Bacteroidetes sdo considerados especialistas em degradacdo da matéria
organica de alto peso molecular, como proteinas e carboidratos (O’'SULLIVAN et al.,
2006;THOMAS et al., 2011). Alguns membros deste filo podem ter um forte
comportamento patogénico podendo causar infec¢des oportunistas, e fitopatogénico
afetando varias plantas e algas (SMITH; ROCHA; PASTER, 2006; LIAO; WELLS,
1986; SKERRATT et al.,, 2002). As familias Cytophagaceae e Chitinophagaceae
foram mais abundantes na amostra da Lagoa com 3,7% e 3,2% respectivamente, na
agua da Cava Cytophagaceae representou 0,6% e Chitinophagaceae 0,3% da UTOs.

O género Hymenobacter pertence a familia Cytophagaceae e foi identificado

com 11,4% na amostra da Lagoa e 0,5% na Cava. Este género ja foi isolado em uma
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ampla variedade de ambientes incluindo ar, solo, agua doce e ambientes extremos,
como por exemplo em aguas de uma mina de uranio (KANG et al., 2017; LEE et al.,
2017). Também pertencente ao filo Bacterioidetes o género Flavisolibacter foi
identificado com 2,7% das UTOs na agua da Lagoa e 0,8% na agua da Cava. Este
género ja foi isolado em ambientes aquéaticos e solo (LEE et al., 2016; JAHNG et al.,
2015) inclusive solos de &reas impactadas pela mineracao de ferro (HONG et al.,
2015).

O filo Planctomycetes, presente em 2,5% na amostra de agua da Lagoa
desempenha um papel importante nos ecossistemas aquaticos, podendo representar
até 11% da comunidade planctonica (POLLET; HUMBERT; TADONLEKE, 2014).
Membros deste filo possuem genes envolvidos na degradacéo de detritos vegetais e
polimeros de algas e sdo reconhecidos pelo seu envolvimento na ciclagem do
nitrogénio e carbono (TADONLAEKAE, 2007; NEEF et al., 1998).

A analise taxon6mica também identificou o filo Firmicutes em 1,4% das UTOs
na agua da Cava e 0,3% na Lagoa. Estudos apontam que os organismos do filo
Firmicutes estdo significativamente correlacionados a ambientes contaminados com
metais. Olukoya, Smith e llori (1997) em seu estudo mostraram que bactérias do
género Streptococcus (6,5% na agua da Cava e 1% na Lagoa) possuem resisténcia a
cobalto, chumbo, zinco cromo e cobre.

Os resultados obtidos pela taxonomia nos mostraram claramente que a maioria
dos filos e familias identificados nas amostras de agua da Cava e da Lagoa esta
correlacionada a resisténcia de diferentes metais em ambientes aquéticos e a maioria
apresenta potencial para biorremediacdo. Além disso, na analise comparativa dos
perfis metabdlicos com a classificacdo KEGG observamos que ambas as amostras
apresentaram subsistemas importantes e possuiram diferencas estatisticamente
significativas entre si. A amostra de agua da Cava apresentou em maior proporgcao
subsistemas relacionados a processos celulares e processamento de informacao
ambiental, com destaque para o0s subsistemas relacionados ao transporte de
substancias. O qual pode incluir mecanismos de transporte de ions metalicos,
importantes quando pensamos no excesso de Ferro presente na agua.

Ja a amostra da Lagoa apresentou maiores propor¢des da grande maioria dos

subsistemas identificados, com destaque para o metabolismo e processamento de
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informacdo genética e subsistemas relacionados ao metabolismo de aminoécidos e
carboidratos, que estdo associados a manutengcdo basica das células, sugerindo
assim que a populacdo da Lagoa participa mais ativamente de processos vitais dos
micro-organismos como replicacédo, transcricéo e traducdo. Também tem destaque na
agua da Lagoa o metabolismo energético, um subsistema que engloba o metabolismo
de nitrogénio, que é de suma importancia em ambientes aquaticos. Micro-organismos
que participam do ciclo do nitrogénio ajudam a prevenir a eutrofizacdo da agua e
disponibilizam o N para niveis troficos mais elevados, ja que a maioria do nitrogénio
existe sob a forma de moléculas organicas (COSTA et al., 2015).

O conjunto de analises realizadas mostrou que os dois ambientes estudados,
ambos impactados pela atividade mineradora, diferem entre si. A técnica do Biolog
Ecoplate separou a populacdo de acordo com o potencial metabdlico, caracterizando
a agua da Lagoa por consumir alguns tipos de substratos como o grupo dos
aminoacidos, que estdo relacionados a degradacdo da matéria organica e
consequente manutenc¢ao dos ciclos biogeoquimicos, como o ciclo do nitrogénio. Com
a taxonomia também observamos que a Lagoa possui grande quantidade de bactérias
participantes do ciclo do nitrogénio e, funcionalmente, mais genes relacionados a esse
metabolismo.

Concluindo, a Lagoa por ser um ambiente de formagao natural e dispor de
vegetacdo ao redor, possui mais matéria organica adjacente que pode estimular o
desenvolvimento de uma populacéo mais diversa e com fun¢des biologicas diferentes
da populacao da agua da Cava, que por ser um ambiente formado pela exploracdo de
minérios tem uma vegetacao pobre ao redor, o que implica em menor quantidade de
matéria organica e, consequentemente, menor diversidade na atividade metabdlica
funcional microbiana. Mesmo possuindo uma diversidade menor e mais especifica, a
agua da Cava de mineracédo pode ser utilizada, apds um processo para diminuicao de
metais (principalmente o ferro) esta agua poderia servir como fonte para irrigacao

local, estimulando a vegetacéo ao redor da Cava para regeneracao do ambiente.
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5. Conclusao

O desenvolvimento deste estudo forneceu informagdes importantes sobre a
estrutura da comunidade microbiana procaridtica e a diversidade metabdlica de dois
ambientes aquaticos que sofreram os impactos da atividade mineradora. As oito
bactérias isoladas, pertencentes ao filo Proteobacteria, apresentaram habilidade em
produzir enzimas biotecnologicamente importantes, como proteases, lipases,
celulases, e solubilizadoras de fosfato. Na avaliacdo da diversidade metabdlica, os
micro-organismos mostraram um perfil metabodlico altamente eficiente para
degradacéao de diferentes fontes de carbono. O estudo do gene de 16S rRNA revelou
que o filo Proteobacteria (24%) foi o mais abundante na agua da Cava e o filo
Cyanobacteria (17%) na agua da Lagoa, a qual apresentou maiores indices de
diversidade e riqgueza. Ambas amostras, mostraram através da taxonomia que a
diversidade desses ambientes estd relacionada com micro-organismos
potencialmente utilizados para biorremediacdo. Além disso, a predicdo do perfil
metabdlico funcional indicou que a comunidade microbiana da agua da Lagoa
participa mais ativamente de processos vitais dos micro-organismos enquanto que na
agua da Cava os micro-organismos mostraram subsistemas baseados em processos
celulares e processamento de informacgé&o ambiental, o que pode indicar a adaptacao
ao ambiente que por muitos anos sofreu efeitos antropogénicos.

Por ser a primeira vez que essa regiao é estudada, nossos dados contribuem
para ampliar o conhecimento atual da composicdo taxonOmica e funcional da
microbiota de ambientes aquaticos impactados pela atividade mineradora. Nesse
sentido, a possibilidade de estudos futuros mostrando ou ndo a recuperacdo dessa
area, gue ja teve a atividade mineradora encerrada, pode se beneficiar desse estudo

prévio para posterior comparacao.
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CAPITULO 3 - Diversidade e estrutura funcional de comunidades microbianas

presentes na 4gua de uma cava de mineracao

RESUMO - Utilizando técnicas metagendmicas, foram determinadas a diversidade da
comunidade microbiana e o potencial funcional de um ambiente que sofreu
intervencao pela atividade mineradora. Amostras de agua foram coletadas de uma
Cava de mineracédo de ferro desativada, localizada em uma area em processo de
recuperacdo do Centro de Biodiversidade (CEBIO) da empresa VALE/SA, em
Sabara/MG-Brasil. A analise metagenémica da comunidade microbiana foi realizada
pelo sequenciamento do DNA total utilizando a plataforma ION Proton. O perfil
taxondémico revelou uma comunidade microbiana complexa, com predominancia do
dominio Bacteria (79,8%), seguido de Eucaryota (19,85%) e Archaea (0,1%), onde
grande parte dos organismos bacterianos foi atribuida aos filos Proteobacteria (33%)
e Actinobacteria (11%), para o dominio Eucaryota, a maioria dos integrantes pertence
a flora aquatica comum, com os filos Chlorophyta (55,5%) e Streptophyta (29,1%), e
para o dominio Archaea, representantes dos filos Thaumarchaeota (71,4%) e
Crenarchaeota (28,5%), diretamente relacionados com o ciclo do N. A analise
funcional dos genes identificados no metagenoma utilizando o banco de dados SEED
revelou genes associados a manutencdo celular e ao ciclo do nitrogénio, sugerindo
que a comunidade microbiana esta bem adaptada ao processo de recuperacdo da
area. ORFs preditas do metagenoma foram utilizadas para uma analise para
resisténcia a metais no banco de dados BacMet, revelando uma abundancia de genes
relacionados a metais. Estes resultados expandem os conhecimentos sobre a
estrutura e capacidade funcional das comunidades microbianas de ambientes
aquaticos impactados, fornecendo uma melhor compreensdo do papel dos micro-

organismos em processos de remediacdo natural.

Palavras - chave: diversidade microbiana, genes de resisténcia a metais,
metabolismo do nitrogénio, metagendmica, mina de ferro
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1. Introducéao

A atividade mineradora pode ser entendida como o ato, o processo ou o trabalho
de se extrair minérios ou minerais industriais de seu ambiente natural e transporta-los
até o ponto de seu tratamento ou uso. No entanto, esta atividade pode afetar
negativamente a qualidade da 4gua e do solo em seu entorno, ameacando a saude
humana e os ecossistemas (BEALL, 1973; HONG et al.,, 2015). A industria da
mineracdo do ferro tem grande importancia econémica no Brasil. O quadrilatero
ferrifero localizado no centro sul do estado de Minas Gerais € uma das maiores e mais
ricas estruturas de depdsito mineral em todo o mundo(DESCHAMPS et al., 2002). O
altimo anuario mineral brasileiro elaborado pelo Departamento Nacional de Producao
Mineral mostra que no ano de 2015 a extracdo de ferro no Brasil teve uma producéo
comercializada de mais de 42 bilhdes de reais com uma producao bruta de 525
milhdes de toneladas de ferro.

O acumulo de metais pesados na agua e no solo é uma consequéncia da
indUstria extrativista tanto do ferro quanto de outros minerais, causando problemas
ambientais. Nos Ultimos anos, varias tecnologias foram desenvolvidas com o objetivo
de reduzir ou remover os metais do ambiente, e muitas dessas tecnologias séo
baseadas no uso de micro-organismos que podem solubilizar, adsorver ou precipitar
metais em solucdo aquosa (CABRERA; GOMEZ; CANTERO, 2005).

A descoberta da dimensao da diversidade microbiana e das interacdes entre os
micro-organismos em ambientes complexos tem aumentado o interesse no estudo de
comunidades microbianas de ambientes pouco avaliados, impactados ou extremos, e
dentre esses ambientes, a interferéncia da atividade mineradora se destaca pelo grau
de impacto causado e a importancia econdmica associada. Nesse aspecto, 0
interesse se justifica principalmente pelo conhecimento da grande potencialidade que
a populacdo microbioldgica desses locais tém para aplicacdo em processos
relacionados a “White Biotecnology” (LOUIS; POIRIER; BIOTECHNOLOGY, 2003).
Os micro-organismos como participantes ativos nos processos de ciclagem de
materiais podem apresentar caracteristicas importantes em processos de

biorremediacao, biomineracédo e em outros diversos segmentos produtivos.
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Para revelar novos micro-organismos, genes e proteinas com potencial
biotecnolégico na capacidade de reduzir ou remover metais, foi obtido um avanco
nos estudos de ecologia microbiana, ampliado com o advento de técnicas moleculares
baseadas na analise do DNA de micro-organismos retirados diretamente dos
ambientes naturais, sem a necessidade de isolamento e multiplicacdo prévia das
células (PACE, 1997). O sequenciamento de DNA de nova geragéo pode fornecer um
resultado mais direto da populacdo microbiana em amostras de diversos ambientes,
incluindo agua e sistemas de aguas residuais (GILBRIDE; LEE; BEAUDETTE, 2006).

O objetivo deste trabalho foi utilizar a abordagem metagenémica pela técnica de
shotgun a partir de DNA extraido de amostras de agua acumulada em uma Cava de
mineracdo desativada para entender a estrutura da comunidade microbiana no local

e avaliar seu potencial funcional para aplicacao biotecnolégica.



74

2. Material e Métodos

As etapas referentes a secdo material e métodos estdo resumidas no

fluxograma abaixo (Figura 1).

Amostras de Agua
Cava de mineragao
Concentragéo de Metais na Agua
Obtenc&o do DNA Metagendmico
Sequenciamento - lon Proton™
l Perfil Taxonémico

Processamento das Sequéncias | mmp Montagem das “Super Reads” =) | VG-RAST | b——p

!

Perfil Funcional

Anadlise de Genes

Relacionad
Montagem dos “Contigs” elacionados ao
Metabolismo do
l Nitrogénio
Predicdo das ORFs

Andlise de Genes Relacionados
a Resisténcia a Metais

Figura 1. Fluxograma das atividades desenvolvidas.

2.1 Areas de estudo e coleta de amostras

As amostras de agua utilizada neste estudo foram retiradas de uma Cava de
mineracdo de uma regido anteriormente utilizada para extracdo de minério de ferro
pertencente ao Centro de Biodiversidade (CEBIO) da empresa VALE/SA, em
Sabard/MG, Brasil.
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As amostras da dgua da Cava foram coletadas no dia 13 de setembro de 2013
nas seguintes coordenadas: 19°51°41.34”S/ 43°47°25.39”0 (Figura 2). A regido de
Sabara é caracterizada por possuir clima quente e temperado com periodo de chuvas
no verao e seca no inverno. As amostras foram coletadas no periodo considerado de
seca com um total de 32,8 mm de precipitacdo e temperatura média de 21°C no més
de setembro.

A coleta da agua da Cava foi realizada com o auxilio da garrafa de Van Dorn em
um unico ponto, na regido central da Cava, em 3 profundidades: superficie, 6m e 12
m (chegando ao fundo), em triplicata, e armazenadas em recipientes plasticos estéreis
de 500 mL. As amostras foram transportadas em isopor contendo gelo até chegarem

ao laboratério, para a extracdo do DNA metagendémico.

Figura 2. Imagem da Cava de mineracéo recuperada pelo Google Earth, localizada
em Sabara, municipio do estado de Minas Gerais-Brasil.

2.2 Anélise da concentracao de metais na agua

Para realizar a determinacdo dos metais, as triplicatas das 3 profundidades
foram agrupadas em uma unica amostra. A analise do teor de metais na amostra de

adgua foi feita em um espectrometro de absorcdo atbmica modelo AAnalyst800
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(PerkinElmer), utilizando um atomizador de forno de grafite. Os metais analisados
foram: Mn, Fe, Zn, Cu, Cr, Pb, Ni, Cd, Al, As e Hg.

2.3 Extracdo do DNA metagenémico

Para a extragdo do DNA 1,5 L de cada amostra de &gua foi filtrada a vacuo em
membranas de 0,45 pm estéreis (Millipore Express®). Apos a filtragem, cada
membrana foi separadamente submetida a extracdo do DNA total das bactérias
utilizando o kit Power Water DNA Isolation (Mo Bio®), seguindo as recomendacdes
do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas e avaliadas quanto a sua
pureza em espectrofotbmetro Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific).

A qualidade do DNA metagendmico foi avaliada por eletroforese realizada em
uma cuba Max Cell EC 360M- (Loccus), conduzida em tamp&o TBE 1X (Tris 89 mM,
acido borico 89 mM, EDTA 2,5 mM, pH 8,3), em gel de agarose 0,8% acrescido de
brometo de etidio (0,5 mg/mL) durante aproximadamente 2 h, a voltagem constante
de 90V. O perfil eletroforético foi visualizado sob luz UV e documentado através do
equipamento para documentacdo de géis, GEL DOC Universal Hood Il (BIO-RAD)
(SAMBROOK, JF RUSSELL, 2001).

2.4 Preparacdao da biblioteca de DNA para sequenciamento

Para o preparo do DNA metagenémico da 4gua da Cava de mineracdo para
sequenciamento, foi feito um “pool” com as triplicatas de cada amostra de DNA. As
amostras foram quantificadas no aparelho Qubit® 2.0 Fluorometer (Life Technologies)
com o kit Qubit™ DNA HS Assay Kit seguindo-se as recomendacdes do fabricante.
Posteriormente as amostras foram fragmentadas enzimaticamente ("200 bp), de
acordo com as recomendacdes do kit lon Express Plus gDNA Fragment Library
Preparation (Thermo Fisher Scientific). A validagdo da biblioteca foi realizada

utilizando o 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto, Calif.).
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A biblioteca de DNA metagendmico foi sequenciada na plataforma ION Proton
(Thermo Fisher Scientific), utilizando-se o chip Pl e os kits lon Pl Template OT2 200
v3 e o lon PI Sequencing 200 v3 (Thermo Fisher Scientific).

2.5 Processamento das sequéncias, montagem e anotagdo génica

A qualidade das sequéncias no formato FASTQ foram analisadas com o
programa FastQC v0.10 (http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/).

Bases com qualidade inferior a phred 20 e com tamanho minimo de 50 pb foram
descartadas utilizando o programa Trimmomatic (BOLGER; LOHSE; USADEL, 2014).

Uma montagem para gerar “super reads” foi realizada com o programa
MaSuRCA (ZIMIN et al., 2013), utilizando parametros “default”. Os “super reads”
obtidos foram submetidos na plataforma de anotacdo de dados metagenémicos MG-
RAST (MEYER et al., 2008), que faz analises metagenémicas automatizadas, como
predicdo de rDNA, genes e funcdes de proteinas. A analise taxondmica foi realizada
utilizando o banco de dados RDP (COLE et al., 2003), e para a andlise funcional de
genes, foi utilizado o banco de dados SEED, disponivel no MG-RAST, com o0s
parametros de corte de e-value 1x10° e 60% de identidade. Gréficos foram obtidos
utilizando-se o programa SigmaPlot 13.0.

A montagem dos “contigs” foi realizada com o SPADES (BANKEVICH et al.,
2012), utilizando os parametros padrao do programa. Para a predicdo de ORFs (Open
Reading Frames), foi utilizada a ferramenta Prodigal 2.6.1 (HYATT et al., 2010). As
ORFs preditas foram submetidas ao banco de dados BacMet (PAL et al., 2014) para
a andlise de genes de resisténcia a metais, e os resultados, visualizados através do
software Circos (CONNORS et al., 2009).

3. Resultados

3.1 Avaliacédo da agua quanto a concentracdo de metais e pH

Foram identificados 5 diferentes metais na Cava de mineragao: Aluminio (0,01
mg L1), Cobre (0,83 mg L), Ferro (55,83 mg L), Manganés (1,17 mg L) e Niquel,


http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
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com 0,17 mg L. Os outros metais analisados (As, Cd, Cr, Hg, Ni, Pb e Zn) nédo
apresentaram concentracdo suficiente para leitura. A 4gua da Cava de mineracéo

apresentou pH 5, ndo havendo diferenca de pH entre as profundidades coletadas.

3.2 Sequenciamento do DNA metagenémico

Os dados gerados pelo sequenciamento em plataforma ION Proton para a
amostra de agua da Cava de mineracéao, resultou em 9.0 GBp de dados (86.846.085
“single reads”), com comprimento médio de leitura de 104 pb. Apds a andlise do filtro
de qualidade, foram removidas 35.886.207 “reads”, tendo passado pelo controle de
qgualidade 50.959.878, onde estes foram submetidos para a plataforma MG-RAST
para avaliar a diversidade bacteriana e predicao funcional dos genes, disponivel sob
o ID 4690189.3.

O resultado da montagem do metagenoma da 4gua da Cava com o programa
SPADES resultou em 139.855 “contigs”, sendo o maior “contig” com 359.997 pb, e
N50 de 1.656. A partir da ferramenta Prodigal foram preditas 258.230 ORFs.

3.3 Diversidade taxondmica

A andlise de diversidade taxonbémica da 4gua da Cava de mineragdo revelou
4.690 sequéncias com similaridade ao banco de dados RDP, sendo a maioria delas
pertencente ao dominio Bacteria (79,8%), seguido de Eucariotos (19,8%), Archaea
(0,1%) e sequéncias néo classificadas (0,1%).

A Figura 3 mostra a filiagdo taxon6mica em nivel de filo e classe dos organismos
mais abundantes. Os filos bacterianos mais predominantes foram Proteobacteria
(33%) e Actinobacteria (11%), grande parte dos filos foram atribuidos a sequéncias
nao classificadas (42,09%), sendo que a alta porcentagem de sequéncias nao
classificadas sugere que podem corresponder novos taxons ou Nao possuir relacéo
com o banco de dados RDP. No total foram identificados 15 filos, a maioria com

poucos representantes, mas que possuem grande interesse para busca de genes
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biotecnologicamente importantes. As Proteobacterias foram representadas pelas
classes Alphaproteobacteria (7,4%), Betaproteobacteria (12,9%), Deltaproteobacteria
(0,5%) e Gammaproteobacteria (11,9%) (Fig. 3C).

No metagenoma da agua da Cava de mineracéo foi possivel identificar 6 filos de
eucariotos (Figura 2B), sendo a maioria representada pela flora aguatica comum,
como Chlorophyta (55,5%) e Streptophyta (29,1%), e em uma menor porcentagem,
representantes de fungos e protozoarios, 0,1 % e 0,5 % respectivamente (Fig. 3B e
D). A filiacdo taxonémica do dominio Archaea revelou dois filos, Thaumarchaeota e

Crenarchaeota, representando apenas 0,1% do total das sequéncias atribuidas.
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Figura 3. Composicéo taxonbmica da agua baseada no banco de dados RDP dos
principais grupos observados: (A) filos bacterianos (B) filos eucarioticos (C)
classes bacterianas (D) classes eucaritticas.
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3.4 Diversidade funcional

Vinte e oito subsistemas funcionais foram identificados no metagenoma da agua
da Cava, com um total de 418.617 “reads” anotados (Figura 4). Entre as categorias
funcionais identificadas pelo MG-RAST, destacaram-se quatro como dominantes:
“clustering-based subsystems” (11,8%), metabolismo de carboidratos (11,3%), genes
associados ao metabolismo de aminoacidos e derivados (9,6%) e metabolismo de

proteinas (9,4%).
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Figura 4. Categorias funcionais, nivel 1, identificadas pelo MG-RAST no metagenoma
da agua da Cava através do banco de dados SEED. Os parametros de corte
foram e-value 1x10° e 60% de identidade.
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A Figura 5, mostra a identificacdo para as categorias funcionais dentro do
subsistema “Virulence, Disease and Defense”, onde foram encontrados genes
relacionados a resisténcia a antibioticos e resisténcia a metais. A resisténcia a
antibioticos e a compostos toxicos como 0s metais € extremamente importante para a
sobrevivéncia e adaptacdo microbiana em ambientes contaminados (SILVA et al.,
2012), e foram os subsistemas baseados em agrupamento mais abundantes dentro
do metagenoma da agua da Cava (87%)).
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Figura 5. Atribuicdo funcional do Subsistema “Virulence, Disease and Defense”
identificado pelo MG-RAST no metagenoma da agua da Cava através do
banco de dados SEED.

Considerado de fundamental importancia no metagenoma da agua da Cava o
subsistema “lron acquisition and metabolism” foi identificado com 0,8% (3.561
“reads”). Dentro desse subsistema observaram-se diversas categorias funcionais

como aquisicdo, transporte e metabolismo de ferro e compostos sideroforos,
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apresentadas na Figura 6. Essas categorias funcionais estao relacionadas com os
diversos mecanismos que 0s micro-organismos possuem para utilizar o ferro presente
no ambiente.
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Figura 6. Atribuicdo funcional do subsistema “lron acquisition and metabolism”
identificado pelo MG-RAST no metagenoma da agua da Cava utilizando o
banco de dados SEED.

3.5 Resisténcia a metais

Alguns metais possuem um importante papel em processos vitais dos micro-
organismos, Sao nutrientes necessarios e essenciais, mas a maioria pode ser
considerada ndo essencial e possui efeito toxico para os micro-organismos (BRUINS;
KAPIL; OEHME, 2000). No metagenoma da agua da Cava foram identificados 3.036
genes associados ao metabolismo de metais essenciais e a resisténcia a metais nédo
essenciais. A Figura 7 nos mostra que a maioria foi representada por genes
relacionados a resisténcia aos metais Zinco (12,3%), Cobre (12,1%), Niquel (11,3%),

Ferro (7,31%). Além disso, foi observada a grande quantidade de genes resistentes a
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multiplos metais, com destaque para Tungsténio-Molibdénio (8,3%), Cobre-Prata
(3,4%), Cromo-Telario-Selénio (3%) e Ferro-Galio (3%).

cr.Te_se

Figura 7. Genes relacionados a resisténcia a Unicos e mdultiplos metais no
metagenoma da agua da Cava. As ORFs preditas foram utilizadas para a
analise com o banco de dados BacMet. O comprimento das barras e dos
anéis exteriores representam a porcentagem dos genes identificados.
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3.6 Metabolismo do nitrogénio

Aguas residuarias de mineragdo podem conter altas concentracdes de
nitrogénio, provenientes de substancias quimicas utilizadas em processos de
enriquecimento ou da detonacé&o de explosivos que contem nitrogénio (JERMAKKA et
al., 2015). Apesar de ser um macro nutriente importante em sistemas aquéticos, o
nitrogénio, quando presente em grandes quantidades, também pode ser um potencial
risco ambiental, podendo causar eutrofizacdo da agua. Portanto, analisamos atraves
do banco de dados SEED os genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio. Esta
andlise revelou a presenca de varios genes envolvidos com a utilizagdo de alantoina
(6,3%), assimilacdo de amdnia (58,5%), hidrélise de cianato (3,2%), desnitrificacdo
(0,7%), amonificacdo de nitratos e nitritos (27,4%), sintese de 6xido nitrico ( 3,2%) e

estresse nitrosativo (0,6%) (Tabela 1).



Tabela 1.
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Proteinas mais frequentes relacionadas ao metabolismo do nitrogénio

identificado pelo MG-RAST no metagenoma da 4gua da Cava através do
banco de dados SEED.

Proteinas Ndmero de
“reads”
Utilizagcdo de Alantoina 289
2-hydroxy-3-oxopropionate reductase (EC 1.1.1.60) 31
Allantoate amidohydrolase (EC 3.5.3.9) 58
Allantoinase (EC 3.5.2.5) 31
Glyoxylate carboligase (EC 4.1.1.47) 124
Ureidoglycolate dehydrogenase (EC 1.1.1.154) 45
Assimilacdo de Aménia 2759
Ammonium transporter 587
Ferredoxin-dependent glutamate synthase (EC 1.4.7.1) 82
Glutamate synthase [NADPH] large chain (EC 1.4.1.13) 749
Glutamate synthase [NADPH] small chain (EC 1.4.1.13) 46
Glutamate-ammonia-ligase adenylyltransferase (EC 2.7.7.42) 136
Glutamine amidotransferase, class-II 94
Glutamine synthetase type | (EC 6.3.1.2) 178
Nitrogen regulation protein NR(I) 372
Nitrogen regulation protein NR(Il) (EC 2.7.3.-) 98
Nitrogen regulatory protein P-II 261
[Protein-PII] uridylyltransferase (EC 2.7.7.59) 156
Hidrdlise de Cianato 155
Cyanate ABC transporter, ATP-binding protein 36
Cyanate ABC transporter, permease protein 36
Cyanate ABC transporter, substrate binding protein 52
Cyanate hydratase (EC 4.2.1.104) 31
Desnitrificacéo 33
NnrU family protein 33
Amonificagdo de Nitratos e 1292
Nitritos
Assimilatory nitrate reductase large subunit (EC:1.7.99.4) 288
Nitrate ABC transporter, ATP-binding protein 58
Nitrate ABC transporter, nitrate-binding protein 145
Nitrate ABC transporter, permease protein 51
Nitrate/nitrite transporter 243
Nitrite reductase [NAD(P)H] large subunit (EC 1.7.1.4) 281
Respiratory nitrate reductase alpha chain (EC 1.7.99.4) 119
Respiratory nitrate reductase beta chain (EC 1.7.99.4) 77
Response regulator NasT 30
Sintese de Oxido Nitrico 153
putative cytochrome P450 hydroxylase 153
Estresse Nitrosativo 32
Anaerobic nitric oxide reductase flavorubredoxin 32
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4. Discussao

A andlise taxondmica da 4gua da Cava de mineracdo revelou uma comunidade
bacteriana complexa. Dados obtidos através do banco de dados RDP indicaram as
Proteobacteria como o0 mais abundante filo, com quatro classes identificadas Alfa-
(22%), Beta- (38%), Gamma- (35%) e Deltaproteobacteria (1%). As Proteobacteria
tém sido frequentemente encontradas em ambientes de minas, e € sabido que por
sua capacidade degradante de varias moléculas organicas complexas, determinam
grande poder de adaptacdo e recuperacdo de diferentes ambientes (PEREIRA,;
VICENTINI; OTTOBONI, 2014).

Foram identificados 67 géneros pertencentes as Proteobacteria. Dentre eles
estdo importantes géneros envolvidos com o processo de biolixiviagdo e
abundantemente encontrados em ambientes acidos com a presenca de ferro, como
Acidiphilum e Acidithiobacillus. Estudos anteriores mostraram que a interacao destes
dois géneros tem efeito benéfico mutuo pois o sinergismo dessas espécies ativa
genes relacionados a oxidacéo do ferro e ao aumento da fixacdo de COz2, tornando o
processo de biolixiviacdo mais eficiente (LIU; YIN; DAI, 2011). Pertencente as
Proteobacteria, também foram identificados géneros como Alcanivorax, que podem
usar alcanos como Unica fonte de carbono (SHIGEAKI HARAYAMA, YUKI KASAI,
2004), Desulforhabdus e Desulfovibrio, que sdo conhecidos por serem bactérias
anaerobias capazes de reduzir sulfato, ferro e oxidar metano (SALAM et al., 2017).
Outros dois géneros que desempenham papel importante em ambientes
contaminados com metal dentro do filo das Proteobacteria sdo o Thiobacillus e o
Thiomonas.

Thiomonas € identificado como um género de bactérias extreméfilas e
encontrada em ambientes contaminados com Arsénio que sdo oxidantes de As lll e
obtém energia com a oxidacdo de compostos reduzidos de enxofre inorganico
(BRYAN et al., 2009; MULLER et al., 2007). Thiobacillus também é conhecido por
desempenhar um papel importante no ciclo do nitrogénio, bem como oxidar formas
reduzidas de enxofre inorganico. Este género oxidante de ferro também é tolerante a
3,5% de cloreto de sddio, o que equivale a 0,6 M, enquanto que a maioria das
bactérias oxidantes de ferro toleram no maximo 0,1M de sal (HEDRICH,;
SCHLOMANN; BARRIE JOHNSON, 2011).
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As Actinobacteria foram o segundo filo mais abundante identificado na agua da
Cava de mineragdo com 11% das sequéncias. Este filo € importante para remediacao
de metais devido ao seu metabolismo e a capacidade de colonizar rapidamente
substratos seletivos (NARENDRULA-KOTHA; NKONGOLO, 2017). Com 63% de
abundancia nas Actinobacteria identificadas, o género Arthrobacter € conhecido por
remover metais pesados como chumbo, niquel e cAddmio, além de oxidar Cr IV em Cr
I em efluentes liquidos (HLIHOR et al., 2017; GELAGUTASHVILI; PATARAIA;
GURIELIDZE, 2011).

Na Figura 3 s&o observados os filos e classes identificados no sequenciamento
de amostras da dgua da Cava de mineracao, inclusive os filos menos abundantes,
gue ndo podem ser considerados menos importantes, pois pequenas comunidades
podem ser cruciais para as relacbes bioguimicas e funcfes do ecossistema em
estudo.

Como exemplo, o filo Verrucomicrobia, com apenas 1,2% das sequéncias
identificadas. Sendo as bactérias deste filo morfologicamente diversas e capazes de
metabolizar uma variedade de compostos de carbono, sendo conhecidas por serem
metanotroficas aerdbicas, capazes de utilizar o metano como Unica fonte de carbono.
As bactérias deste filo j& foram isoladas de ambientes geotérmicos na Italia, Nova
Zelandia e Ruassia (DUNFIELD et al., 2007; ISLAM et al., 2008). Alguns de seus
géneros sdo extremofilos, sendo capazes de crescer em pH = 1 e suportar
temperaturas de até 65°C (OP DEN CAMP et al, 2009), tornando-se as
metanotroficas mais acidoéfilas conhecidas. O integrantes do filo Verrucomicrobia sao
capazes de utilizar celulose, xilana e pectina. Herlemann, Lundin e Labrenz (2013)
reconstruiram o genoma e estudou o potencial metabdlico de um Verrucomicrobiota
da classe Spartobacteria, também identificada em nosso estudo. A partir de amostras
do mar baltico, os autores encontraram alta frequéncia de genes codificadores de
glicosil hidrolases que provavelmente permitem o uso de uma variedade de
carboidratos, sugerindo assim sua importancia no ciclo do carbono em ambientes
aguaticos.

Nesse ambiente foram identificados, ainda, membros do filo Firmicutes (3,8%),
Acidobacteria (2,3%), Bacteroidetes (3%) e Spirochaetes (1,4%), que podem ocorrer

também em ambientes aquaticos como lagos e oceanos, mas sdo encontrados em



88

menores quantidades (NEWTON et al., 2011). Com destaque para o filo Firmicutes,
Samanta et al. (2012) observaram que espécies do género Bacillus tém tolerancia e
resisténcia a varios metais pesados e antibioticos, sendo este género também
conhecido por possuir mecanismos de adsorcdo de metais pela parede celular
(MORIWAKI; YAMAMOTO, 2013). Tal género foi encontrado em nossas amostras
com 2,7% das sequéncias relacionadas ao filo Firmicutes.

Os eucariotos representaram 19,8% das leituras na analise do metagenoma da
agua da Cava de mineracdo. A grande maioria das sequéncias foi atribuida a flora
aquatica comum (98%), com maior incidéncia do filo Chlorophyta e com destaque para
0s géneros Auxenochlorella, Chlamydomonas e Chlorella.

Algas do filo Chlorophyta sao frequentemente encontradas em ambientes de
minas com aguas com pH acido, sendo que alguns géneros atuam como produtores
primarios nesses ambientes, sendo considerados mixotréficos (NANCUCHEO;
JOHNSON, 2012). As algas sdo amplamente conhecidas e estudadas pela sua
eficacia no tratamento de aguas residuais, remocdo de nutrientes, remocdo de
produtos quimicos e metais pesados, producao de biodiesel, além de inimeras outras
aplicagbes (TOFANA; MIHAIESCU; ODAGIU, 2016). As microalgas tém sido
estudadas pela sua capacidade de incorporar ions metéalicos no vacuolo celular.

O género Chlorella com 35% de abundancia dentro do dominio eucarioto em
nossas amostras, € uma alga oleaginosa que mostrou alto desempenho na produc¢éo
de lipidios e remocéao de metais (Zn, Mn, Cd e Cu) por biosorcéo e bioacumulacdo em
um sistema de agua residual artificial (YANG et al., 2015). Nancucheo e Johnson
(2012) observaram que Chlorella cresceu na presenca de 10 a 50 mM de Ferro ferroso
e férrico, e forneceu hipoteses sobre os beneficios da interagéo entre algas e bactérias
acidofilas para prevencao e remocao de metais em minas.

Esses estudos sdo de fundamental importéancia pois nos sugerem que a
presenca desta alga na agua da Cava de mineracdo e sua interacdo com as
comunidades bacterianas pode estar auxiliando na remocdo de ferro na agua,
ajudando a diminui¢cdo do impacto causado pela exploracédo deste ambiente.

Os integrantes do dominio Archaea geralmente sdo bem adaptados em
ambientes extremos como altas temperaturas, baixo pH, altas concentra¢des de ferro

e outros metais (BRUNEEL et al., 2008). Pertencentes aos filos Thaumarchaeota e
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Crenarchaeota, as Archaea representaram 0,1% do total das sequéncias atribuidas.
Todos os integrantes do dominio Archaea identificados no metagenoma da 4gua da
Cava estao relacionados com o ciclo do nitrogénio, entre eles, os géneros Candidatus
Nitrososphaera, Cenarchaeum, Nitrosopumilus e Thermocladium. Estes micro-
organismos também foram detectados em colunas de &gua do rio Amazonas,
indicando a importancia dessas espécies no ciclo do nitrogénio (N) em ambientes de
agua doce (PORAT et al., 2010; MCMAHON et al., 2011). Alguns destes géneros
também foram identificados em sedimento de agua doce tropical contaminado com
metal no quadrilatero ferrifero (COSTA et al., 2015).

Na categoriza¢do do potencial funcional das comunidades presentes na agua da
Cava, destacou-se com a maioria dos “reads” o subsistema “clustering-based
subsystems” (11,8%). Esta categoria refere-se a um conjunto de genes relacionados
entre si, mas que nao possui uma funcgéo clara. Esta categoria também foi encontrada
como a mais abundante em amostras de agua doce no bioma Caatinga no Brasil
(ANDRADE et al., 2017). Outros subsistemas identificados em maior abundancia
foram relacionados a genes associados a manutencdo de basica de células, como
metabolismo de carboidratos (11,3%), genes associados ao metabolismo de
aminoécidos e derivados (9,6%) e metabolismo de proteinas (9,4%) (Figura 4).

E sabido que alguns metais, quando em quantidade minima, sdo de fundamental
importancia para 0s micro-organismos, estao presentes nos centros ativos de muitas
enzimas e suas propriedades sao Uteis para catalisar reacdes chave ou para manter
a estrutura protéica. Mas quando em excesso, 0s metais podem causar S€rios
problemas, exercendo uma acao inibitéria nos micro-organismos através do bloqueio
de enzimas, do sistema de transporte de nutrientes e substituicdo de ions essenciais
ou até mesmo a alteracdo da estrutura conformacional de acidos nucleicos e proteinas
(BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000). O metagenoma da Cava de mineragao apresentou
uma grande quantidade de genes codificadores para resisténcia a metais, com
destaque para os metais de transi¢cdo niquel, zinco e cobre, que sédo essenciais para
as células. Os genes de resisténcia ao niquel foram identificados como 0s mais
abundantes em nossa amostra com 12,3%. O niquel também é considerado elemento
traco essencial e constituinte de enzimas como as hidrogenases, desidrogenases e

ureases, mas quando em excesso pode interagir com outros componentes celulares
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como aminoacidos e nucleotideos, causando problemas nas atividades enziméticas
das células (CHAUDHARY et al., 2017).

O zinco representou 12,3% dos genes identificados. Considerado menos toxico
gue outros metais, 0s genes de resisténcia relacionados a resisténcia ao zinco e ao
grupo cobalto-zinco-cadmio (2,7%) séo transportados pela célula bacteriana através
de um mecanismo onde proteinas de membrana denominadas Czc (czcA, czcB, czcC)
sao responsaveis pela expressdo de uma bomba de efluxo que transporta os ions Co
2*, Zn ?* e Cd ?* do citoplasma para fora da célula bacteriana (BRUINS; KAPIL;
OEHME, 2000).

O segundo grupo mais abundante foi o relacionado a resisténcia ao cobre
(12,1%). A presenca de genes relacionados a resisténcia ao cobre pode estar ligada
a mecanismos de protecao celular, pois o cobre é essencial para a célula bacteriana,
mas pode ser toxico mesmo em baixas concentracfes. Para lidar com isso sdo
necessarios mecanismos para controlar a disponibilidade intracelular de cobre
(OUTTEN et al., 2001).

Em destaque na Figura 7, observamos a grande quantidade de genes resistentes
a multiplos metais, como: Tungsténio-Molibdénio (8,3%), Cobre-Prata (3,4%), Cromo-
TelUrio-Selénio (3%), Ferro-Galio (3%) entre outros.

Genes relacionados a resisténcia ao aluminio, antiménio, arsénio, cadmio,
cobre, cobalto, chumbo, cromo, galio, magnésio, manganés, mercurio, molibdénio,
ouro, vanadio, prata, telurio e tungsténio também foram identificados no metagenoma
da 4gua da Cava (Figura 7). Mesmo sem a presenca destes metais na dgua da Cava,
0s genes identificados sdo importantes para 0os mecanismos de resisténcia das
bactérias em adquirir ou rejeitar diferentes tipos de metais e assegurar a adaptacao
desses micro-organismos a mudancas hostis de ambiente, como aconteceu na area
da Cava em estudo, que sofreu estresse por um longo periodo (VALLS; DE
LORENZO, 2002).

Diferente dos outros metais, a grande quantidade de ferro presente no ambiente
aquatico da Cava pode ser responsavel pela selecdo de genes relacionados ao
subsistema de aquisicdo e metabolismo de ferro. Os genes com resisténcia a Ferro
representaram 7,3% em nossa amostra. A baixa solubilidade do ion férrico em solucéo

aquosa torna sua obtencdo mais dificil, portanto os micro-organismos criaram muitas
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estratégias para adquirir ferro soltvel, como por exemplo a producao e utilizagdo de
sideroforos, que séo reservatoérios transitorios de ferro para o transporte do ion para o
citoplasma celular (VOSS et al., 1999). De acordo com a analise através do banco de
dados SEED, os genes relacionados com a producdo e utilizacdo de sideréforos
representaram 7% das “reads”, enquanto os outros 92% pertencem a diferentes genes
com as fun¢des de adquirir, utilizar e transportar o ion férrico.

Micro-organismos que possuem a capacidade de conviver com o ferro tem sido
foco de inUmeros estudos devido a sua importancia tanto no ciclo global do ferro
quanto em aplicacdes industriais, principalmente relacionadas as bactérias
mineradoras, que possuem particular interesse econdmico (HEDRICH,;
SCHLOMANN; BARRIE JOHNSON, 2011).

O nitrogénio € um macronutiente importante em sistemas aquaticos, e é a chave
para a formacao de aminoécidos, proteinas, enzimas e componentes estruturais das
paredes celulares. As principais transformacdes do nitrogénio dependem de
microrganismos como arqueias, bactérias e fungos (JURETSCHKO et al., 2000)
(OFFRE; SPANG; SCHLEPER, 2013) (RICHARDSON; WATMOUGHT, 1999). A
andlise de genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio na agua da Cava de
mineracao revelou genes envolvidos na assimilagdo de amonio e amonificagdo de
nitrato e nitrito como os mais abundantes, 58,5% e 27,4% respectivamente.

O processo de amonificacdo € realizado por bactérias saprofitas e é baseado na
decomposicdo de moléculas orgéanicas contendo nitrogénio, como, por exemplo,
aminoacidos e DNA, que sao liberados para o0 meio ambiente quando um organismo
excreta residuos ou morre (COSTA et al., 2015). Como a maioria do N existe sob a
forma de moléculas orgéanicas, a disponibilidade do nitrogénio para niveis troéficos mais
elevados depende da transformacao microbiana (COSTA et al., 2015).

Alguns géneros de bactérias e arqueias relacionadas ao ciclo do nitrogénio foram
identificados na agua da Cava, como, por exemplo, Cenarchaeum, Candidatus
Nitrososphaera, Nitrosopumilus, Thermocladium, Rhizobium, Bacillus, Thiobacilus,
Pseuddémonas, Nitrosococcus, mostrando, assim, a participacdo da comunidade

microbiana da agua da Cava no metabolismo do nitrogénio.
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5. Conclusao

O estudo do metagenoma da agua da Cava de mineracdo é um exemplo de
como as abordagens metagendmicas nos permitem estudar o metabolismo
microbiano sem a necessidade de cultivo. O perfil taxonémico revelou que a
comunidade microbiana presente na agua da Cava de mineracdo é composta pelos
dominios Bacteria (79,8%), Eucaryota (19,85%) e Archaea (0,1%). Grande parte dos
organismos bacterianos foram atribuidos aos filos Proteobacteria (33%) e
Actinobacteria (11%), para o dominio Eucaryota, a maioria dos integrantes pertencem
a flora aquatica comum, com os filos Chlorophyta (55,5%) e Streptophyta (29,1%), e
para o dominio Archaea, foram identificados representantes dos filos Thaumarchaeota
(71,4%) e Crenarchaeota (28,5%). Também neste estudo, foi identificado 3.306 genes
importantes para os mecanismos de resisténcia das bactérias em adquirir ou rejeitar
diferentes tipos de metais, assegurando a adaptacdo desses micro-organismos a
mudancas hostis de ambiente. A analise funcional revelou genes associados a
manutencao celular e ao metabolismo do nitrogénio, o qual contou com genes
envolvidos na assimilagdo de amonio e amonificagéo de nitrato e nitrito.

Esse estudo forneceu dados importantes sobre as interagcdes da comunidade
microbiana com o meio ambiente e permitird pesquisas mais aprofundadas dos genes
encontrados em processos de biorremediacéo, biomineracdo e em outros diversos
processos com importancia biotecnolégica. Além disso, esse foi 0 primeiro estudo
dessa Cava que esta em recuperacdo e podera servir de base para avaliacbes
posteriores de controle do processo de transformacdo dessa area explorada pela

atividade mineradora.
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