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IDENTIFICAGAO E CARACTERIZAGAO DE METAGENOMAS E IS'OLADOS
BACTERIA:NOS VISANDO A BIORREMEDIAGAO DE SOLOS DE AREAS DE
MINERACADO.

RESUMO- Os impactos ambientais causados por sucessivas extracbes de
minérios e compostos gerados dos residuos toxicos dessa atividade tém sido
foco de preocupagao dos ambientalistas, neste contexto ha um grande esforgo
gerado para o desenvolvimento de metodologias eficientes e de baixo custo para
remogao de metais pesados de solos e aguas contaminadas. Os métodos
biol6gicos surgem como uma alternativa aos métodos convencionais para o solo,
um dos ecossistemas terrestre que apresentam uma infinidade de recursos
naturais além da grande diversidade de microrganismos interagindo entre si. O
mesmo constitui fonte de investimento para o isolamento de microrganismos e
analises metagendmicas para prospeccido de genes envolvidos em processos
importantes para o equilibrio metabdlico e ecoldgico, pois, tanto de maneira
isolada, como em interagdes, estes organismos desempenham papel importante
no que diz respeito a producdo de enzimas na biorremoc¢do de metais e
contaminantes do solo. Este trabalho teve como objetivo isolar, caracterizar e
avaliar a biossorgao e bioacumulagcdo de metais por microrganismos originados
de solos de ecossistemas de Sabara, uma regido de mineradora desativada
Minas Gerais. Adicionalmente buscou-se avaliar a diversidade metabdlica
funcional, para uma comparacdo da microbiota de, Sabara e Brumadinho,
combinada com busca de genes que conferem resisténcia a cromo (crhA), cobre
(copA, copB, cueO) e niquel (nixA). Os isolados obtidos foram classificados em
géneros como Burkolderia, Serratia, Bacillus, Stenotrophomonas e Artrobacter,
que apresentam potencial para biorremediacdo de metais do solo e agua.
Entretanto, seis dos 32 isolados apresentaram resisténcia aos metais cobre,
cromo e niquel, na concentragdo de 500 mgL-'. Destes isolados, dois deles, do
género Burkolderia e Arthrobacter (CP15 e CR11) apresentaram capacidade
metabdlica de biossorver e interiorizar metais pesados em diferentes fases do
desenvolvimento. Quanto a atividade metabdlica, a comunidade microbiana dos
solos do perimetro do quadrilatero ferrifero (MG) tem alta atividade na
degradacado de fontes de carbono importantes nos ciclos biogeoquimico e
biorremediagao, justificando a grande quantidade de ORFs encontradas nas

anotagdes do metagenoma sequenciado. Destaca-se os ecossistemas canga e



floresta que apresentaram maior numero de sequéncias identificadas para todos
0s genes envolvidos no processo de resisténcia, influxo e efluxo de metais,
sendo eles genes de resisténcia a cobre, multicooper oxidase ATPase (copA,
copB, cueO), multicopper ATPase like (copA, copB), cromo oxidase (chrA),
cromo transporte (chrB) e niquel oxidase (nixA). Os solos da regido de Sabara e
Brumadinho alocados no, quadrilatero ferrifero, apresentam diversidade
funcional para degradacéao de fontes de carbono como aminoacidos e compostos
fendlicos, e genes funcionais de grande importancia em processos metabdlicos
de remocao de metais pesados por microrganismos, além de microbiota com
capacidade remover e interiorizar metais oriundos dos residuos de mineragao
sendo um indicativo para a aplicacao na biorremediacdo de metais em areas

afetadas pela mineragao.

Palavras Chaves- Biorremediacao, Biorremocéao, Genes de Resisténcia, Cobre,

Cromo e Niquel.



IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF METAGENOMAS AND
ISOLATED BACTERIAL AIMED AT BIOREMEDIATION CONTAMINATION OF
SOIL AREAS.

ABSTRACT- The environmental impacts caused by successive extractions of
minerals and compounds generated toxic waste of this activity have been the
focus of concern for environmentalists in this context there is a great effort
generated for the development of efficient methodologies and cost-effective to
remove heavy metals from soils and contaminated water. Biological methods
appear as an alternative to conventional methods for the ground of the earth's
ecosystems have a multitude of natural resources beyond the great diversity of
microorganisms interacting. The same is investment source for the isolation of
microorganisms and metagenomic analyzes to search for genes involved in
important processes for metabolic and ecological balance, since both in isolation,
as in interactions, these organisms play an important role as regards the
production of enzymes in biorremogao metal and soil contaminants. This study
aimed to isolate, characterize and evaluate the biosorption and bioaccumulation
of metals by microorganisms originating from Sabara ecosystems soil, a mining
region of Minas Gerais disabled. In addition we sought to evaluate the functional
metabolic diversity, for a comparison of the microbiota of Sabara and
Brumadinho, combined with search of genes that confer resistance to chromium
(CRHA), copper (copA, CopB, cueO) and nickel (Nixa). The isolates were
classified into genres such as Burkolderia, Serratia, Bacillus, Stenotrophomonas
and Artrobacter, which have the potential for bioremediation of metals from soil
and water. However, six of the 32 isolates were resistant to metals copper,
chromium and nickel, at a concentration of 500 mg L-1. Of these isolates, two of
them, the genus Arthrobacter and Burkolderia (CP15 and CR11) had metabolic
capacity to internalize biossorver and heavy metals at different stages of
development. As metabolic activity, the microbial community of the perimeter of
iron quadrangle soils (MG) has high activity in the degradation of important
carbon sources in biogeochemical cycles and bioremediation, which explains the
large amount of ORFs found in the notes of sequenced metagenome. the yoke
ecosystems and forest that had a greater number of sequences identified for all

the genes involved in the resistance process is noteworthy, influx and efflux of



metals, and they copper resistance genes, multicooper oxidase ATPase (copA,
copB, cueO) multicopper ATPase like (copA, CopB), chrome oxidase (chrA),
chrome transport (chrB) and nickel oxidase (nixA). The soils of Sabara and
Brumadinho region allocated to, iron quadrangle, have functional diversity for
degradation carbon sources such as amino acids and phenolic compounds, and
functional genes of great importance for metabolic processes of removing heavy
metals by microorganisms, and microorganisms with ability to remove and
internalize metals coming from the waste mining being an indication for use in the

bioremediation of metals in areas affected by mining.

Keywords - Bioremediation, Biorremogéao , Resistance Genes , Copper, Chrome
and Nickel



CAPITULO 1 - Consideragdes Gerais

1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, a presenca de metais pesados, que mesmo em
quantidades vestigiais é toxico e prejudicial para a flora e fauna, tornou-se um
grande problema ambiental (GADD, 2000). Técnicas como precipitacao,
oxidacao/reducao, adsorcao, complexacdo e cimentacao, reducio eletrolitica,
troca ibnica e osmose reversa vem sendo utilizados para remog¢ao de metais
pesados de ambientes aquaticos e solos (BAI et al., 2014), sendo que no
entanto, existem processo naturais, como biososor¢cdo por células mortas, por
bactérias, onde sua utilizacdo que vem sendo estudados, como exemplo a
utilizacdo de plantas na biorremocao de metais, uma vez que a mesma absorve
os metais pela raiz ou em associagdo com microrganismos, nao transferindo os
mesmos para cadeia alimentar (MARGESIN; PLAZA; KASENBACHER, 2011).

Além de plantas e dos processos convencionais, 0S micro-organismos
relacionados a solubilidade de minerais, biomineralizacado, biorremediacéao,
corrosdo microbiana (LI et al., 2014) é de peculiar interesse para a
biorremediagdo de ambientes, devido ao baixo custo de sua implementacéo,
despertando assim um grande interesse na industria. (CHEN et al., 2014;
UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009).

O solo é conhecido por apresentar uma comunidade microbiana
extremamente diversificada, que apresenta uma grande diversidade funcional de
genes para a produgdo de enzimas envolvidas em diferentes processos
importantes para ciclagem de nutrientes bem como aqueles envolvidos no
metabolismo  oxidativo, biorremediacdo, biomineracdo, entre outros
(HUGENHOLTZ; TYSON, 2008; PANICKER; GOPALAKRISHNAN, 2014). As
tecnologias de sequenciamento de nova geragao possibilitam gerar inumeras
sequéncias em um curto periodo de tempo a precos acessiveis, esta facilidade
permite acessar a diversidade bacteriana e genes funcionais envolvidos em
ciclos biogeoquimicos. Neste contexto, a metagenédmica fornece informacdes
para visualizar e entender as interagdes microbianas com o ambiente e assim
entender as mudangas ambientais (MYROLD; ZEGLIN; JANSSON, 2014) .



Muitos géneros bacterianos também encontrados no solo atuam nos
processos de biomineracao e biorremediacao, principalmente os acidofilos com
potencial oxirredutor, como Acidithiobacillus ferrooxidans, Sulfobacillus sp. e
Acidithiobacillus caldus (GADD, 2000). Além destes, alguns géneros como
Pseudomonas, Burkolderia, Bacillus e Rhizobium (WANI; AYOOLA, 2015)
apresentam potencial para biorremediacdo considerando que esses
microrganismos apresentam metabolismo oxidativo de minerais atuando de
maneira importante na biorremediacao de cobre, cromo , niquel e zinco
(SILVER, 1996).

Os processos bioldgicos relacionados a ambientes tém sido bastante
explorado uma vez que os mesmos exercem papel importante na manutengao
dos ecossistemas. Uma série de tecnologias e esforgos ao longo do mundo todo
tem sido aplicada para a descoberta da diversidade e acesso as informacdes
funcionais a nivel de genes (MENDEZ-GARCIA et al., 2015). Estudos de
diversidade funcional em areas de extragdo de metal, possibilitam identificar
genes que conferem resisténcia a metais pesados e envolvidos no metabolismo
de metal (COSTA et al, 2015, HUNTER et al., 2014; PANICKER;
GOPALAKRISHNAN, 2014).

Considerando que os microrganismos apresentam um papel essencial
nos ciclos biogeoquimicos, e na biodisponibilidade de metais, tornam-se de
relevancia os estudos para conhecer a diversidade taxondmica e funcional das
comunidades microbianas em areas com grandes concentragdes de metais
(COSTA et al., 2015). Sendo assim, o objetivo do presente trabalho foi isolar e
caracterizar microrganismos de diferentes biomas do quadrilatero ferrifero em
Minas Gerais, uma das maiores regides do mundo de mineragao, com intensa
atividade de mineracdo desde o século 17, visando a selecdo daqueles com
possivel potencial para biorremediacdo de Cobre bivalente (CuZ*), Cromo
Hexavalente (Cré*) e Niquel (Ni2*), bem como avaliar por meio de analise
metabdlica, as caracteristicas funcionais da comunidade procariética e a

prospecc¢ao de genes envolvidos no metabolismo de metal.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Quadrilatero Ferrifero

O estado de Minas Gerais apresenta uma regiao denominada Quadrilatero
Ferrifero, a qual engloba municipios que se enquadram entre as maiores
produtoras nacionais de minério de ferro. Sdo os municipios de Sabara, Santa
Barbara, Mariana, Congonhas, Ouro Preto, Jodo Monlevade, Rio Piracicaba,
Itadna , Itabira, Brumadinho entre outros (Figura 1) (ALEX et al., 2012).
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Figura 1: Mapa de Minas Gerais com a delimitagdo do Quadrilatero Ferrifero
(ALEX et al., 2012).

As riquezas do Quadrilatero ndo sé englobam minério de ferro mas outros
minérios como manganés, ouro, entre outros. Esta regido é de extrema
importancia para histéria brasileira por ter sido o maior polo de extragcéo de ouro
no ciclo do ouro. Esta regido também engloba uma série de companhias e

empresas de grande porte com a Vale S/A entre outras.

A Vale é grande responsavel pela extragdo de minério nesta regido
contribuindo para o crescimento econdmico e estrutural desta Regido. Esta



apresentarem grande preocupagdo com a parte ambiental dos municipios
alocados nesta regido tendo dois parques denominados Centro de
Biodiversidade CEBIO-Sabara-MG e Vale Estadual do Migueldo em Brumadinho
— MG. Os centros de diversidade compartiiham cinco ecossistemas de
preservacao e revitalizados: Campo Rupestre, Campo de Gramineas, Mata
Floresta, Cerrado e Mata Eucalipto (MORAIS et al., 2010).

2.1.1. Sabara

Sabara é um municipio do estado de Minas Gerais, localizado na Regiao
Metropolitana de Belo Horizonte. Sabara apresenta uma paisagem repleta de
montanhas rochosas com solos com caracteristicas calcarias e grande
concentragao de ferro, esta sendo de grande importancia para o crescimento

econdmico e industrial, por conta da extragao deste minério (VARAJAO, 1991).

O municipio de Sabara esta localizado na bacia do Rio das Velhas se
estendendo pelo Rio Sabara e apresenta um clima tropical com periodos de
chuva em outubro e abril, com temperatura em torno de 21°C na minima e 27°C
em periodos de verédo e 16°C no inverno (REZENDE; AUGUSTO; SALGADO,
2011). Aregido de Sabara se apresenta revestida por uma floresta semidecidual
tipica de Mata Atlantica, solo do tipo latossolo vermelho argiloso, com vegetacao
caracteristicas deste ecossistema além de campos rupestres com caracteristicas
quartizoliticas com preenchimento por vegetacdes rasteiras. Solo de cerrado
com caracteristicas bastante semelhantes ao Campos Rupestre e um campo de
gramineas povoado por capim gordura caracterizam este municipios (DE
MORAES, 2006).

2.1.2. Brumadinho

Brumadinho € um municipio localizado em Minas Gerais, sendo a mineragao
uma das atividades econdmicas de maior destaque nestas regides. Esta regido
possui grande riqueza ambiental e paisagisticas com vegetagcdo composta por
Florestas Estacionais Semideciduais, Campos Altimontanos e Campos

Rupestres (SILVA, 1998). Apresenta um clima com duas estacbes definidas,



uma chuvosa e outra seca (nordeste, centro-oeste e parte do Sudeste), e

acentuada variagao térmica (sul) (MAIA, 2014).

As florestas estacionais e semideciduais apresentam amplitude de 100 a
1800 metros, distribuida de 300 a 1200 metros. Esse ecossistema recobre os
solos do espago dos dominios dos Morros Florestados no sul e no sudeste, com
predominio dos solos Vermelhos-Amarelados (Podzdlicos e Latossolos).
Encontram-se distribuida sobre embasamento sudeste além da regido centro
sul do Parana e Triangulo Mineiro (MORAES et al.,, 2010). Nas regides
montanhosas de Brumadinho se encontram os campos Rupestres, campos com
solos caracteristicos pela formacao de quartzo e arenito, com cobertura de uma
vegetacdo rustica que normalmente sobrevivem em solos de caracteristica
rochosa ou até mesmo desértica. Ainda apresentam um ecossistema de cerrado
com caracteristicas proximas a canga quanto a composigao do solo (VARAJAO,
1991).

A regiao de Brumadinho abriga o cenario perfeito para a mineragéao além de
lindas paisagens, contando ainda com o Centro de Tecnologia de Ferrosos
mantido pela Vale /SA, area onde antes era feito extracdes de minério e hoje
consiste em uma area de preservagcdo que engloba grande parte desta
diversidade de ecossistema. Este Centro de Preservagao engloba ecossistemas
como Campo Rupestre (Canga), Mata Floresta, Cerrado e Campo de Gramineas
(ANTONIO; ELIAS, 2011)

2.2. Comunidade microbiana do solo.

O solo é um dos reservatorios de carbono organico da Terra constituindo-se
em um dos mais importantes habitats para microrganismos, componentes
essenciais da biota terrestre. Os micro-organismos exercem um importante
papel na manutencdo da vida na Terra, atuando na ciclagem de nutrientes e
minerais, na produgdo de biomassa, relagdes simbiodticas, no controle de
populagdes (ACID et al.,1995). A versatilidade deste reservatério natural de
espécies deriva de um longo caminho evolutivo em que inumeras adaptacgdes e
estratégias metabodlicas foram desenvolvidas em diferentes condicbes de
presséao seletiva (GOMEZ; FERRERAS; TORESANI, 2006).
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Os micro-organismos catalisam reagdes metabdlicas de extrema importancia
dos ciclos biogeoquimicos da biosfera produzindo componentes importantes
para a manutencao da atmosfera, além de representarem a maior diversidade
genética e metabdlica dentre as formas de vida existentes. O solo € o habitat
gue contém a maior quantidade e diversidade de micro-organismos, um grama
de solo contém mais de 10.000 diferentes espécies (TORSVIK et al., 2002).

Esta diversidade de micro-organismos e suas atividades metabdlicas tém
sido muito exploradas pela biotecnologia como alternativa de melhoria do padréao
de vida humana e na qualidade ambiental. Nesta tematica a busca por novos
isolados e enriquecimentos microbianos, com a finalidade de aplicacdo em
abordagens enzimaticas para realizacdo de diversos processos tem

movimentado grandes esforgos no meio académico e industrial (GADD, 2010).

2.3. Técnicas para exploragao da riqueza de compostos microbianos.

2.3.1. Analise do perfil metabdlico - Biolog Ecoplate

A biodiversidade do solo tem despertado grande interesse para estudos,
devido a riqueza de microrganismos e a complexidade deste bioma, na
regulacéo e funcionamento de processos ecologicos. Os microrganismos que
habitam o solo sédo capazes de metabolizar moléculas orgénicas e assim liberar
nutrientes inorganicos utilizados pelas plantas, devido a esta alta atividade
microbiana para ciclagem de nutrientes. Garland e Mills introduziram o uso
comercial de microplacas Biolog como um sistema para avaliar a diversidade
funcional destes microrganismos oriundos de amostras ambientais, baseado na
utilizacdo de determinadas fontes de carbono (C) (GARLAND & MILLS,1991;
WEBER et al., 2007).

O método pode revelar diferencas consideraveis de utilizacdes de diferentes
substratos pela comunidade microbiana, segundo Stefanowicz (2006) a placa
surge com um método eficiente para avaliar as interagbes microbianas e
compostos gerados, sendo uma ferramenta eficiente para avaliar a diversidade
funcionala da comunidade microbiana de diferentes ecossistemas (SCHUTTER

e DICK, 2001). Portanto, o perfil fisioldgico Biolog tem sido uma ferramenta muito
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util para refletir mudancgas de atividade metabdlica e/ou potencial de versatilidade
funcional de comunidades microbianas expostas a diversos estresses, inclusive
pela concentragéo de metais pesados (PIERCE; WARD; DOBBS, 2014; SOUZA
et al., 2012).

2.3.2. Isolamento de microrganismos

Historicamente, microrganismos cultivaveis dos solos tem sido uma fonte
inesgotavel para a prospeccéo e producédo de compostos naturais com atividade
biolégica para a vida terrestre. Desde 1900 aproximadamente, produtos oriundos
do metabolismo secundario destes microrganismos tém sido aplicados nos
setores industriais (WHITE; SAYER; GADD, 1997). Estes compostos tém sido
aplicados para produgdo de medicamentos, inseticidas, promotores de
crescimento, polimeros e enzimas de aplicagao biotecnoldgica (ISLAM et al.,
2004).

O isolamento e obtengcdo de culturas puras permitem estudar os
microrganismos de amostras ambientais de maneira individual e assim
caracteriza-los, principalmente por critérios nutricionais (SCHLOTER; DILLY;
MUNCH, 2003). Esta técnica tradicional permite acessar uma parte da
diversidade existente no solo e também a busca de linhagens produtoras de
diversas substancias e assim aplicar estes microrganismos, bem como aplicar
biotecnologicamente seus compostos (UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009).

2.3.3. Metagendémica microbiana

Os microrganismos cultivaveis tem sido uma fonte inesgotavel, para a
producdo de compostos (enzimas) importantes na aplicagao biotecnoldgica,
atendendo uma série de setores como, energético, téxtil, farmacéutico,
agropecuario e também sendo aplicados em processos alternativos para
recuperagdo de ambientes através da biorremediacdo (AURELIO; PINHO;
FILHO, 2010). Estes compostos de extrema importancia para o setor industrial
tém sido acessado por técnicas tradicionais como isolamento e cultivo de

microrganismos de amostras ambientais (COSTA et al., 2015).
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A maioria das enzimas utilizadas no setor industrial tem sido descoberta por
meio de métodos tradicionais por microrganismos isolados, busca em bibliotecas
metagendmicas, entretanto estes processos apresentam algumas limitagdes por
conta da biotransformacéo e efeitos biocataliticos, os quais ainda permanecem
impraticaveis em funcao de deficiéncias associadas as enzimas, tais como baixa
taxa de expressao ou localizagao intracelular (UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009).
Além da problematica descrita acima ha um aumento na redescoberta de
compostos, enquanto ha muito ainda a se explorar, uma vez que 0s
ecossistemas apresentam uma grande diversidade de microrganismos, que

técnicas tradicionais ndo permitem acessar.

Neste contexto, a metagendmica surge para acessar o desconhecido e toda
a informagao nao cultivavel tradicionalmente, sendo, assim uma ferramenta que
permite acessar toda a informacao presente no ambiente através do DNA de
amostras mistas, permitindo aprofundar estudos a nivel génico, com finalidade
de se encontrar genes que codificam enzimas importantes para a aplicagcéao
biotecnolégica (MYROLD; ZEGLIN; JANSSON, 2014). Atualmente, com o
surgimento de tecnologias de sequenciamento de nova geragcéo € possivel
acessar toda esta diversidade de uma maneira mais ampla em um curto periodo
de tempo e com custos mais acessiveis, portanto este avango tecnoldgico
aumenta ainda mais a facilidade de acessar a diversidade de microrganismos e
genes funcionais (Figura 2) para uma possivel aplicacdo biotecnolégica e
biorremediagdo, além de permitir o entendimento do metabolismo da
comunidade microbiana (HUNTER et al., 2014).



13

——
| -
—= _, viiiy D
The 16S-based ‘ E—— E— ‘ CAGGTAGGATANTA - GreenGenes
— OTU3 CAGGTAGGATAATTA
approach — — GAGGraceATAAATA myRDP
HHOCHOCSDC A 2L I U g§§§§§§§¥§%§ Silva
MANS NSNS NSRS . ..
Amplify and Group similar Use database to

WA S
DA A

NSNS
NSNS NSNS

Extract DNA

sequence 16S rRNA sequences into OTUs

OTUs

identi

Community composition: Which organisms are present?

1

Variant sequences and

SNPs
Microbial community 3 GATTACA
c
sample 5 GATTACA
c GATTTCA
e 1 J 5 e fitn
o @G o0 57U gl
Gl o O &b G ca
Relative abundance OTU phylogeny
of OTUs in
community
Extract DNA
p & 6 O & & O ¢ A A
DOOOL 2O
Sosa S OIS Compare sequences to
SRS NI NS S A F KA reference genomes
VALY AV AV AN
UL shotgu!'l Sequence Community function:
metagenomic ) community What can the community do?
approach DNA
(]
| :
KEGG 3
q c
F8Nen] SEED 3 II II
BLAST <

Use database to
identify sequences

Figura 2: Métodos em Bioinformatica para estudos metagenémicos

Functions
Relative abundance of gene

pathways in community

de

diversidade microbiana e funcional através de sequenciamento de
nova geracdao (MORGAN; HUTTENHOWER, 2012).



14

2.4. Microrganismos na biorremediacao de metais

Os mecanismos de remoc¢ao, acumulacao e transformacdo de metais sao
processos de bastante importancia para manuteng¢ao da vida terrestre, por
serem componentes fundamentais para os ciclos biogeoquimicos (GAAD, 2000).
Processos alternativos para remocédo de metais por microrganismos sao
dependentes da capacidade de efetuar e/ou mediar a mobilizacdo de metais. Os
processos de mobilizacdo de metais bem como remocao de metais podem ser
obtidos por exemplo por protonagdao, quelacdo e transformacdo quimica
enquanto imobilizacdo pode ocorrer por precipitacdo ou a cristalizacdo de
compostos organicos ou inorganicos insoluveis ou por adsorg¢ao, absorgédo e
sequestro intracelular (DAS; VIMALA; KARTHIKA, 2008). Uma série de
interacbes metal microrganismos foram estudadas bem como o meio para que
0S processos como remocdo, recuperacao ou desintoxicacdo de metal
inorganico e organico ou poluentes radionuclideos possam ocorrer (Figura 1)
(LOVLEY & COATES, 1997; FRANCIS, 1998; STEPHEN & MACNAUGHTON,
1999 e ECCLES; 1999).

No contexto de reduzir, reutilizar e remover metais, matrizes como solo,
sedimentos, lixeiras e residuos industriais, podem ser fontes com bastante
potencial para aplicagdo em processos de revitalizagdo de areas visto que estes
microecossitemas apresentam uma diversidade de microrganismos com
maquinaria metabdlica necessaria que permite que o0s metais sejam
transformados in situ em formas insoluveis e inertes quimicamente e que
também s&o aplicaveis para a remocdo de metais a partir de uma solugao
aquosa (DAS; VIMALA; KARTHIKA, 2008b). Entretanto estes processos de
transformacdo ou remocdo de metais sao intrinsecos embora menos
apropriados para meios tradicionais de tratamento de aguas e esgotos. As
técnicas moleculares e de andlise genética permitem uma maior compreensao
do metabolismo microbiano de metais, incluindo aqueles aspectos que sédo de
relevancia ambiental e biotecnoldgico (NIES, 1999; CHEN et al., 1999).
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2.4.1. Processos de Imobilizagao de ions Metalicos

Inimeros processos sao envolvidos na imobilizagdo de metais, estes
processos visam a reducao de ions metalicos livres no meio externo, podendo
promover a solubilizagao e deslocamento (Figura 3) de maneira equilibrada para

que ndo ocorra liberagcao de mais metal na solugdo (TSEZOS, 2001).

Processos de remocgéao por biossorcédo pode ser definido como adsorgéo de
ions metalicos nas formas organicas e inorganicas soluveis ou insoluveis em
processos fisico-quimicos. Em células na sua forma viva os processos de
adsorcao recebem influencia direta dos metabolismos bem como outros fatores
como pH, nutrientes organicos, inorganicos e metabolitos. Processo de remogéo
de metais podem ser locais, ou seja, pelo contato e envolvendo processos
metabdlicos Remocao de metais por biossor¢cao podem ser locais ou até mesmo
de modificagdo de ions metalicos, uma vez que alguns microrganismos tem
capacidade de remover por adsorcao na superficie espécies catidnicas tem
capacidade de acumular metais no interior das células vivas, visto que
apresentam mecanismos genotipicos e fenoticos como por exemplo, proteinas
de membrana que fazem esse transporte por afinidade e especificidade. Uma
vez que esse metal se encontra no interior da célula ele pode se metabolizado e
atuar como co-fator enzimatico para metabolismo celular (GADD, 1996;
BRANCO, 1997; WHITE et al., 1997; GADD & SAYER, 2000).

Os microrganismos apresentam caracteristicas importantes como
Peptidioglicano grupos carboxilico, que sdo os locais principal para a ligagao de
ions na parede celular de bactérias Gram-positivas e os grupos de fosfato que
contribuem significativamente em espécies Gram-negativas (BEVERIDGE
DOYLE, 1989 E MCLEAN ET Al., 2002). Dentre os processos de remogao de
metais destaca-se atualmente a biomassa de células mortas que tem cargas
que permitem a ligacdo de metal sem gasto de energia, processo que
apresentam grande vantagem, visto sua maior resisténcia mecanica, facil
separagao dos biossorventes do sobrenadante (MACASKIE & DEAN, 1989,
BRIERLEY, 1990, MACASKIE, 1991; TOBIN et ai.,, 1994). A biomassa viva
também tem sido amplamente utilizada sob a forma de biofilmes bacterianos e

de forma isolada em uma variedade de aplicagbes como contatores bioldgicos
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rotativos, reatores de leito fixo, gotejamento filtros, leito fluidizado e biorreatores
(GADD, 2001; MACASKIE & DEAN, 1989; GADD E BRANCO, 1993;
SCHIEWER & VOLESKY, 2000).

) ION B |l
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Figura 3: Imobilizagdo de metais por microrganismos dependente de
metabolismo, por transporte através da membrana e precipitacdo, e
nao dependente, permeabilidade idnica, precipitacao e adsorcao de
superficie (ONLINE, 2014).

24.1.1. Compostos metabolicos de ligagdo ao metal

Os microrganismos excretam uma série de compostos metabdlicos que
sdo sitios de ligagao especificos e inespecificos para ions metalicos. Os sitios
ndo especificos sao acidos organicos e alcoois para a ligagdo de
macromoléculas, como polissacarideos, acidos humicos (BIRCH BACHOFEN,
1990; FAIA & CHEUNG, 1995, BRIDGE et al., 1999; SAYER & GADD, 2001).
Entretanto alguns microrganismos tem a capacidade de liberar compostos
extracelulares como Exopolisscarideos (EPS) que apresentam carga positiva
que permite a ligagdo com metais pesados (CHEUNG, 1995). Aléem de

compostos metabdlicos em geral alguns organismos vivos apresentam
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metaloproteinas, que normalmente sdo proteinas de membrana que permite a
difusdo dos metais através da membrana da célula ou até mesmo a ligagéo por
afinidade. (VALLS et al., 1998, PAZIRANDEH et al., 1998)

2.4.2. Aplicacao dos microrganismos em processos de biorremediagao
de metais.

Microrganismos no processo de biomineracdo ja é uma realidade,
podendo citar como exemplo o emprego de Acidithiobacillus ferrooxidans,
Sulfobacillus sp. e Acidithiobacillus caldus (WHITE; SAYER; GADD, 1997). O
uso da biomineragao microbiana é bastante difundido em processos de extragao
de cobre em mineradoras na China, Peru, Arizona, Australia e Chile. (BRIERLEY
& BRIERLY CONSULTANCY, 2008).

Dentre outras areas de interesse, os produtos do metabolismo microbiano
podem permitir a otimizagdo de processos na extragdo de produtos de origem
mineral, abrindo uma grande perspectiva para a exploragdo comercial de novos

potenciais.

A atividade microbiana explorada resulta tanto de mecanismos diretos,
enzimatico, quanto por mecanismos quimicos, e acarreta na melhor
disponibilizagcdo dos minerais por dois processos: a bioxidagio e a biolixiviacéo,
podendo levar tanto a liberagdo de compostos conjugados quanto a precipitacao
de minerais originalmente em solugdo (SCHMIDELL, 2011).

A atuacao sobre a solubilidade de minerais é de peculiar interesse para a
biorremediagao de ambientes hidricos, sobretudo pelo alto custo do processo de
descontaminacao tradicional em situagdes em que o poluente se encontra
altamente diluido. Essa caracteristica também desperta o interesse na prépria
industria hidro-metalurgica em virtude das possibilidades de aumento no

rendimento da atividade mineradora.

O processo conhecido como bioadsor¢cdo de metais € a mais promissora
tecnologia envolvida na remog¢ao de compostos toxicos de ambientes hidricos
gerados pela industria. Recentemente, o foco das pesquisas € a exploragao da

técnica na prépria industria, podendo expandir a recuperacao de metais de base
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e preciosos disponiveis em baixas concentragbes (WASE, FORSTER, 1997;
BAILEY et al., 1999; KUMAR et al., 2006). A bioadsor¢ao engloba processos de
difusdo, quelagao, adsor¢ao, complexacao e microprecipitacoes de metais, sob
condicdes fisico-quimicas especificas (VEGLIO, BEOLCHINI, 1997).

Pseudomonas € um género bacteriano de interesse para a aplicagdo na
biomineracao, sobretudo pela habilidade desses microrganismos de se ligarem
a ions metalicos por uma ligagdo dependente do tipo de ligante, do sitio de
ligagdo e da forma quimica do metal (KUMARAN; SUNDARAMANICKAM,;
BRAGADEESWARAN, 2011) além do género Pseudomonas, géneros como:
Burkolderia, Bacillus e Rizobium também apresentam capacidade de
bioadsor¢cao de metais como Fe, Cu, Cr entre outros, estes géneros adsorvem
metais através de estratégias do metabolismo sem formar compostos toxicos ao
meio (KUMAR et al., 2013).
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CAPITULO 2- Biolog® EcoPlate aplicado para avaliar o perfil metabélico da

comunidade microbiana de ecossistemas do quadrilatero ferrifero (MG).

RESUMO - Muito tem se investido na utilizagdo de microrganismos para
aplicagao biotecnolégica bem como na manutencao de ambientes e até mesmo
na reducdo de compostos téxicos liberados neste contexto os métodos
biolégicos surgem como uma alternativa aos métodos convencionais sendo
possivel aproveitar a diversidade funcional da comunidade microbiana, portanto
as Biolog® Ecoplate permitem analisar a atividade metabdlica, diversidade
funcional em amostras de ecossistemas ambientais, que reflete o estado da sua
atividade. Esta € considerada uma tecnologia moderna, complementar e
promissora, que através de propriedades bioldgicas permite a caracterizagao
rapida do estado ecoldégico das amostras ambientais, tais como solos ou agua e
avaliar assim o potencial de sua aplicagédo dos microrganismos no processo de
biorremediacdo. Entanto recorreu-se microplacas Biolog® EcoPlate para
caracterizar e comparar a diversidade funcional da comunidade microbiana de
quatro ecossistemas, campo rupestre, capim, mata floresta e cerrado, de dois
municipios localizados no perimetro do quadrilatero ferrifero. Amostras de solo
destes ecossistemas forma coletado, apés a diluicao seriada foram inoculadas
nas Biolog® EcoPlate seguido pela leitura de absorbancia, posteriormente os
dados forma normalizados submetidos as analises. A microbiota dos
ecossistemas se Sabara e Brumadinho apresentaram diferengas quanto a
degradacao de substratos e a diversidade funcional, sendo que os ecossistemas
afetados por agédo do homem apresentaram maior degradagéo de compostos de
carbono da placa e alta diversidade microbiana. Os solos da regiao das regides
do quadrilatero apresentaram microbiota com atividade metabdlica
caracteristicas para ecossistemas preservados e afetados. Portanto as Biolog®
EcoPlate, surgem como uma alternativa promissora para avaliar a saude de

ecossistemas baseado na atividade metabdlica microbiana.

Palavras chave: EcoPlate, comunidade microbiana, diversidade metabdlica,

atividade microbiana, perfil metabdlico.
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CHAPTER 2 - Biolog® Ecoplate applied to evaluate the metabolic profile of

the microbial community of iron quadrangle of ecosystems (MG).

ABSTRACT- Much has been invested in the use of microorganisms for
biotechnological applications as well as the maintenance of environments and
even in the reduction of toxic compounds released this context biological methods
emerge as an alternative to conventional methods and can take advantage of the
functional diversity of the microbial community, so the Biolog® Ecoplate allow us
to analyze the metabolic activity, functional diversity in ecosystems
environmental samples, which reflects the state of its business. This is
considered a modern, complementary and promising technology, which through
biological properties allows rapid characterization of ecological status of
environmental samples such as soil or water and thereby evaluate the potential
of its application of microorganisms in the bioremediation process. However
resorted to microplates Biolog® Ecoplate to characterize and compare the
functional diversity of the microbial community four ecosystems, rocky fields,
grass, woods forest and savanna, two cities located on the perimeter of iron
quadrangle. Soil samples collected form these ecosystems, after the serial
dilution were inoculated in Biolog® Ecoplate followed by absorbance reading later
formed the analyzes submitted standard. The microbiota of ecosystems Sabara
and Brumadinho showed differences in the degradation of substrates and
functional diversity, and ecosystems affected by human action had higher
degradation plate carbon compounds and high microbial diversity. The soils in
the area of the quadrilateral regions showed microbiota with metabolic activity
characteristics for preserved and affected ecosystems. So the Biolog® Ecoplate
emerge as a promising alternative to assess the health of ecosystems based on

microbial metabolic activity.

Keywords: Ecoplate, microbial community, metabolic diversity, microbial activity,

metabolic profile.
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1. INTRODUGAO

A degradacgao do solo em consequéncia da intensificagao do uso da terra
e inadequadas atividades, como sao as principais preocupag¢des ambientais (LIU
et al., 2013).

A liberagao de residuos e a contaminagao de ambientes tem despertado
a atencdo de ambientalistas, empresarios e pesquisadores, dando maior
atencao pela preservacao de areas que sofreram pressdo ambiental, além da
utilizacdo de técnicas alternativas para recuperar ambientes, visto que nos
ultimos anos, a presenga de metais pesados, que mesmo em quantidades
vestigiais € toxico e prejudicial para a flora e fauna, tornando um grande
problema ambiental (GADD, 2000). Dentro da tematica de minimizar os impactos
que as liberagdes de residuos industriais podem gerar, surge a utilizagdo de
microrganismos e plantas com o intuito de reduzir e remediar o ambiente
(CHAVEZ; ESCOBAR; ANGHINONI, 2011).

A atividade metabdlica de microrganismos presentes em ecossistemas
nativos ou impactados pode surgir como alternativa para a prospeccao de
enzimas importantes para a biorremediacdo de areas além de atuar como um
indicador da grande diversidade de microrganismos em ecossistemas com
diferentes caracteristicas, sendo assim, um indicativo da pressao ambiental
sofrida (SZYMANSKA; PIERNIK; HRYNKIEWICZ, 2013)

As placas Biolog EcoPlate consistem em uma ferramenta para auxiliar o
entendimento da comunidade microbiana e sua diversidade funcional nos
estudos ambientais; analises a partir desta técnica podem ser realizadas com
culturas isoladas de microrganismos ou mesmo culturas mistas e de amostras
ambientais de solos, aguas e residuos (PIERCE; WARD; DOBBS, 2014).

A populacdo de microrganismos pode apresentar assim um padrdo de
resposta em caracteristica "as diferentes fontes de carbono, servindo como um
tipo de impressao digital metabdlica (PIERCE; WARD; DOBBS, 2014).

A tecnologia Biolog EcoPlate se baseia nas fontes de carbono que

mimetizam situagdes ambientais, neste contexto as respostas da comunidade
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de microrganismos permitem realizar um screening da atividade funcional dos
microrganismos (THIJS et al., 2014; URAKAWA et al., 2013). Portanto esta
ferramenta consiste em uma abordagem eficaz para auxiliar no entendimento
dos fatores bidticos e abiodticos, como exemplo, avaliar ambientes onde estas
foram afetados devido a toxicidade de compostos ali presentes (BICKEL; TANG;
GROSSART, 2014).

Nos ultimos anos muitos esforgos tém sido gerados para o
desenvolvimento de tecnologias para protecao, entendimento e controle dos
compostos gerados em relagao a diversidade de microrganismos e subprodutos.
A abordagem de fontes de carbono como entendimento da comunidade
microbiana, tem atuado de maneira util para entender a relacdo entres os
residuos tdxicos gerados e a redugao da atividade bacteriana sendo um bom
detector de compostos toxicos que podem reduzir e inibir a atividade bacteriana
(KLAUS-JOERGER et al., 2001; KUMAR et al., 2013; LI et al., 2014).

Nesta tematica, o presente trabalho teve como objetivo avaliar a
diversidade funcional e efeitos das pressbes ambientais da mineracdo na
atividade microbiana por meio da ferramenta Biolog EcoPlate. Esta pesquisa
apresenta grande importancia cientifica e suporte para uma possivel aplicacao
dos microrganismos na recuperagdo e remediacdo de ambientes (CHAVEZ;
ESCOBAR; ANGHINONI, 2011).

2. MATERIAL E METODOS

Na Figura 1 tem-se o fluxograma experimental das abordagens utilizadas
para avaliar a capacidade metabdlica da comunidade microbiana, bem como a
utilizacdo de substratos e os indices de diversidade dos ecossistemas das
regides de Sabara e Brumadinho.
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Figura 1: Fluxograma metodolégico

21. Regioes de Estudo e Coleta das amostras de solo

A regido de estudo, consiste em uma area de preservagao ambiental mantida
pela VALE S.A., conhecido como Centro de Conservagdo e Pesquisa em
Biodiversidade (CEBIO), localizado na regido de Sabara, MG, Brasil. Esta regiao
ficou conhecida historicamente pela descoberta e exploracdo de minerais como
ouro, esmeralda, diamante e outros, tornando-a nesse periodo, um dos
importantes polos comerciais desses produtos. Posteriormente, esta area foi
afetada por constantes extracbes dos minerais e pela pratica agricola. O centro
de Biodiversidade - CEBIO é comporto por quatro ecossistema distintos sendo
eles: Campo Rupestre, Floresta Mata Atlantica, Cerrado e Campo de Gramineas,
regido esta onde se armazenava as escérias da mineragdo. Amostras de solo
também foram coletadas no municipio de Brumadinho na regido Belo Horizonte
(MG) localizada na Via do Minério; na Regido de Brumadinho localiza-se o
Centro de Tecnologia de Ferrosos (CTF) — Vale Migueldo, este centro de
pesquisa também abrange quatro ecossistemas semelhantes ao Centro de
Biodiversidade CEBIO, sendo Campo Rupestre, Floresta Mata Atlantica,
Cerrado e Campo de Gramineas, onde esta ultima sofreu uma queimada por
duas vezes em periodos desconhecidos.

A regidao apresenta um clima tipicamente tropical, definido por um pequeno
periodo seco (4 a 5 meses) e outro Umido bem acentuado, marcado por chuvas

concentradas na estagdo quente (verao). Regionalmente, o solo dominante da
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area em estudo pertence a classe Latossolo Vermelho-Amarelo, quase sempre
associado ao Argissolo Vermelho-Amarelo, ambos de carater distréfico, o que
determina o predominio da Floresta Estacional da regido (Mata Atlantica) e
outros quatro ecossistemas.

A coleta dos solos foi realizada no periodo considerado de seca, setembro de
2013 para as amostras do CEBIO e setembro de 2015 para as amostras do
CTF. As amostras eram relacionadas a quatro diferentes ecossistemas de solo:
1) Mata de Floresta Atlantica (MF); 2) Solo de Capim (CP); 3) Cerrado (CE) e 4)
Canga (CG). A amostragem foi realizada em quadruplicada segundo as
coordenadas do GPS (Tabela1l) com auxilio de trado de 10 polegadas de
diametro e comprimento de 20 centimetros, realizando uma assepsia para o
inicio das coletas nos diferentes solos. Para cada réplica de solo, foram
realizadas 12 extragdes de 0-20 cm, as quais foram reunidas em uma amostra

composta.
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Tabela 1: Coordenadas dos pontos de coletas das amostras de Sabara e
Brumadinho realizadas pelo aparelho GPS da marCP Garmin, modelo

62sc sendo os pontos apresentam as seguintes coordenadas em

UTM.
Sabara Brumadinho

Amostras de solo Latitude Longitude Latitude Longitude
Mata Floresta 1 19°51'41.41"S  43°48'7.90"0 23k0608966 7775499
Mata Floresta7  19°51'44.60"S  43°48'6.81"0 23k0609021 7775546
Mata Floresta8  19°51'40.38"S  43°48'4.76"0 23k0609069 7775597
Mata Floresta9  19°51'43.56"S  43°48'3.57"0 23k0609120 7775644
Mata Eucalipto1 19°51'40.35"S  43°48'26.58"0 23k0609180 7775695
Mata Eucalipto 2 19°51'36.27"S  43°48'24.25"0 23k0589207 7770466
Mata Eucalipto 3  19°51'39.32"S  43°48'23.29"0 23k0589187 7770512
Mata Eucalipto 4 19°51'38.30"S  43°48'20.07"O 23k0589157 7770543
Cerrado 1 19°51'48.47"S  43°48'20.08"0 23k0589101 7770558
Cerrado 2 19°51'45.42"S  43°48'21.12"0 23k0589050 7770587
Cerrado 3 19°51'42.38"S  43°48'22.18"0 23k0588670 7770620
Cerrado 4 19°51'41.45"S  43°48'18.92"0 23k0588753 7770620
Capim 2 19°51'40.56"S  43°47'53.75"0 23k0588790 7770643
Capim 3 19°51'39.62"S  43°47'50.61"0 23k0588823 7770663
Capim 4 19°51'38.59"S  43°47'47.36"0 23k0588846 7770693
Capim 5 19°51'37.58"S  43°47'44.11"0O 23k0608960 7775829
Canga 1 19°50'2.06"S  43°44'7.40"0 23k0609021 7775862
Canga 2 19°50'5.13"S  43°44'6.35"0 23k0609087 7775889
Canga 4 19°50'1.11"S  43°44'4.15"0 23k0609148 7775896
Canga 6 19°50'7.25"S  43°44'1.99"0 23k0609195 7775946

2.2. Analise da atividade Metaboélica Microbiana

A andlise de atividade metabdlica microbiana de solos dos quatro ecossistemas

do quadrilatero ferrifero, foi avaliado usando Biolog Ecoplate (URAKAWA et al.,

2013). Aliquotas de 2,5 g de solo dos quatro pontos coletados foram misturadas
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totalizando 10 g e posteriormente foi adicionada a 190 mL de solucdo salina
0,85%, sendo colocada em agitador orbital por 30 min, 200 xg, a 30°C.
Posteriormente foi realizado uma diluicao seriada e 120 uL da diluigdo 10-3 foram
adicionados as microplacas Biolog Ecoplates (Biolog Inc. Harward, California)
(URAKAWA et al., 2013). Para cada amostra foi utilizada uma microplaca Biolog
contendo 31 fontes de carbono (Tabela 2), em ftriplicata, e 1 cavidade sem
nenhuma fonte de carbono, (controle negativo), além de corante indicador

tetrazdlio violeta. As placas foram incubadas a 28°C por 48 horas.

Tabela 2 : Fontes de carbono das microplacas Biolog Ecoplate.
Substratos Fonte de carbono Substratos Fonte de carbono

Glicogénio L-serina
Polimeros a-ciclodextrina L-fenilalanina
Tween 40 L-arginina
Tween 80 Aminoacidos L-treonina
D-celobiose L-asparagina
Acido glicil-L-
B-metil-D-glicosideo glutdmico
N-acetil-D-
glicosamina
Carboidratos i-Eritritol
D-xilose . . Fenilalanina
Acido-D-galacturénico Amina/Amida Putrescina
a-D-lactose
D-manitol
D,L-a-
Acido y-hidroxibutirico | Carboidratos  glicerolfosfato
Acido D-glicosaminico Glicose-1-fosfato
Ester Metilico do ac
. piravico
Acido .
carboxilico Acido Itacbnico
Acido-2-
Acido-D-galacturénico - Hidroxibenzoico
Fendlico P
Acido 4-
Acido a-cetobutirico Hidroxibenzoico
Acido D-malico

O crescimento microbiano em cada poc¢o foi avaliado pelo aumento da,
densidade 6ptica DO 580 nm, com um leitor de ELISA, por um periodo de cinco

dias. A capacidade de utilizar uma fonte de Carbono foi determinada conforme
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Ibekwe & Kennedy (2010) pela avaliagdo do potencial redox da redugao do
corante tetrazolio. Os valores de absorbancia foram subtraidos do branco e
normalizados segundo WEBER (2014), posteriormente foi realizado uma
mediana dos valores das leituras dos diferentes tempos, devido a caracteristica
de que cada enzima apresenta uma cinética diferente para degradacédo de
substratos. Para as analises de degradacao de fontes de carbono, analise de
componentes principais (PCA), agrupamento hierarquico, e calculos de indices
de diversidade através do desenvolvimento médio de cor (AWDC) por Shannon
e riqgueza de substratos foram realizados no tempo de 120h de cultivo (Tabela
3).

Tabela 3: Formulas para calculos dos indices de diversidade funcional Shannon

(E), Ritches e Desenvolvimento de cor médio.

Indice Definigao Formula Definigao
Desenvolvimento AWCD=Z ODyi/31  pi= desenvolvimento da
de cor cor proporcional a cor

do mais intenso do total
de cavidades de uma

placa
Shannon Riqueza H=-Zpi(Inpi) H= indice de
diversity diversidade de
Shannon
Shannon Evenness E=H/InS S= Riqueza de
evenness calculado indice substratos utilizados

de Shannon

2.3. Analise Estatistica

Os indices de desenvolvimento médio de cor (AWDC), Shannon, bem
como a riqueza de substratos foram investigados por meio de analise de
variancia (ANOVA). O agrupamento hierarquico foi utilizado para avaliar os
substratos que foram mais utilizados em cada amostra e avaliar a correlacao
entre os quatro ecossistemas. Os dados para indices de desenvolvimento médio
de cor foram normalizados e todas as analises estatisticas foram realizadas com
o software R, versédo 3.1 e PAST 3 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001) .
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3. RESULTADO

Andlises do perfil metabdlico microbiano consiste em uma forma de
avaliar de maneira quantitativa e qualitativa a atividade metabdlica da
comunidade microbiana conforme se observa pelos. Nos resultados de Biolog
EcoPlates, a utilizagcao de substratos, mostrou que ha um aumento exponencial
da atividade metabdlica ao longo do tempo, evidenciando um aumento potencial
das atividades metabdlicas para os diferentes ecossistemas, bem como as

diferentes regides do perimetro do quadrilatero ferrifero (Figura 2).

3,0
—&— Mata Floresta (MF_1)
—O— Canga (CG_1)

254 ¥ Capim (CP_1)

—&— Cerrado (CE_1)
—&— Mata Floresta (MF_2)
—— Canga (CG_2)
2,0 1 —e— Capim (CP_2)
—O— Cerrado (CE_2)

1,5

AWDC

1,0

0,5 ~

0,0 T T T T T T
20 40 60 80 100 120 140

Tempo (h)

Figura 2: Absorgcdo de tetrazélio ao longo do tempo com base no indice de

desenvolvimento médio de cor (AWDC) para as duas areas coletadas.

Para comparar a diversidade funcional dos microrganismos metabolizar
fontes de carbono, os ecossistemas das diferentes regides foram observados os
valores dos indices de diversidade de Shannon (E), e a riqueza (R), foram
obtidos no ultimo tempo de incubagao (140h). Na Tabela 4, como pode ser

observado ndo houve diferenga significativa, entre os ecossistemas. Os solos
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dos ecossistemas da regido de Sabara apresentaram maiores valores para os
indices de diversidade de Shannon, entretanto os solos da regido de Brumadinho
apresentaram um valor de Shannon abaixo em relagdo aos solos da regido de

Sabara.

Tabela 4: Valores médios dos indices de diversidade funcional Shannon (E) e
riqgueza de substratos (R) dos quatro ecossistemas apés 140 horas de
incubacgéao (Tuckey 0,05%).

Indices Ecossistemas

MF1 MF2 CE1 CE2 CP1 CP2 CG1 CG.2

Shannon’s 0,812ab 0,768ab 0,844ab 0,723b 0,814a 0,850a 0,813ab 0,738b
evenness

(E)

Richness 21ab 25a 20b 24ab 20ab 25a 21ab 24ab
(R)

Amostras de Sabara apresentaram maior diversidade funcional enquanto
que as comunidades microbianas dos solos de Brumadinho apresentaram maior
riqueza, ou seja, uma preferéncia para uma variedade de compostos da placa.
Uma vez que diferencas quanto aos indices recorreu-se ao agrupamento
hierarquico (Figura 3), que leva em consideragao a mediana dos valores de DO

para as diferentes fontes de carbono da placa.

Os solos preservados dos ecossistemas das regides apresentaram
metabolismo para as fontes de carbono semelhantes, agrupando préximo,
amostras de solo que sofreram agdes antropogénicas como queimada e agao da
mineracdo, nas duas regides em estudo, Brumadinho e Sabara, se
apresentaram bastante diferentes quanto a capacidade de degradar fontes de
carbono, em relagdo aos demais ecossistemas, como pode ser visto no
agrupamento hierarquico onde CP_1 apresenta agrupamento distante para
CP_2.
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Figura 3: HeatMap com os valores normalizados de absorbancia agrupados
para degradacado de fontes de carbono das placas Biolog-Ecoplate
para os ecossistemas Capim (CP), Canga (CG), Cerrado (CE) e

Floresta (MF) de Sabara e Brumadinho.

Os solos dos diferentes ecossistemas apresentaram preferéncia para o
consumo de fontes de carbono dando destaques para carboidratos,
aminas/amidas e compostos fendlicos (Figura 4). Uma outra observacao pode
ser vista de que os solos da regido de Brumadinho apresentam valores maiores
para degradagao de substratos em relagdo a Sabara o que corrobora com os

valores de riqueza de substratos (Tabela 3).
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Figura 4: Médiana da utilizagdo de substratos dos ecossistemas da regido de

Sabara e Brumadinho.

Andlise de componentes principais, considerando a degradagéo de fontes
de carbono, apresentaram tendéncias para consumo das fontes de carbono
agrupadas em carboidratos, aminas e amidas, bem como de maneira menos
intensa para compostos fendlicos e acidos carboxilicos (Figura 5). Entretanto
para os ecossistemas que sofreram agdes de fatores abidticos como queimadas
(CP_2) e até mesmo agbes de recuperagdo ambiental, apresentaram maior
degradacédo de fontes de carbono relacionado aos acidos carboxilicos,
aminas/amidas e aminoacidos para o ecossistema localizado em Brumadinho
(CP_2) e Sabara (CP_1).
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Figura 5: Analise dos componentes principais (PCA) da mediana dos valores de
absorbancia dos diferentes tempos de quatro ecossistemas em duas
coletas sendo: (MF_1) - Mata Floresta, (CP_1) Capim, (CE_1)
Cerrado e (CG_1) Canga solos do Centro de Biodiversidade CEBIO —
Sabara e (MF_2) - Mata Floresta, (CP_2) Capim, (CE_2) Cerrado e
(CG_2) Canga, solos da Centro de Preservagdo do Migueldo —
Brumadinho — MG.

A analise de componentes principais foi possivel observar que
ecossistemas de CP_2 e CE_2 apresentaram na maioria tendéncia algumas
fontes de carbono do grupo de compostos fendlicos (Figura 5), ja microbiota dos
ecossistemas CP_1 e CE_1, tendéncia para uma degradagdo de aminoacidos
bem como CG_2 vale salientar o agrupamento de MF_1 e MF_2 para

degradacéao de acidos carboxilicos.

4. DISCUSSAO

Os solos sob stress e sua microbiota previamente adaptada surgem como
alternativa para estudos de recuperacdo de 4dareas por processos de
biorremediacdo e biorremocdo de compostos toxicos liberados no ambiente,
uma vez que estes sdo nocivos a saude dos organismos vivos (ACID et al.,2000).

Atividade dos microrganismos de forma unica ou até mesmo combinada



39

participando da remogao de componentes téxicos tem sido de grande interesse
e amplitude. A placa Biolog Ecoplate foi utilizada para os estudos metabdlicos
que evidenciaram a atividade funcional de comunidades microbianas do solo
(URAKAWA et al., 2013),

A analise da comunidade microbiana tem sido bastante utilizada para
estimar as modificagdes causadas pelos fatores abidticos e estressadas, como
metais pesados (CHAZARENC; BRISSON; MERLIN, 2010) ou a contaminagao
por hidrocarbonetos (DAS; MUKHERJEE; SEN, 2008), alta salinidade, alto pH
do solo, ou de aquecimento (CHIEN et al., 2008). O Biolog EcoPlate,
normalmente utilizado para comparagao da microbiota de ecossistemas quanto
a sua capacidade funcional, € uma técnica rapida para avaliar a atividade
metabdlica em estudos de prospecgdo de organismos antes mesmo de serem
isolados (SZYMANSKA; PIERNIK; HRYNKIEWICZ, 2013).

Os valores de AWCD do presente trabalho evidenciaram que apesar das
altas concentracdes de metais caracteristicas dos solos das regides de estudo
deste trabalho, a capacidade de degradar fontes de carbono e atividade
metabdlica ndo foram afetadas, somente para alguns ecossistemas podendo ser
evidéncias dos fatores abidticos e até mesmos bidticos sobre os ecossistemas
(BICKEL; TANG; GROSSART, 2014). O presente estudo evidencia uma forte
influéncia da atividade metabdlica nos diferentes ecossistemas, relacionados as
diferengas na abundancia de micro-organimos observados pelos indices de
diversidade e riqueza, sugerindo assim uma possivel aplicagdo em
biorremediagdo de metais, observados pela degradagdo de Amina/Amida e
Aminoacidos (MORETTI et al., 2015; SZYMANSKA; PIERNIK; HRYNKIEWICZ,
2013; WEBER et al., 2007) tendo indicios de que a comunidade microbiana da
regiao de Sabara e Brumadinho apresentam solos com altas concentragdes de
metais e consequentemente uma microbiota com caracteristicas para
sobrevivéncia na presenga de metais e até mesmo aplicado para

biorremediacao.

indices como AWCD, H, R, S e nos célculos com base nos resultados
medidos em DO 580nm, sdao muito Uteis para descrever a atividade e a
diversidade da populagdo de microrganismos (OSZUST, G,F, 2014). O perfil
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metabdlico da comunidade microbiana apresentou-se com um bom indicador de
que os fatores abioticos e bidticos interferem de maneira suave na comunidade
microbiana além de que os mesmos fatores que afetam refletem de maneira
positiva para selecdo de microambientes adaptados e que este pode ser
utilizadas no processo de recuperacao de areas, visto a amplitude de substratos
degradados na placa Biolog Ecoplate, bem como os altos valores dos indices de
diversidade. Além disso, o calculo do indice de riqueza também € sensivel o
suficiente para avaliar a comunidade microbiana. Alto valor do indice de riqueza
indica um elevado numero de substratos oxidados de carbono. A atividade de
microrganismos em solos contaminados sob stress demonstra uma grande
quantidade de microrganismos adaptados metabolicamente para uma possivel
aplicacdo para remogdo de metais entre outros componentes (FERNANDEZ-
MONTIEL et al., 2015).

5. CONCLUSAO

Andlises Biolog Ecoplate revelam que a microbiota das regides de
preservacido mantidas pela Vale/SA, tem boa atividade metabdlica sendo um
indicativo importante para a saude de ecossistemas, uma vez que esta
tecnologia tem como objetivo central avaliar a saude de ecossistemas que
sofreram agao de fatores bidticos ou abidticos. Conclui-se que ecossistemas
como mata floresta, capim, canga e cerrado de dois municipios importantes para
a mineragao no estado de Minas Gerais apresentaram microbiota semelhante
quanto a preferéncia por compostos distribuidos pela placa, entretanto solos
afetados pela acdo da mineracdo e queimada apresentaram maior atividade
metabdlica bem como maior diversidade de compostos isto se deve possivel
manutencdo da estabilidade da diversidade afetada pela atividade
antropogénica, vale salientar que o0s microrganismos apresentam  alta
degradassao de aminoacidos sendo um indicativo para uma possivel aplicacao
em biorremediacao. As Biolog Ecoplate surgem como uma alternativa eficiente
para entender as interagdes microbianas relacionando de maneira direta com

manutencgao da saude dos ecossistemas.
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CAPITULO 3- Potencial de tolerancia, bioacumulacdo e biossorcdo de

isolados bacterianos de solos de regidao de mineragao de ferro.

RESUMO- Os impactos ambientais causados por sucessivas extracoes de
minérios e residuos toxicos dessa atividade tém sido foco de preocupagao dos
ambientalistas. Grandes sao esforgco gerados para o desenvolvimento de
metodologias eficientes e de baixo custo para remogédo de metais pesados de
solos e aguas contaminadas. Os solos da Regido de Minas Gerais no Perimetro
do Quadriladtero Ferrifero apresentam diferentes ecossistemas como Campo
Rupestre (Canga), Campo de Gramineas (Capim), Mata Floresta, Mata Eucalipto
e Cerrado, ambos com altas concentragdes de ferro em seu solo com destaque
para os solos de Canga e Capim, o que despertou interesse da setor de
mineracao. Este trabalho teve como objetivo isolar microrganismos, caracterizar
e avaliar o potencial para aplicacdo na biorremediacdo e bioacumulacdo de
metais como cobre, cromo e niquel. Na caracterizacdo a partir do
sequenciamento parcial do gene 16S rRNA, foram classificadas em géneros
como, Burkolderia, Serratia, Bacillus, Stenotrophomonas e Artrobacter, que
apresentam potencial para biorremediacdo de metais do solo e agua. Os
isolados CP15, CP16, CE11,MF10, MEO2 e CRO05 apresentaram resisténcia a
quantidades elevadas de metais (500 mg L'), em processos de remocgdo de
metais em sobrenadante da célula os isolados CP15 e CE11 apresentaram boa
capacidade de remover elevadas taxas de metais. Considerando a tematica de
reduzir, remover e reaproveitar, os microrganismos isolados destas areas
apresentam caracteristicas e potencial para uma boa aplicacdo no contexto de
biorremediagdo de metais. No entanto o proprio ambiente sob pressao
antropogénica permite o desenvolvimento de mecanismos que possivelmente
podem ser utilizados para recuperacédo do ambiente ,ou seja, a diversidade

aplicada para sustentabilidade.

Palavras chave: Biorremediacdo, biossor¢cdo, imobilizacdo de metais e

resisténcia a metal.
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CHAPTER 3 - Potential tolerance, bioaccumulation and biosorption

bacterial isolates of iron mining region soils.

ABSTRACT- The environmental impacts caused by successive extractions of
minerals and toxic waste of this activity have been the focus of concern for
environmentalists. Great efforts are generated for the development of efficient
and cost effective methods for removing heavy metals from contaminated soils
and waters. The soils of the region of Minas Gerais in the perimeter of the Iron
Quadrangle have different ecosystems as Cave Course (Canga) Grasses Field
(grass), Forest Forest, Forest Eucalyptus and Cerrado, both with high
concentrations of iron in its soil especially the Canga soil and grass, which
aroused the interest of the mining sector. This study aimed to isolate
microorganisms, characterize and evaluate the potential for use in bioremediation
and bioaccumulation of metals such as copper, chromium and nickel. The
characterization from the partial sequencing of the 16S rRNA gene, were
classified into genres as Burkolderia, Serratia, Bacillus, Stenotrophomonas and
Artrobacter, which have the potential for bioremediation of metals from soil and
water. The CP15 isolated, CP16, EC11, MF10, MEO2 and CRO05 were resistant
to high amounts of metal (500 mg L-1) in metal removal processes supernatant
of the cell the CP15 and EC11 isolates showed good ability to remove high rates
metals. Considering the theme of reduce, remove and reuse, the microorganisms
isolated from these areas have characteristics and potential for a good application
in the context of bioremediation of metals. However the actual pressure
environment from anthropogenic allows the development of mechanisms that can
possibly be used for environmental restoration, or diversity applied to

sustainability.

Keywords: bioremediation, bioremediation, immobilization of metals and metal

resistance.
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1. INTRODUGAO

O grande crescimento populacional culminado com o crescimento
industrial tem aumentado a liberagcédo e a acumulacdo de metais pesados no solo
em diversos biomas, como consequéncia das atividades de mineracao,
processamento industrial, a utilizagao de pesticidas e fertilizantes quimicos (LIU
et al., 2013).

A presenca de metais pesados, mesmo em quantidades vestigiais € toxico
e prejudicial para a flora e fauna, tornando-se um grande problema ambiental
(GADD, 2000). Processos naturais de remoc¢ao de metais, sendo eles por
metabolismos bacteriano e em associacao com plantas (fitorremediagao), tem
sido amplamente explorados e estudados (MARGESIN; PLAZA;
KASENBACHER, 2011).

Muitos géneros bacterianos também encontrados no solo atuam nos
processos de biomineracao e biorremediacao, principalmente os acidofilos com
potencial oxirredutor, como Acidithiobacillus ferrooxidans, Sulfobacillus sp. e
Acidithiobacillus caldus Além destes, alguns géneros como Pseudomonas,
Burkolderia, Bacillus e Rhizobium (WANI; AYOOLA, 2015). Esses
microrganismos apresentam metabolismo oxidativo de minerais atuando de
maneira importante na biorremediacdo de cobre, cromo , niquel e zinco
(SILVER, 1996).

Considerando a importancia dos microrganismos na biorremediacao de
metais bem como outras aplicagdes biotecnoldgicas, os mesmos apresentam um
papel significativo nos processos de redugéo, remogao e reutilizagdo de metais
(COSTA et al.,, 2015). Com isso o objetivo deste trabalho foi caracterizar
microrganismos dos diferentes ecossistemas do quadrilatero ferrifero uma das
maiores regides do mundo de mineragcdo, com possivel potencial para
biorremediacado de Cobre bivalente (Cu2*), Cromo hexavalente (Cré*) e Niquel
(Ni2*).
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi executado no Laboratério de Bioquimica de
Microrganismos e Plantas (LBMP) do Departamento de Tecnologia da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias (FCAV) da UNESP de
Jaboticabal, Sdo Paulo, Brasil. As técnicas utilizadas neste trabalho n&o
oferecem risco para o meio ambiente e saude humana, encaixando-se nos

padrbes de biosseguranca (NB-1).

21. Regiao de estudo.

A regido de estudos consiste em uma area de preservagcdo ambiental mantida
pela VALE S.A., conhecido como Centro de Conservagdo e Pesquisa em
Biodiversidade (CEBIO), localizado na regiao de Sabara, MG, Brasil. Esta regiao
ficou conhecida historicamente pela descoberta e exploracdo de minerais como
ouro, esmeralda, diamante e outros, tornando-a nesse periodo, um dos
importantes polos comerciais desses produtos. Posteriormente, esta area foi

afetada por constantes extragdes dos minerais e pela pratica agricola.

A regido apresenta um clima que se enquadra, tipicamente tropical. Define-
se por um pequeno periodo seco (4 a 5 meses) e outro umido bem acentuado,
marcado por chuvas concentradas na estagao quente (verao). Regionalmente, o
solo dominante da area em estudo pertence a classe Latossolo Vermelho-
Amarelo, quase sempre associado ao Argissolo Vermelho-Amarelo, ambos de
carater distrofico, o que determina o predominio da Floresta Estacional da regiao

(Mata Atlantica) e outros quatro ecossistemas.

2.2. Coleta de material

A coleta dos solos foi realizada na cidade de Sabara-MG, Brasil em areas
destinadas a preservacao sobre a supervisao do Centro de Biodiversidade da
Vale (CEBIO). Essas amostras eram relacionadas a cinco diferentes
ecossistemas de solo: 1) solo de Mata de Floresta Atlantica (MF); 2) solo de Mata
de Eucalipto (ME); 3) solo de Capim (CP); 4) solo de Cerrado (CE) e 5) solo de

Canga (CG). A amostragem foi realizada em quadruplicada com auxilio de trado
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de 10 polegadas de didmetro e comprimento de 20 centimetros, o qual foi
esterilizado para o inicio das coletas nos diferentes solos (Figura 1). Para cada

replica de solo, foram realizadas 12 extracbes de 0-20cm, as quais foram

reunidas em uma amostra composta.

Figura 1: Imagem das coordenadas geograficas dos locais amostrados
recuperada com Google Earth. Estas areas de coletas estao

localizadas em Sabara-MG no Centro de Biodiversidade da Vale.

2.3. Isolamento e caracterizagao de culturas bacterianas

Considerando as caracteristicas dos solos dos ecosssitemas do Centro de
Diversidade (CEBIO) foram realizados isolamento de microrganismos visando a
busca de isolados com potencial para biorremediacdo de metais. Aliquotas de
2,5g de solo dos quatro pontos coletados, dos diferentes ecossistemas, foram
misturadas totalizando 10 g e posteriormente foram adicionadas a 190 mL de
solucao salina 0,85 % e colocada em agitador orbital por 30 min, 200 xg 30 °C.
Posteriormente foram feitas diluicdes seriadas até 10+ sendo transferido 100 pL
da diluigdo 10-3 em placas de petri contendo meio sélido PGE (PERSPECTIVES;
MICROBIOLOGY, 2012) com ciclohexamida 25 mg L-'. Apds 24 h, as coldnias
com aparéncia morfologica diferente foram coletadas e adicionadas em PGE
liquido. Apds 0 mesmo tempo de 24 h de desenvolvimento, as colénias foram
coletadas e adicionadas em tubos SIGMA contendo 5mL de meio PGE e
colocadas em agitador orbital por 24 h, 200 xg 30 °C. Posteriormente, aliquotas

de 100 uL desta cultura foram adicionados em placas contendo meio PGE e
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oram feitas colbénias isoladas para avaliar pureza e a seguir feito solugao estoque
destas amostras seguindo a denominagcdo Canga “CG”, Capim “CP”, Mata
Eucalipto “ME”, Mata Floresta “MF” e Cerrado “CE”.

Os isolados foram cultivados em meio de cultivo PGE durante dois dias, sob
agitacdo de 100 xg, 28 °C. A suspengao bacteriana foi centrifugada, o
sobrenadante descartado e o precipitado foi utilizado para a extragcdo de DNA
genémico (MARMUR, 1961).

DNAs dos isolados foram extraidos segundo Marmur (1961), quantificados e
posteriormente foram amplificados com oligonucleotideos iniciadores
especificos para o gene 16SrRNA bacteriano pela reagéo contendo tampao PCR
1X (20 mM Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM KCI), 1,5 mM de MgCl2, 1 pmol de cada
oligonucleotideo iniciador, Taqg DNA polimerase (Fermentas) e agua ultra pura
para completar um volume final de 20 pyL. Os oligonucleotideos iniciadores
utilizados foram os mesmos utilizados por Weisburg (1991) (WEISBURG et al.,
1991) fD1 (5-CCG AAT TCG TCG ACA ACA GAG TTT GAT CCT GGC TCA G
—3)eorD1 (5-CCC GGG ATC CAA GCT TAA GGA GGT GAT CCA GCC -3)).
As amostras foram amplificadas em um termociclador (Eppendorf) seguindo o
programa: 95 °C, por 1 minuto; 39 ciclos de 95 °C por 2 minutos, 36 °C por 1
minuto, 7 2°C por 1 minuto, seguidos de uma extensao final por 5 minutos, a 72
°C. As amostras foram posteriormente purificadas e submetidas ao
sequenciamento para caracterizacdo. As reacdes de sequenciamento foram
realizadas em microplacas, no sequenciador 3100 (- Applied Biosystems),
utilizando-se o volume final de 10 pL contendo: 1,0 yL de BigDye (ABI PRISM
Big Dye Terminator kit - Applied Biosystems, EUA); 4,0 pyL de tampéo
SaveMoney (200 mM Tris-HCI (pH 9,0); 5 mM MgClz) ; 5 pmol de
oligonucleotideo iniciador FD1 ou RD1 e 2,0 yL do produto amplificado com
FD1 e RD1.

2.4. Anadlise do sequenciamento do gene 16S rRNA

As sequéncias obtidas foram analisadas pelo programa
“Phred/Phrap/Consed” (TARTAGLIA et al., 2007) com nivel de exigéncia minima

de 400 bases com qualidade Phred acima de 20. As sequéncias foram
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submetidas a consulta de similaridade de nucleotideos, com sequéncias do
banco de dados do ‘Ribosomal Database Project’ (RDP) pela ferramenta

‘Classifier com Confidence threshold de 95 % .

2.5. Curva de Crescimento

A curva de crescimento foi realizada em triplicata, a partir do preparo de um
pré-inéculo inicial de cada um dos isolados. Para a redugdo dos efeitos de
possiveis células mortas presentes na cultura, as bactérias cultivadas em PGE
foram recuperadas durante a fase exponencial de crescimento, 5 dias apds
cultivo em placas de petri contendo meio PGE, através da transferéncia de uma
massa bacteriana com auxilio da alga de Drigalsky. Uma massa bacteriana de 3
placas de cultivo foi diluida em 5mL de agua milli-Ro estéril. A turbidez do “pré-
inéculo” foi registrada através da leitura da absorbancia em DOsoonm em
espectrofotdbmetro Eppendorf. O pré-inéculo contendo uma DOsoonm de 0,6 foi
adicionado em um erlenmeyer contendo 100 mL de meio de cultura PGE e PGE
suplementado com Cu?* Cr6* e Ni 2* de 300 mg L-'de concentragao inicial. Apos
o preparo das culturas bacterianas, os frascos foram mantidos sob agitagéo
constante, em um agitador orbital a 140 x g por 192 h a 28 °C. O crescimento
celular foi avaliado através da leitura de absorbancia do meio de cultura nos
momentos logo apods a inoculagéo e a cada 12 horas de cultivo de bactérias. Os
resultados foram tabulados e plotados em forma de graficos com o software
SIGMA plot.

2.6. Selegao de isolados e desafio de resisténcia a metais.

Com o objetivo de selecionar microrganismos que apresentassem resisténcia
a metais cobre (Cu2*), cromo (Cré*) e niquel (Ni*2) foi realizado um screening dos
isolados. Todos os isolados foram incialmente acrescidos em 5ml de meio PGE
em tubos tipo sigmaware (Sigma CAT N° 5916) por 48 h a 28°C, posteriormente
100 pL foi adicionado em 5 mL de meio PGE suplementado com os metais a
50mg L' e apds 48 h de cultivo foram feitas leituras em espectrofotébmetro
Eppendorf (DOsoonm). Posteriormente os isolados que apresentaram DOeoonm
entre 0,6 e 1 foram adicionados 10 yL em placas de petri contento meio PGE

com cobre, cromo e niquel em uma concentragdo de 50 mg L', os isolados que
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apresentaram col6nias apés 48 h foram considerados positivos, no entanto, foi
selecionado isolados que apresentaram colénia para os trés metais. Os dados
foram plotados em tabelas sendo positivo para presenga de colbénia e negativo

para auséncia.

Visando conhecer a toxicidade e a resisténcia dos metais cobre (Cu?*), cromo
(Cr8*) e niquel (Ni*2) para os isolados dos diferentes ecossistemas foram
realizados testes para verificar a concentracdo em diferentes tipos de metais.
Para isto, foram preparadas solucdes estoque na concentracdo de 1,0 M de
CuS04.5H20 e K2Cr207. As solugdes estoques foram preparados com agua
deionizada e esterilizados em autoclave a 121 °C, 1 atm. durante 15 min. Os
isolados foram incubados em 50 mL de meio liquido PGE a 28 °C e 150 xg.
Aliquotas das culturas correspondentes a 10% (v/v) foram transferidas para os
tubos de vidro sigmaware (Sigma CAT N° 5916), contendo 5,0 mL do meio
liquido PGE adicionados dos metais pesados (Cu?*, Cr* e Ni2*), separadamente,
em diferentes concentragdes de 100, 150, 250 e 500 mg L', seguindo como base
concentragdes adotadas na literatura (LASHEEN; AMMAR; IBRAHIM, 2012; XIA
et al., 2013). Apds o cultivo dos isolados em meio liquido, aliquota de 100 pL foi
transferida para placas de Petri contendo meio PGE sdlido com a respectiva

concentragcdo do metal.

2.7. Biorremocgao e biossorgcao de metais

Para os ensaios de biorremocao os isolados selecionados como resistente a
maior concentracdo de metal dos testes de concentragdes minima inibitoria, 500
mg L' foram acrescidos em meio PGE suplementado com metais por uma
concentragao inicial de Cu?*, Cré* e Ni 2* de 500 mg L-". Apds 48 h, 96 h, 144 h
e 192 h de cultivo as amostras foram centrifugadas a 12.000 xg, e as células
foram lavadas e submetidas a digestao nitropercldrica, diluindo a digestdo em
5x. Os ions residuais de Cu?*, Cré* e Ni 2* no sobrenadante foram medidos por
um espectrofotdmetro de absorgdo atdmica-AAS, apds centrifugagcéo a 10.000

xg durante 10 min.

Analises de biossorgao foram constituidas por uma concentracgéao inicial de

Cu?*, Crb* e Ni 2* de 500 mg L' com concentragdes de células que variaram
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0,1 g L' de peso seco. O pH foi ajustado para 5,0 para Cu?*, 4,0 para Cré*e 5,0
para Ni?*, as amostras foram agitadas a 150 x g a 28 °C por48 h, 96 h, 144 h e
192 h (LASHEEN; AMMAR; IBRAHIM, 2012; XIA et al., 2013). Os ions residuais
de Cu, Cr e Ni no sobrenadante foram medidos por um espectrofotdbmetro de
absorcdo atbmica-AAS, apods centrifugacdo a 10.000 x g durante 10 min. Os
valores da capacidade de biossor¢cdo e taxa de remogdo de Cu?*,Cré* e Ni2*

foram avaliados da seguinte forma (CHEN et al., 2014).
ge = (CO — Ce)

(CO — Ce) * 100

Taxa de Remocio (%) = 0

Onde ge é a capacidade de adsor¢éo dos metais de Cu2* e Cr8* concentragéo
no biossorvente (mg do metal g' de peso seco de bisorvente); CO é a
concentragao inicial de ion metalico (mg L"), Ce é a concentragdo residual do

metal na solugdo em equilibrio com o biossorvente (mg L).

2.8. Analise estatistica

Os dados obtidos as analises de biossor¢cao e remoc¢ao de metais forma
analisados pelo Software R, submetidos a analise de variancia ANOVA e ao teste

de Tukey a 5% de probabilidade, para comparagao entre médias de tratamento.

3. RESULTADOS

3.4. Isolamento e selegao de isolados resistentes a metais.

Os solos da regido do quadrilatero ferrifero apresentam boa diversidade
microbiana. Totalizando 32 isolados, sendo: 08 isolados para Capim (CP), 02
Canga (CG), 03 Mata Eucalipto (ME), 08 Mata Floresta (MF) e 11 Cerrado (CE).
Os 32 isolados dos diferentes ecossistemas foram submetidos a screening com
concentracdes vestigiais de metais para avaliar a tolerancia destes isolados
(Figura 2).
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Figura 2: Diagrama de Venn, screening de isolados resistentes a metais nas

concentragdes de 50 mg L' de Cobre, Cromo e Niquel.

3.5. Desafio de resisténcia a metais

Microrganismos que se desenvolvem em concentracdes de metais mesmo
que vestigiais e diferentes metais, tem caracteristicas susceptiveis para uma
possivel aplicagdo em biorremediacdo. Os 13 isolados que compartilharam
resisténcia aos diferentes metais, cobre, cromo e niquel, foram desafiados a
concentragdes de 100 a 500 mg L-'. Os resultados dos experimentos de desafio
de resitencia a a metais destes isolados revelaram que apenas seis isolados
(MF10, CR0O6, CR11, CP15, CP16 e MEOQ2) apresentaram maior resisténcia
500mgL-" (Tabela 1).
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Tabela 1: Desafio de resisténcia para cobre, cromo e niquel em concentracdes
variaveis de 100 a 500 mgL"' para 13 isolados dos diferentes
ecosssitemas Mata Floresta (MF), Cerrado (CE), Capim (CP), Mata
Eucalipto (ME) e Canga (CG).

Desafio de Resisténcia a Metais

Cu*2 [mg L] Cr*3 [mg L] Ni*3 [mg L]
Isolados * 100 150 250 500 100 150 250 500 100 150 250 500
CEO02 + + + - + + + + + + + -
MF10 + + + + + + + + + + + +
CE04 + + + - + + + - + + + -
CEO5 + + + + + + + + + + + +
CE11 + + + + + + + + + + + +
CPO7 + + + - + + + - + + + -
CP12 + + + - + + - - + + - -
CP15 + + + + + + + + + + + +
CP16 + + + + + + + + + + + +
MEOQO2 + + + + + + + + + + + +
CG10 + + + - + + + - + + + -
MF14 + + + - + + + - + + + -
MFO08 + + + - + + + - + + + -

* + desenvolvimento bacteriano / - auséncia de desenvolvimento bacteriano

3.6. Caracterizagao dos isolados por sequenciamento do gene 16S rDNA.

Os seis isolados resistentes para concentragdes de até 500 mg L' de Cu*?,
Cr*3 e Ni*3 do ensaio de diferentes concentragdes de metal foram selecionados pera
amplificacdo e sequenciamento parcial do gene 16S rRNA. Analisando o
resultado do sequenciamento, averiguando a qualidade dos dados, onde foram
cortadas bases com qualidade Phred inferior a 20, estes foram submetidos ao

programa Classifier do banco RDPII.

Dentre os 6 isolados selecionados quanto a resisténcia aos metais cobre,
cromo e niquel, o isolado CP15 quando analisado pelo Classifier mostrou
resultado para Serratia sp.; o isolado MF10, para o género Stenotrophomonas,

pertencente a classe Gammaproteobacteria. Os isolados ME02 e CP16
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apresentou resultado para Burkulderia sp, e o isolado CE11 para o género

Artrobacter,

3.7. Curva de crescimento bacteriano

Avaliou se a capacidade de desenvolvimento dos microrganismos nas duas
condicoes de cultivo, considerando que o tempo de desenvolvimento é
influenciado de maneira direta pela capacidade nutricional do meio bem, como,
as condigdes fisicas de incubacéo. Todos os isolados selecionados apresentam
crescimento rapido, comum inicio da fase exponencial a aproximadamente 30h
para os isolados MF10 e CP15, ja para os isolados CE05, CP16 e MEO2 esta
fase tem inicio em torno de 18h (Figura 3). O isolado CE11 apresentou
crescimento menos exponencial atingindo a fase exponencial préximo a 18h
seguido por uma fase exponencial proxima a 48 h semelhante aos demais
isolados, enquanto que o isolado CP15 apresentou fase exponencial proximo a
96h, devido ao meio PGE conter grande concentracdo de glicose que
propiciaram bom desenvolvimento para as bactérias de crescimento lento e

reduzindo a influéncia dos metais no desenvolvimento.
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Figura 3: Curva de crescimento dos microrganismos, :(A) MF10, (B) CEQ5, (C)

CP15, (D) CP16, (E) CE11 e (F) MEO2, leituras em DO(s00nm) €m

meios PGE, e meios PGE suplementado com 500 mg L'Cobre (Cu*2),

Cromo (Cr*), e Niquel (Ni*2) as figuras foram geradas pelo programa

Sigmaplot.
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3.8. Imobilizacdao de Metais

3.8.1. Biossorgao de metais

Os seis isolados selecionados para o estudo MF10, CE05, CP15, CP16,
CR11 e MEO2 apresentaram capacidade de se desenvolver em concentragdes
consideradas altas (500 mg L") sugerindo uma boa aplicagdo para
biorremediagdo. Em testes de remogdo de Cobre através dos 6 isolados
expostos a 500 mg L, pode se observar que quatro deles (CP16, CR11, ME02
e CRO05), apresentaram boa porcentagem de biossor¢ao de metais em tempos
iniciais do cultivo (Figura 4), 48 h, 96 h e 144 h, com valores préximos ha 96%.
Desta maneira sendo bactérias com boa capacidade imobilizar ions metalicos
em um pequeno periodo de tempo. Vale destacar o isolado CP15 que também
possui grande potencial de biossorcdo nos diferentes tempos de exposicao até
mesmo no tempo 192 h, onde possivelmente deve ter uma saturacao de sitios

de ligacéao.
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Figura 4: Porcentagem de biossor¢do de Cu?* em sobrenadante dos cultivos
dos isolados CP15, CP16, CE11, MEO2, CE05 e MF10 nos tempos
48h, 96h, 144h, 192h , com analise estatistica ANOVA e Tuckey 0,5%.

Microrganismos isolados da regido de mineracgao localizada em Sabara
(MG) apresentaram taxas significativas para remog¢ao de niquel (Figura 5). Os
isolados CR11, MEO2, CR05 e MF10 apresentaram valores proximos de 94% de
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remocao de metais em tempos iniciais de desenvolvimento, vale destacar o
isolado CP16 que apresentou 96% de taxa de remogao em 48 h de cultivo e
valores proximos de 94% nos demais tempos, supondo um processo é rapido e
de baixo gasto de energia. O isolado CP15 merece destaque para processos de

biossorgéo de niquel ao londo de todos os tempos de desenvolvimento (Figura

4).
94 bed’2C abcd abcd b . d@c o abc  abed
92
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Figura 5: Porcentagem de biossorgdo de Ni?* em sobrenadante dos isolados
CP15, CP16, CE11, MEO2, CEO5 e MF10 nos tempos 48h, 96h, 144h,
192h , com analise estatistica ANOVA e Tuckey 0,5%.

Os microrganismos isolados e submetidos a testes de remog¢ao de cromo
destacaram-se pelos autos valores de remocao de metais em diferentes tempos
de desenvolvimento, vale ressaltar a capacidade de remocéao dos isolados CP 16,
CE11, MEO2, CEO05 e MF10 em tempos iniciais de desenvolvimento no periodo
de 48 ha 144 horas, com taxas de remocao proximas a 98%, apesar da boa
biossorgao este processo nao é tao eficiente ao longo do tempo ja o isolado
CP15 apresenta taxas de 96% em diferentes tempos de desenvolvimento (Figura
6).
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Figura 6: Porcentagem de biossorgao de Cré* em sobrenadante dos cultivos dos
isolados CP15, CP16, CE11, MEO2, CE05 e MF10 analisados nos
tempos 48h, 96h, 144h, 192h, com analise estatistica ANOVA e
Tuckey 0,5%.

3.8.2. Acumulagao de metais por células

Em analises complementares e comparativas foram feitas analises de
remocao ativa, estes ensaios foram feitos a partir de avaliagées pelo pellet de
células. Dentre os seis isolados estudos trés deles merecem destaque CE11,
CEO05 e MF10, que apresentam valores elevados de acumulagao de cobre e
niquel a 192 h de desenvolviemnto (Figura 7 e 9), estes isolados responderam
bem uma vez que este processo é caracterizado por ser lento e dependente do
metabolismo. O isolado CP15 apresenta boa acumulacao de metais conctante
ao longo do tempo de exposicdo entretando com boa eficiéncia em tempos
menores de exposicao.

Os micorganismos apresentaram boas taxasr de bissorgao para todoas os
metais testatos, entetanto para acumulagao os valores foram bem mais baixos
uma vez que sao processos dependnetes do metabolismo e mais lentos por isso
os altos valores nos ultimos tempos de desenvolvimento. Entretanto o CP15
realiza processos ativos e passivos independentes do tempo de exposicéo

sendo uma boa alterantiva pela rapidez com que realiza a remog¢ao de metais.
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Figura 8: Bioacumulacdo em células bacterianas cultivados em meio

suplementado com 500 mg L-1de Cu?* dos isolados CP15, CP16,
CE11, MEO2, CEO05 e MF10 nos tempos 48h, 96h, 144h, 192h, com
analise estatistica ANOVA e Tuckey 0,5%.
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Figura 9: Bioacumulacdo em células bacterianas cultivados em meios
suplementado com 500 mg L' de Cr%* dos isolados CP15, CP16,
CE11, MEO2, CEO05 e MF10 nos tempos 48h, 96h, 144h, 192h, com
analise estatistica ANOVA e Tuckey 0,5%.

4. DISCUSSAO

O solos € um dos ambientes terrestres com maior riqueza de microrganismos
cultivaveis com caracteristicas biotecnolégicas importantes (BALDRIAN et al.,
2012). A diversidade microbiana do solo € uma caracteristica importante para
uma exploracdo biolégica sustentavel, uma vez que 0s microrganismos
apresentam caracteristicas biotecnoldégicas como enzimas para aplicagdo
industrial, metabolismo intracelular para remocao de metais de ambientes
afetados tanto por acidentes ambientais quanto por contaminacao (BAI et al.,
2014) .

A comunidade microbiana alocada em regides com altas concentragdes de
metais apresenta uma série de caracteristicas adaptativas. Genes que conferem
resisténcia a metais como por exemplo chrA, copA, copB, copC, nixA, que
também sado genes importantes no processo de influxo e efluxo de metais
pesados para uma possivel aplicacdo na area de biorremediacao (STUDIES;
AUTHOR, 2013). Os microrganismos isolados dos diferentes ecossistemas de

Sabara apresentaram capacidade de se desenvolver em meio de cultivo
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contendo metais como cobre cromo e niquel, sendo assim um indicio para
aplicagdo em processos de remocado e acumulacdo de metais(VELA-CANO;
CASTELLANO-HINOJOSA; VIVAS, 2014).

Metais pesados em geral normalmente sdo toxicos aos organismos vivos,
alguns microrganismos apresentam mecanismos de membrana que conferem
resisténcia a ions metalicos (DAS; VIMALA; KARTHIKA, 2008b). Os
microrganismos isolados da regido do perimetro do quadrilatero ferrifero
apresentaram capacidade de se desenvolver 500 mg L' (Tabela 1)
concentragdes estas utilizadas em trabalhos para selecionar microrganismos
com potencial para biossorgdo e biorremogdo de metais (MAHRAJBNE;
MAHRAGBNE, 1998). Microrganismos com essa alta sensibilidade apresentam
mecanismos genotipicos e fenotipicos, como as proteinas de membrana que
promovem resisténcia a metais e mediando o processo de entrada e saida dos
metais, ou seja, regulam a porta de entrada para estes compostos que podem

ser auxiliares a maquinaria metabdlica das células (CHIEN et al., 2008).

Estudos de Chien e colaboradores (2013) com isolados de residuos
industriais e de aguas contaminadas sugerem que bactérias tolerantes a
concentracbes de cobre apresentava potencial para biorremediacdo, pois
utilizam o cobre como cofatores para o metabolismo (CHAZARENC; BRISSON;
MERLIN, 2010; KUMARAN; SUNDARAMANICKAM; BRAGADEESWARAN,
2011). Contudo bactérias com capacidade de se desenvolver na presenga de
metais apresentam mecanismos metabdlicos para manutencado celular que

adicionalmente podem ser utilizados para biorremediacao de metais.

Entretanto nem todos os microrganismos apresentam mecanismos de
resisténcia a diferentes metais. Contudo microrganismos com mecanismos de
resisténcia a diferentes metais tem possivel aplicagdo no meio ambiente para
recuperacao de areas degradas pela deposicdo de metais (KLAUS-JOERGER
et al., 2001).

Entre essas caracteristicas adaptativas desenvolvidas pelos
microrganismos como mecanismos de sobrevivéncia existem fatores genotipicos
como genes que codificam proteinas de membrana e sdo de extrema

importancia para vida em areas em condi¢cdes extremas, estas proteinas além
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de conferirem resisténcia sido proteinas que também sao auxiliares nos
mecanismos de influxo e efluxo de metais microrganismos com boa capacidade
de imobilizar metais como o dos dados apresentados, podem sim apresentar

genes importantes para o processo.

Considerando a tematica de métodos alternativos para recuperacgao de areas
sob agdo antropogénica ou até mesmo vitimas de acidentes ambientais a
utilizacao de toda essa abundancia de diversidade microbiana do solo, técnicas
tradicionais de isolamento s&o alternativas perspicazes para isolar e selecionar
microrganismos, com maior tolerancia aos metais pesado, para possiveis

aplicagdes biotecnoldgicas.

5. CONCLUSAO

Analisando os resultados do presente trabalho, os dados revelam que a
microbiota do solo apresenta microrganismos com capacidade para aplicagéo
nos processos de biorremediacdo ions metalicos cobre, cromo e niquel. A
elevada taxa de remocao de metais, além dos altos valores de acumulacao
intracelular apresentado pelos isolados dando destaque para os géneros
Burckholderia, Arthrobacter e Bacillus que apresentaram boa remocado e boa
interiorizacdo de metais, tendo possiveis evidéncias de os microrganismos
apresentam magquinaria metabdlica necessaria para uma possivel aplicagao ao
processo de biorremediagao de metais. Os dados apresentados neste trabalho
juntamente com outros esforgos para a preservacdo ambiental pode ser uma
contribuicdo importante para a humanidade visando diminuir os impactos
provocados por atividades antropogénicas, tornando possivel o desenvolvimento

com sustentabilidade.
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CAPITULO 4- Prospecgao in silico de genes ortélogos envolvidos em
processos de resisténcia e remog¢do de metais em metagenomas de

ecossistemas da regiao de Sabara -MG.

RESUMO - Muito tem se investido em busca de alternativas para recuperacao
de areas afetadas por fatores antropogénicos e desastres naturais, para tanto,
este trabalho descreve a composicao funcional de uma comunidade microbiana
quanto a aplicacdo em biorremediacdo de metais, de solos do Centro de
biodiversidade CEBIO — Sabara localizada no Quadrilatero Ferrifero, maior polo
de mineragao no Brasil. Solos de cinco ecossistemas, Campo Rupestre (Canga),
Campo de Gramineas (Capim), Cerrado, Mata Floresta e Mata Eucalipto, foram
submetidos ao sequenciamento do DNA total, apés todo o processamento e
andlise de bioinformatica foi montado um banco de dados com informagao
génica e funcional, onde foi realizado uma prospecgao por busca de similaridade
de genes ortélogos importantes em mecanismos de resisténcia e metabolismo
de metais, uma vez que solos desta regido apresentam grande quantidade de
metal. Adicionalmente forma feitas a selecdo de contigs para avliar a filiagcao
taxondmica para os genes amplamente distribuidos nos dados de anotagao. Nos
diferentes ecossistemas foi possivel encontrar ORFs de genes importantes
envolvidos no processo de remoc¢ao de cobre, cromo, niquel entre outros metais.
Vale salientas a presenca de filos bacterianos importantes como proteobacterias,
firmicutes, acidobateria entre outros, géneros estes que englobam bactérias
amplamente utilizadas em processos de imobilizacdo de metais a partir de
processos metabdlicos ou independentes sendo assim os dados de anotacao
dos ecossistemas de Sabara apresentam grande potencial para prospecgdes
mais profundas para aplicacdo em processos alternativos de recuperacao de

areas.

Palavras chave: Genes, metagenoma, prospecgao, metabolismo de metais e

biorremediacao.
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CHAPTER 4 - Prospecting in silico of orthologous genes involved in
processes of resistance and removal of metals in metagenomas of

ecosystems in Sabara -MG.

ABSTRACT- Much has been invested in the search for alternatives for recovery
of areas affected by anthropogenic factors and natural disasters, therefore, this
work describes a functional composition of microbial community and the
application in bioremediation of metals, the Biodiversity Centre CEBIO soil -
Sabara located in the Iron Quadrangle, the largest mining pole in Brazil. Soils five
ecosystems, Cave Course (Canga) Grasses Field (grass), Cerrado, Mata Forest
and Forest Eucalyptus, were subjected to sequencing of the total DNA, after all
processing and bioinformatics analysis was set up a database with information
gene and functional where a survey was conducted by the search similarity of
important gene orthologs resistance mechanisms and metabolism metals, since
this region soils present a large amount of metal. Additionally way made the
selection of contigs for avliar membership taxonomic genes distributed in the
annotation data. In the different ecosystems ORFs were found important genes
involved in the copper removal process, chromium, nickel and other metals. It
salientas the presence of important bacterial phyla as Proteobacteria, Firmicutes,
acidobateria among other genres these that include bacteria widely used in metal
immobilization processes from metabolic or independent processes thus
annotation data Sabara ecosystems present great potential for deeper prospects

for application to alternative processes for recovery areas.

Keywords: Genes, metagenome, prospecting, bioremediation of metals and

metabolism.
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1. INTRODUGAO

O crescimento econbémico e industrial de muitos paises em
desenvolvimento, colaborou para o aumento na liberacdo de metais, devido alta
toxicidade destes compostos se tornado um grave problema ambiental
(GEGAN,2014). A liberacao destes compostos nos solos pode ser de maneira
natural, como por exemplo, tragédias naturais, alto nivel de chuvas, entretanto a
maior incidéncia destes compostos em solos e aguas sao resultado de atividades
antropicas(CAMPBELL; GRAYSTON; HIRST, 1997).

A busca por alternativas para recuperacao destas areas tem aumentado
exponencialmente uma vez, que o proprio ecossistema oferece subsidio
necessario para utilizacdo nestes processos visto a ampla distribuicdo de
espécies procarioticas em diferentes ambientes naturais, como solo, agua,
plantas e seres vivos (INACIO; ANTONIO; ELIAS, 2012) . Estas espécies
bacterianas tém se revelado de grande importancia para manutengcéo do
equilibrio ecoldgico destes ambientes. Devido a esta grande importancia para
manutencdo da saude ambiental bem como aplicagdo biotecnoldgica da
funcionalidade da comunidade bacteriana, grandes esforcos estdo sendo
dispensados para caracterizar a comunidade microbiana, dentre eles a
metagendmica (KANG et al., 2015).

A metagendmica surge como ferramenta auxiliar para busca de genes
envolvidos em processos de biorremediacdo, uma vez que é possivel acessar
toda a diversidade bacteriana e funcional de diferentes ecossistemas através do
DNA total (UCHIYAMA; MIYAZAKI, 2009). Esta técnica nos ultimos tempos
tornou-se ainda mais promissora com as tecnologias de sequenciamento de
ultima geracéao, que por meio do DNA total pode se obter um elevado rendimento,
ou seja um grande numero de sequéncias, e assim acessar de maneira mais
ampla e rapida toda a funcionalidade de ecossistemas (AURELIO; PINHO;
FILHO, 2010).

Esta metodologia vence as limitacdes das abordagens tradicionais como
PCR, isolamento entre outras, proporcionando maior visibilidade para avaliar a

comunidade microbiana, através da diversidade como acessar toda a informacéao
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funcional contida nos ecossistemas (PANICKER; GOPALAKRISHNAN, 2014).
No presente trabalho, foi realizada a prospec¢ao de genes de resisténcia e genes
importantes no metabolismo de influxo de efluxo de metais, através de um banco
de dados montados a partir de sequenciamento total de solos de cinco
ecossistemas da regido de Sabara. Os resultados revelados neste estudo irdo
proporcionar uma visao da funcionalidade da microbiota destes ecossistemas

para uma possivel aplicacdo em processos alternativos de remocao de metias.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Selecao de sequéncias

Sequéncias de genes envolvido no metabolismo de metal, resisténcia a
metais, (Figura1) foram extraidas do banco de dados NCBI, posteriormente as
sequéncias foram submetidas no banco de ortélogos eggNOG (POWELL et al.,
2014)

Transporte e Resisténcia Niquel
(nixA)

— Resisténcia a Niquel

Multicooper oxidase (copA,
copB,cue0)

Homeostase de Cobre

i
1

ATPase-Translocamento de Cobre
(copA, copB)

(Metal)

Cromo oxidase
(chrA)

-  Homeostase Cromo

Cromo transporte
(chrB)

Resisténcia e Metabolismo

Figura 1: Genes envolvidos cem processos metabdlicos e de resisténcia a metal.

2.2. Prospecgiao

As sequéncias foram prospectadas in silico, realizando uma busca por
similaridade utilizando o programa Blast (Altschul et al., 1990), as ORFs (Open
Reading Frames) que apresentaram similaridade com e-value -30 no banco de

dados Metagenémico MVDB do Laboratério de Bioquimicas e Microrganismos
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de Plantas — LBMP, contendo dados de sequenciamento, montagem e anotagéo
do metagenoma total dos ecossistemas estudados. As ORFs com similaridade
foram filtradas e selecionadas para que nao houve-se repeticdo entre os
ecossistemas, os valores obtidos foram normalizados por um fator de
normalizacao que consiste na divisdo do numero de ORFs total de cada
ecossistema pelo numero de ORFs total do ecossistema mais significativo, o
valor obtido multiplicado pelo numero de ORFs encontradas para cada gene,
posteriormente foram identificadas e selecionados dos diferentes ecossistemas
e estas foram anotadas, verificando seus dominios no banco Pfam (FINN et al.,
2014), apds a verificagdo da anotagdo das ORFs, algumas foram escolhidas
aleatoriamente para serem alinhadas pelo ClustalW para visualizar os motivos e
dominios de acordo com o banco Pfam (FINN et al., 2014) e Tiger (LIU et al.,
2008) (Figura 2).

2.3. Analise estatistica

As ORFs identificadas foram analisadas com relagcao aos seus ecossistemas
utilizando o programa Circos, realizando um agrupamento hierarquico pelo
software R e anadlises estatisticas de analise de componentes principais (PCA)
com a ferramenta PAST 3 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).
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Figura 2 : Fluxograma metodoldgico
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3. RESULTADOS

Os genes relacionados nas vias metabdlicas para os metais como cobre
cromo e niquel (copA, copB, cueO, chrA, chrC, cusA, cusB e nixA) foram
prospectados in silico no banco metagenémico do LBMP, distribuidos entre os
resultados de montagem/anotagbes dos ecossistemas: Mata Floresta, Mata
Eucalipto, Cerrado, Capim e Canga. Da porcentagem total de ORFs anotadas
para estes ecossistemas foi de 0,1 a 0,6%, correspondendo para ORFs
relacionadas aos genes de resisténcia, onde no sequenciamento total para Mata
Floresta houve uma maior porcentagem do total de ORFs para os genes

estudados, seguido por Mata Eucalipto, Cerrrado, Canga e Capim (Figura 3).

nixA

cusB

W cusA
wcueO
i copB

CopA

i chrC

Porcentagem de ORFs
(=]
«
o

B

w chrA

Cerrado (CE) Canga (CG) Capim (CP) Mata Eucalipto (ME) Mata Floresta (MF)
Ecossistemas

Figura 3: Porcentagem de ORFs do total de ORFs anotados para genes de

resisténcia e de metabolismo de metal do banco Metegandémico
MVDB - LBMP.

Na distribuicdo de ORFs relacionados as vias metabdlicas para os genes
em estudo, no metagenoma para Cerrado, seguido por Mata Floresta foi
verificado a grande incidéncia de sequéncias relacionadas a homeostase (cusA
e cusB) de metais em células e genes relacionados a resisténcia a metabolismo

de cobre apresentaram distribuicdo semelhante, para o metagenoma para Mata
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Floresta e Cerrado genes relacionados a metabolismo de crémio foram

presentes nas analises in silico do banco Metagenédmico MVDB - LBMP. (Tabela

1).

Tabela 1: Numero de ORFs encontradas no banco Metagenémico MVDB do
Laboratério de Bioquimica e Microrganismos de Planta para os genes
de resisténcia a metais niquel oxidase (nixA), multicooper oxidase
ATPase (copA), cromato oxidase (chrA), cooper oxidase (cueO),

multicooper oxidase ATPase like (copB).

Numero de ORFS

Genes Cerrado (CE) Canga(CG) Capim(CP) Mata Eucalipto (ME) Mata Floresta (MF)
chrA 112 115 7 91 260

chrC 76 88 11 47 166

COpA 101 112 5 73 197

copB 580 162 14 206 537

cueO 45 106 19 63 176

CusA 175 128 6 81 306

cusB 103 55 11 38 253

nixA 29 55 3 23 59

Os dados de anotagao do metagenoma do banco Metagenémico MVDB -
LBMP das regides de Sabard — MG, para o gene copB, envolvido no processo
de resisténcia e influxo e efluxo de metais foi amplamente distribuido na
identificacdo de ORFs nos metagenomas de Cerrado e Mata Floresta,
entretanto, para copA e cueO, que exerce uma fungdo semelhante ao gene
copB, as ORFs foram identificadas em numeros distribuidos entre Canga
seguido por Mata Eucalipto (Figura 3). Para genes codificadores do cromato
oxidase crhA e cromato transporter (chrC) as ORFs foram identificadas para os
metagenomas de maneira bastante semelhantes para os ecossistemas Mata
Floresta, Cerrado, Canga e Mata Eucalipto. O ecossistema campo rupestre,
Canga e Mata Floresta apresentaram grande distribuicdo de ORFs, para genes

que conferem resisténcia a niquel (Figura 4).
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Figura 4: Distribuicdo de ORFs para os genes copA, copB, cueO chrA, chrC,
CcusA, cusB e nixA para o total de ORFs nos cinco ecossistemas
Cerrado (CE), Capim (CP ), Canga (CG), Mata Eucalipto (ME) Mata
Floresta (MF). Os dados foram visualizados através do software
Circos, o comprimento das barras, tal como no anel exterior foi

representa na porcentagem de genes em cada ecossistema.

Na analise de componentes principais, ORFs relacionadas a resisténcia e
homeostase de cromo (chrC), niquel (nixA) e cobre (copA), foram agrupados e
direcionados para o ecossistema campo rupestre (Canga), ja para genes com
caracteristica funcional semelhante os agrupamentos apresentaram correlagéo

ara Mata Eucalipto (Figura 4). Genes responsaveis pelo influxo e efluxo de
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metais nas células se agruparam de maneira extrema e se correlacionam com
diferentes ecossistemas sendo eles Mata Floresta (cusB) e Cerrado para (cusA)
(Figura 5).
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Figura 5: Analise de componentes principais de cinco ecossistemas.

As sequéncias das ORFs encontradas nos ecossistemas foram todas re-
anotadas de acordo com o dominio do Pfam, pela plataforma WebMGA (Wu et
al., 2011), sequéncias para as ORFs copA apresentaram dominios para
multicooper oxidase do tipo ATPase, copB e cueO para multicooper oxidas
(Tabela S1). Para genes envolvidos no processo de metabolismo e resisténcia a
cromo apresentaram dominios para cromato oxidase e cromato transporte

respectivamente.

Os contigs selecionados foram submetidos analise de filiagao taxonémica
dentre os filos bacterianos mais abundardes estdo as Proteobacterias, seguido
pela Actinobacteria, Acidobateria, Firmicutes e Planctomices. Os genes estao
amplamente divididos pelos filos bacterianos, destacando-se  para os genes

CUSA, cusB, copA e copB.
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Figura 6: Distribuicdo de filo bacteriano para os genes copA, copB, cueO chrA,
chrC, cusA, cusB e nixA para os contigs dos cinco ecossistemas
Cerrado (CE), Capim (CP), Canga (CG), Mata Eucalipto (ME) Mata
Floresta (MF). Os dados foram visualizados através do software
Circos, o comprimento das barras, tal como no anel exterior foi

representa na porcentagem de genes em cada ecossistema.
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Algumas sequéncias foram selecionadas ao acaso e comparadas com
banco de dados de proteina os genes copA de algumas sequéncias, de
ecossistema como floresta, cerrado e eucalipto apresentaram regides
conservadas com uma cupredoxina redutase (Figura 5). Dentre as regides
conservadas é possivel observar um sitio de ligacédo a cobre, e um deles é
caracterizado pela presenga de uma regido conservada para as histidinas (H) e

sitio de repeticéo (Figura 7).
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Figura 7 : Alinhamento multiplos pelo software ClustalW de sequéncias do banco
NCBI para o gene copA para resisténcia de cobre com ORFs do banco
Metagenémico MVDB do LBMP dos cinco ecossistemas mata
floresta, mata eucalipto, cerrado, capim e canga, sendo que as
colunas em negrito demonstram as regides conservadas de acordo
com o banco PFAM, a seta indica o sitio de ligacdo ao cobre
Acidobacterium capsulatum (ACO33430), Acetobacter pasteurianus
(BAI12244) Xanthomonas citri (ADR70747), Enterobacter cloacae
(KGB08036) e Pseudomonas sp. (ABR10510).

As ORFs para copA, em comparacao aos resultados encontrados no banco
Pfam, se dividiram em dois grupos, sendo reanotadas como cupredoxina
redutase e como as multicooper ATPase, ambas representantes das familias das
lacases, apresentando caracteristica quanto ao metabolismo de cobre,
observando no alinhamento as regides conservadas (Figura 8), sugerindo que
este perfil descreve ATPases de tipo IB2, sendo proteinas com sitios de ligagcéo

de cadmio e cobre, responsavel por processos de transporte de ions de ferro.
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Figura 8: Alinhamento multiplos pelo programa ClustallW com sequéncias do

banco NCBI para o gene copA, para multi cooper oxidase ATPse, e com
sequéncias de metagenoma dos cinco ecossistema, Mata Floresta, Mata
Eucalipto, Cerrado, Capim e Canga, sendo que as coluna colorias
demonstram as regides conservadas de acordo com o banco de PFAM
Arthrobacter arilaitensis (CBT74889), Pseudomonas alcaligenes
(GAD63322), Nitrosomonas europaca  (CAD84930), Acinetobacter
radioresistens (GAB76331), Streptococcus agalactiae (CFV18308),
Bacillus amyloliquefaciens (AHZ17356), Paenibacillus mucilaginosus
(AEI44753) e Bacillus licheniformis (AGN37932) .

Dentre os genes que conferem resisténcia a metal e realizam metabolismo
de metais estdo os genes chrA, da cromato oxidas. Nas analises de similaridade
foi possivel encontrar regides conservadas para cromo oxidase quando
comparado com sequéncias do banco PFAM, para os motivos conservados

FGG, motivos caracteristicos para este gene (Figura 9).
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Figura 9: Alinhamento multiplos pelo programa ClustalW de sequéncias do
banco NCBI para o gene chrA cromato oxidase com sequencias de
metagenoma dos cinco ecossistemas, Mata Floresta, Mata Eucalipto,
Cerrado, Capim e Canga, sendo que as colunas coloridas
demonstram as regides conservadas de acordo com sequéncias do
banco de dados PFAM, a seta indica o sitio de ligagdo ao cromo
Enterobacter cloacae (KGB07959), Pseudomonas fluorescens
(AEV63938), Stenotrophomonas maltophilia (CCH12056),
Paenibacillus  mucilaginosus  (AEI41168) Pseudomonas  sp.
(CBL87892) e Bradyrhizobium sp. (EGP06243).

Foram encontradas ORFs para os genes nixA em comparagao com OS
bancos de dados para proteina, observando-se que as sequéncias apresentam
similaridade com as nicO (Figura 10), niquel transporte, que apresenta alta

afinidade com transportadores de niquel (ZOU et al., 2015).
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Figura 10: Alinhamento multiplos pelo programa ClustalW de sequéncias do

banco NCBI para o gene nixA, nicO e sequéncias de metagenoma
dos cinco ecossistemas, Mata Floresta, Mata Eucalipto, Cerrado,
Capim e Canga, sendo que as sequéncias em colorido demonstram
as regides conservadas de acordo com sequéncias do banco PFAM.
Enterobacter  hormaechei  (EGK58005)  Bradyrhizobium  sp.
(KJC38418) Burkholderia multivorans (BAG44386) Mesorhizobium
opportunistum (AEH89926) Bacillus thuringiensis (KKB31485)
Bacillus cereus (KLA20466) Paenibacillus sp. (CDN45006).

4. DISCUSSAO

A comunidade microbiana dos solos desempenha um papel importante no
solo, através das interagdes entre os microrganismos, atuando de maneira
essencial nos ecossistemas visto a grande importdncia nos ciclos
biogeoquimicos e em processos de recuperagdao ambiental (ACCESS, 2014;
ACID et al.,2012). Solos de regides localizadas no perimetro do Quadrilatero
Ferrifero — MG, apresentam grande quantidade de metais, sendo regides de
grande interesse para a extragdo de metais. Estudos funcionais de sedimento de
regides localizadas em torno desta regido apresentaram grande incidéncia de
genes envolvido no metabolismo e resisténcia a metais (ALTIMIRA et al., 2012;
AMBIENTAL et al., 2012; ARORA; SRIVASTAVA; SINGH, 2014).
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Os solos de regides localizadas no perimetro do quadrilatero ferrifero
apresentam solos com grandes concentragbes de metais como ferro, cobre,
cromo, niquel, zinco, manganés entre outros, sendo uma regido de grande
potencial para extracdo de minérios(ALEX et al., 2012).A incidéncia de genes
que conferem resisténcia e metabolismo de metal pode ser uma indicativa para
microrganismos com potencial para biorremediacdo, bem como um potencial
para prospeccgao de enzimas chaves que controlam o influxo e efluxo de metais
pesados, visto que a microbiota presente neste solo, com caracteristicas
propicias para extracao de diferentes metais e minérios, pode ter apresentado

adaptagdes metabdlicas para a sobrevivéncia na regido.

Microrganismos envolvidos me processos de biorremediacao atualmente tem
ampla utilizagcdo uma pela capacidade metabdlica destes organismos vivos,
estes processos metabdlicos sdo intermediados e rgulados por proteinas de
membrana (FOMINA; GADD, 2014). Existem uma serie de relatos de
microrganismos que relaizam processos de biorremediacdo dentre eles
organismos dos filos das proteobacterias como Artrobacter, Enterobacter,
Bradyrhizobium mezorrhizonium, bem como o filo Aciobacteria pelos
Acidothiobacillus ferrodoxiam (KARTHIKA, 2008a), estes processos sao
regulados genes que estdo amplamente devidos dentre os filos e nos dados de

anotacdo metagendmica dos cinco ecossistemas.

Dentre os genes de resisténcia a cobre, encontra-se a copA, copB e cueO
que se apresentam divididas como multicooper oxidase e multicooper oxidase
ATPase-like e cupredoxina redutase. As cupredoxinas apresentam
caracteristicas estruturais com sete folhas betas. Estas proteinas estao
amplamente divididas em familias que permitem de trés a seis sitios de ligacao
para cobre, caracteristica peculiar para as lacases e que sao de extrema
importancia para enzimas aplicadas a biorremediacdo, pois estes sitios de
ligacdo a cobre e a outros metais determina um mecanismos de resisténcia por
exportagcdo que promove transporte de elétrons intercelulares (BRANDER;
MIKKELSEN; KEPP, 2015).

As ATPases além de conferirem resisténcia a cobre estas enzimas sao

umas das principais responsaveis pelo transporte de cobre pelas membranas
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biolégicas, visto que sao proteinas de membrana com caracteristicas de
proteinas tipo like, que sao proteinas que fazem o transporte de substancia para
a célula. Estas proteinas transportadoras sdo encontradas em procariotos e
eucariotos, e que estas ATPases se encaixam neste grupo sendo membro
importantes na maquinaria metabdlica de ions metalicos de cobre, na entrada,
saida e armazenamento (HAKULINEN; ROUVINEN, 2015).

O cromo se enquadra entre um dos metais pesados com maior acao toxica
para o meio ambiente, microrganismos com mecanismos de resisténcia e
proteinas de membrana com capacidade de manter a homeostase de metais na
célula. Os genes chrA e chrC codificam as enzimas cromato oxidase e cromato
transporte, enzimas importantes na manuten¢cdo da homeostase na célula além

de conferir resisténcia a cromo.

As proteinas da familia das transportadoras de niquel sdo encontradas
em bactérias tanto gram—negativas como gram-positivas. Estas proteinas tem a
capacidade de incorporar e absorver niquel, sendo uma possivel proteina de
membrana integral com sete hélices transmembrana, além de um transportador
de cobalto (NGUYEN; SHIM, 2015).

Os dados apresentados revelam que a comunidade microbiana de solos
de ecossistemas de Sabara — MG, tem caracteristicas sugestivas para uma
possivel aplicacdo na biorremediagdo de metais, visto que a anotacgao funcional
revelou uma grande diversidade de genes de resisténcia a metal, sugerindo uma
adaptagcdo metabdlica dos microrganismos que vivem em solos com alta
concentragdes de metais. Os resultados da prospecgao in silico apresentados
neste trabalho promove uma visao mais ampla da composicao funcional in silico
da microbiota dos solos com caracteristicas para mineragcao de metais e assim
aplicar esta comunidade microbiana como alternativa para recuperagao

ambiental.
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5. CONCLUSAO

Analisando os resultados do presente trabalho, os dados revelam que a
microbiota dos solos dos ecossistemas de Sabara — MG apresenta
microrganismos com caracteristicas funcionais para uma possivel aplicagao em
para biorremediagao para os ions metalicos cobre, niquel e cromo. A busca de
genes no banco de metagenoma total, contendo informagcées de anotagao
génica, foi possivel identificar genes de resisténcia aos metais além de genes
envolvidos no metabolismo de influxo e efluxo de cobre, cromo e niquel. Este
estudo fornece embasamento de um ecossistema quanto a sua microbiota
indicando um possivel papel para prospecgao de enzimas e microrganismos
aplicados no metabolismo e biorremocgao de metais. Os resultados apresentados
neste trabalho juntamente com os avangos biotecnolégicos e aumento da busca
de alternativas para recuperacdo de ecossistemas afetados por compostos
téxicos para preservacdo ambiental tornando possivel o desenvolvimento

biotecnoldgico e ecologicamente sustentavel.
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CAPITULO 5- Consideragoes Finais

Analisando os resultados do presente trabalho, os dados revelam que a
microbiota do solo apresenta microrganismos com capacidade para
biorremediacao. O Biolog EcoPlate forneceu informagdes necessarias quanto a
atividade metabdlica microbiana para alguns compostos uma vez que a placa
apresenta 31 compostos diferentes relacionados a fontes de carbono
importantes para a manutengado do ambiente e assim permitiu correlacionar os
ecossistemas de Mata Floresta, Cerrado e Canga, exceto para Capim que sofreu
tanto a acao antropogénica quanto de fatores naturais, onde sugere-se que a
comunidade microbiana ainda sofre com a pressao seletiva para se estabelecer
no local. Os microrganismos das regides de estudos localizadas no Quadrilatero
Ferrifero tém alta atividade metabdlica e também metabolismo de metais,
portanto o Biolog EcoPlate consiste em uma ferramenta de grande importancia
para entender as acbes naturais e antropogénicas sobre a comunidade
microbiana e os fatores que regulam a agao de microrganismos na comunidade
microbiana sendo uma ferramenta inicial para prospecc¢ao de genes e enzimas

importantes para aplicagao biotecnoldgica.

Os solos da regido de Sabara — MG, além de altamente diversos quanto
a degradagao de compostos metabdlicos também apresentaram microrganismos
com grande potencial para a serem aplicados em processos alternativos de
remocao de metais, uma vez que os microrganismos isolados dos solos dos
ecossistemas desta regidao apresentaram resisténcia a altas concentragdes de
metais pesados, cobre, cromo e niquel, sugerindo que estes mesmo
microrganismos apresentam boa capacidade de remogao de metais por técnicas
de imobilizagdo de ions metalicos. Os isolados apresentaram alta taxa de
imobilizacdo de metais por processos de acumulacdo e remocdo dando
destaque para os géneros Burckholderia, Arthrobacter e Bacillus que
apresentaram boa remog¢éao e boa interiorizacao de metais, mostrando possiveis
evidéncias que os microrganismos apresentam caracteristicas genotipicas e
fenotipicas para metabolismo de metais e uma possivel aplicacdo em

biorremediagéao.



97

As técnicas tradicionais microbiolégicas fornecem informagdes variadas,
entretanto ndo permite acessar toda a riqueza da microbiota dos solos devido
sua grande riqueza, com advento da metagenémica e do sequenciamento de
nova geracao o acesso quase que total se torna possivel, e assim buscar nessa
rigueza alternativas para uma aplicagéo biotecnolégica em biorremediacéao, por
exemplo. Os dados de prospeccao de genes de resisténcia a metal no banco
metagenoma MVDB — LBMP, contendo sequenciamento total e anotagéo génica
dos ecossistemas de Sabara — MG, evidenciaram nao s6 genes importantes para
mecanismos de resisténcia bem como importantes para o metabolismo de
influxo e efluxo de ions metalicos cobre, cromo e niquel. Os resultados deste
trabalho fornecem informagcbes para uma prospeccdo de enzimas e
microrganismos aplicados em biorremedia¢ao de metais.

Os resultados apresentados em todas as abordagens utilizadas neste
trabalho juntamente com os avangos biotecnoldgicos e 0 aumento na busca por
alternativas para a recuperacdo de ecossistemas afetados por compostos
téxicos, seja por acdo antropogénica ou natural, para preservagcdo ambiental

tornando assim possivel o desenvolvimento ecologicamente sustentavel.



