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Resumo

A mineracdo e as atividades dela decorrentes, como a siderurgia, sdo consideradas
fundamentais para o desenvolvimento econdmico sendo porém, responsaveis por
inimeros danos ao ambiente. O processo siderargico gera 700 Kg de rejeitos por
tonelada de aco, os quais possuem altas concentragdes de metais indesejaveis, que
dificultam sua reciclagem, com impacto negativo na economia e no ambiente. A
diversidade microbiana de ambientes impactados por atividades antropicas tem sido
amplamente estudada, devido a possibilidade de recuperacdo de diversos metais como
também do ambiente. Usando uma abordagem independente de cultivo, o presente
estudo investigou a diversidade de arqueias de rejeitos siderdrgicos, recém-produzido
(RRP) e depositado (RD) h& quatro anos em area adjacente a siderurgia. As bibliotecas
de clones do gene de RNAr 16S de arqueias foram construidas a partir do DNA
ambiental destes rejeitos. As 158 sequéncias das bibliotecas de clones construidas a
partir dos dois rejeitos se agruparam em 14 OTUs (unidade taxondmica operacional),
sendo 13 de RRP e apenas uma de RD. Andlise filogenética de sequéncias parciais do
gene de RNAr 16S de arqueias revelou que as OTUs foram afiliadas a trés filos:
Crenarchaeota, representado nas duas bibliotecas, enquanto Euryarchaeota e
Thaumarchaeota foram exclusivos da biblioteca RRP. Os indices de diversidade de
Shannon e de Simpson mostraram diversidade limitada de arqueias, embora a biblioteca
RRP apresentasse maior diversidade quando comparada com RD. Apenas uma OTU,
encontrada em RRP, foi identificada em nivel de espécie, sendo afiliada a
Halobacterium salinarum, encontrada em ambientes extremamente salinos. Além disso,
uma OTU afiliada ao filo Thaumarchaeota foi detectada em nivel de familia,
Cenarchaeaceae, que possui membros que desempenham papel fundamental na

nitrificacdo. Por outro lado, a grande maioria das OTUs de RRP pode representar novas
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classes destes trés filos. A Unica OTU encontrada em RD foi afiliada com uma
crenarchaea ndo cultivavel. A andlise de PCRq revelou maior abundéncia de arqueias
em RRP e de bactérias em RD. Portanto, os dados obtidos demonstram a diversidade de
arqueias nesses dois tipos de rejeitos. Este estudo apresenta as primeiras informacdes
sobre a filogenia de arqueias em rejeitos siderurgicos, abrindo perspectivas para estudos
sobre a estrutura e funcdo de comunidades de arqueias indigenas nesse ambiente e,

possivelmente, estabelecer possiveis mecanismos e ciclo de elementos quimicos.



Abstract

Mining and activities arising from it, such as steel, are considered crucial to economic
development, but is responsible for many environmental damage. The steelmaking
process generates 700 kg of wastes per ton of steel and these tailings have high
concentrations of undesirable metals, which hinder their recycling, with a negative
impact on the economy and environment. The microbial diversity of environments
impacted by human activities has been widely studied due to the possibility of recovery
of various metals as also the environment. Using an independent approach to cultivating
the present study investigated the diversity of wastes in steel arches, newly produced
(RRP) and deposit (RD) four years ago in an area adjacent to the steel industry. The
clone libraries of the 16S rRNA gene of the archaea were constructed from
environmental DNA of these tailings. The 158 sequences from clone libraries
constructed from the two tailings were grouped into 14 OTUs (operational taxonomic
unit), 13 of RRP and only one RD. Phylogenetic analysis of gene fragments of 16S
rRNA of archaea revealed that OTUs were affiliated to three phyla: Crenarchaeota
represented in both libraries, while Euryarchaeota and were Thaumarchaeota exclusive
library RRP. The Shannon diversity index and Simpson showed limited archaeal
diversity, although the library RRP present greater diversity compared with RD. Only
one OTU found in RRP was identified at the species level, being affiliated with
Halobacterium salinarum species, found in extremely salty. Furthermore, an OTU
affiliated with Thaumarchaeota was identified in the family level, Cenarchaeaceae
which has members that play a fundamental role in the nitrification. Moreover, the great
majority of OTUs of RRP may represent new classes of these three phyla. The only

OTU found in RD was affiliated with a crenarchaea uncultivable. The analysis revealed



PCRq greater abundance of archaea in RRP and bacteria in RD. Therefore, the data
obtained demonstrate the diversity of archaea in these two types of tailings. This study
provides the first information about the phylogeny of archaea in steelmaking wastes,
opening new perspectives for studies on the structure and function of archaea
indigenous communities in this environment, and possibly establish possible

mechanisms and cycle chemicals.
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1.1 — Justificativa

A mineracdo utiliza recursos naturais e é considerada como a principal atividade
subsidiaria dos processos de urbanizacdo e crescimento econdmico (DINIZ, 2010).
Entretanto, sabe-se que as atividades de mineracdo resultam em impactos ambientais
imediatos, bem como de longo prazo. Os principais problemas gerados pela mineracao
sdo: areas degradadas, poluicdo da agua e do ar (MACHADO, 1989; BITAR, 1997;
DIAS, 2001). Além disso, a liberacdo de residuos em po e produtos quimicos gera

grandes amontoados em areas vizinhas (SILVA, 2007, ASSIS et al., 2011).

Devido a sua grande extensdo territorial e reservas minerais, o Brasil destaca-se
no cenario internacional, sendo o segundo maior produtor de minério de ferro do mundo
(com 19% da producao mundial total), o principal produtor mundial de nidbio, o sétimo
produtor de estanho e o décimo terceiro produtor de ouro. Com crescimento de 28%, a
producdo mineral brasileira alcangou o patamar dos US$ 50 bilhdes em 2011,
impulsionada pelo desempenho recorde do segmento de ferro. Foram produzidas 467
milhdes de toneladas de minério de ferro no pais, o que representou o maior
crescimento anual da histéria. Este cenario ndo deve ser diferente em 2012, quando ha

previsdo de um aumento de 5% da producdo (IBRAM, 2012).

O minério de ferro é o de maior producdo e consumo no planeta sendo que a
maioria das jazidas, encontradas em poucos paises, como Rdussia, Australia, EUA e
Brasil, detém 77% dessas reservas. O Brasil possui a quarta maior reserva do mundo,
equivalente a 29 bilhdes de toneladas. Além disso, as reservas de minério de ferro do
Brasil e da Australia apresentam o maior teor de ferro — 60%; entretanto, contém
impurezas, como 6xido de silicio (SiO,), 6xido de aluminio (Al,O3), fosforo (P), dentre

outros (ROSIERE, 1992).



A siderurgia dedica-se a fabricacédo e tratamento de acos e ferros fundidos. O a¢o
é uma liga metélica formada essencialmente por ferro e carbono, com percentagens
deste ultimo variando entre 0,008 e 2,11%. Distingue-se do ferro fundido, que também é
uma liga de ferro e carbono, mas com teor de carbono entre 2,11% e 6,67%. O processo
de producdo do ago envolve um composto chamado coque (carvdo processado). O
coque é usado como combustivel e agente redutor nos altos-fornos e é dele que provém
o0 carbono adicionado ao ferro, gerando 0 ago., o alto forno pode chegar a temperaturas
de até 1300° C. O aco é produzido a partir da "purificacdo™ do ferro gusa, sendo que este
é constituido de minério de ferro, coque e cal. A fabricacdo do aco pode ser dividida em
quatro etapas: preparacao da carga (adicdo de cal e coque), reducgéo (transformacéo do
minério de ferro em um metal liquido: o ferro gusa), refino (remoc¢do do carbono
contido no gusa e solidificacdo) e laminacdo (processamento em laminadores) (IABr,
2011).

A World Steel Association relatou um aumento de 6,8% na producéo de aco em
2011, resultando em 1,5 bilhdo de toneladas, dos quais o Brasil contribuiu com cerca de
35,2 milhGes de toneladas. A industria brasileira do aco ocupa posicdo estratégica na
estrutura produtiva do pais. De acordo com estudo desenvolvido em 2011 sobre este
setor da economia brasileira, o valor de producdo do segmento corresponde a 4,8% do
total da economia, gerando um impacto de 4% no PIB nacional. Espera-se encerrar

2012 com producéo de 36 milhdes de toneladas de aco bruto (IABr, 2012).

Entretanto, em todas as etapas de obtencdo do aco, sdo gerados pos, lamas,
escorias de alto forno e aciaria, carepas de laminacédo, etc. Para cada tonelada de ago
produzido, estima-se que as industrias siderurgicas geram 700 kg de rejeitos, 0s quais

apresentam concentragOes relativamente altas de P, K, S, Cr e Zn, que,



consequentemente, dificulta sua reciclagem. Portanto, torna-se necessario a reciclagem
destes rejeitos. Atualmente, tem-se utilizado a escoria na pavimentacdo de estradas,
dentre outros setores da construcdo civil . Entretanto, as empresas ndo tém grandes
preocupacdes em separar e processar estes rejeitos devido aos custos das analises e
processamentos (BRANCO, 2004). Dessa forma, sdo gerados grandes amontoados de
rejeitos nos terrenos de depdsitos que podem gerar impactos negativos para a economia,
0 ambiente e a saude (SILVA, 2007). Portanto, a recuperacao e reutilizacdo destes
rejeitos devem ser consideradas como prioridade nos processos de mineragcdo e

siderurgia (ALMEIDA, 1992; DIAS, 2001).

Neste cenario, o estudo do impacto ambiental do setor extrativista mineral se faz
necessario. Além disso, este setor é crescente e economicamente representativo no
ambito nacional e mundial. Dessa forma, ha necessidade de alternativas para
detoxificacdo e sua posterior liberacdo para o ambiente ou reutilizacdo. Uma das
estratégias para a reutilizacdo dos rejeitos seria investigar a diversidade de procariotos,
uma vez que eles desempenham um papel fundamental nos ciclos geoquimicos e na
regulacdo de processos ecoldgicos. Além disso, é essencial entender as inter-relaces
entre 0s micro-organismos e o ambiente por meio do estudo da estrutura e da
diversidade funcional das comunidades microbianas e como elas se comportam diante
de distarbios naturais ou antropicos (RANJARD et al, 2000). Atualmente, a abordagem
molecular independente de cultivo tem sido usada, facilitando o acesso a grande
diversidade apresentada pelos procariotos, com énfase nas arqueias. A prospec¢do da
diversidade de arqueias, além de ampliar o conhecimento metabdlico e taxonémico e
das interagdes das comunidades nos ecossistemas pode resultar em aplicagOes

biotecnologicas.



1.2 Ecologia microbiana

Os procariotos sdo considerados evolutivamente 0os mais primitivos seres vivos
da Terra. Apesar de serem relativamente simples, podem sobreviver em ambientes onde
seria impossivel para outras espécies, sendo 0s mais abundantes organismos do planeta,
com um nimero aproximado de 4-6x10* individuos (HUGENHOLTZ et al, 1998). A
diversidade metabolica dos procariotos supera a de todos 0s outros organismos,
podendo responder rapidamente as condi¢des ambientais desfavoraveis, tornando-se
resistentes, por exemplo, a altas temperaturas (LACEY, 1997, ALBEROLA et al,
1999). O sucesso dos procariotos é devido a plasticidade de seu genoma e consequente

metabolismo diversificado, além de elevada taxa de divisdo celular.

Os organismos procariontes sdo estruturalmente simples, unicelulares e
microscopicos, podendo ser encontrados isolados ou formando agregados celulares
(PACE, 1997; TORSVIK et al., 2002; SCHLEIFER, 2004), colonizando 0s mais
diversos ecossistemas (HUGENHOLTZ et al, 1998), distribuindo-se no oceano (1,2 x
10%), no solo (2,6 x 10%) e na superficie terrestre (0,25 — 2,4 x 10°%) (XU, 2006). A
longa historia evolutiva pode explicar as diversidades genética, morfoldgica e

fisioldgica desses micro-organismos.

Avalia-se que a diversidade microbiana exceda, em ordens de magnitude, a
diversidade de plantas e animais (WHITMAN et al, 1998; MCINERNEY et al., 2002;
OREN, 2004). Entretanto, atualmente, apenas uma infima fracdo dessa extraordinaria
diversidade da biosfera é conhecida. Estima-se, que mais de 99% de procariotos nao sdo
cultivaveis pelas técnicas de rotinas laboratoriais e, portanto, ndo estdo acessiveis para a
pesquisa basica e biotecnologia (RAPPE & GIOVANNONI, 2003; RODRIGUEZ-

VALERA, 2002; STREIT e SCHMITZ, 2004; SHARMA et al., 2005).



E bem estabelecido que as comunidades microbianas desempenham papel
fundamental nos processos biogeoquimicos dos ecossistemas, pois constituem um grupo
de organismos chave para o funcionamento da ciclagem de nutrientes, tendo um
importante papel na manutencdo da qualidade de solos, (LAMBAIS et al., 2005), 4gua e
ar. Tem-se dado atencédo especial aos micro-organismos do Dominio Archaea devido ao
fato de, além de participarem desses ciclos, terem maior capacidade de sobrevivéncia
em ambientes hostis, colaborando para o equilibrio ambiental nas mais diversas areas.
Os procariotos em geral realizam a decomposi¢cdo da matéria organica de forma que
todos os nutrientes voltem ao solo e possam ser reabsorvidos, dando continuidade aos

ciclos e trazendo de volta ao solo sais, &gua e outros minerais, como P, N, C e O.

No ciclo do nitrogénio, por exemplo, a oxidagdo da amonia € realizada tanto por
bactérias como por arqueias (NICOL & SCHLEPER, 2006; PROSSER e NICOL,
2008). Durante mais de um século, as bactérias oxidantes de aménia (AOB, ammonia-
oxidizing bacteria) foram consideradas as principais responsaveis por este processo na
natureza, embora recentemente tenha sido demonstrado que grupos de arqueias podem
desempenhar papel fundamental na nitrificacdo, sendo mais abundantes do que as AOB,
em varios ambientes (FRANCIS et al., 2005; LEININGER et al., 2006; WUCHTER et
al., 2006; CAFFREY et al., 2007; LAM et al., 2007). Bactérias e arqueias estdo
envolvidas no processo de reducdo de compostos organicos complexos (LE MER &
ROGER, 2001), na remocéo de metais poluentes (CHEN et al., 2008), na degradacédo de
compostos xenobioticos (ZYLSTRA & GIBSON, 1991) e no tratamento de esgotos

(PHILIPPI et al, 2004) e efluentes industriais (SAYER & GADD, 2001).

Portanto, conhecer a diversidade microbiana € de grande relevancia, pois sdo as

espécies mais abundantes na Terra e mediadores dos principais processos
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biogeoquimicos que sustentam a vida no planeta, como os ciclos do carbono, nitrogénio
e de outros elementos. Além disso, o conhecimento dessa diversidade tem uma
importante aplicacdo na biorremediacdo (WHITMAN et al., 1998, CANHOS &
MANFIO, 2001). O termo biodiversidade pode ser definido de varias maneiras. No
contexto microbioldgico pode se referir ao nimero de espécies e sua abundancia relativa
em uma dada comunidade em determinado habitat. Em termos ecoldgicos e
moleculares, a biodiversidade pode ser definida como o numero e a distribuicdo de
sequéncias distintas presente no DNA extraido da comunidade microbiana de um

determinado habitat (VAN ELSEAS, GARBEVA & VAN VEEN, 2004)

Com o advento de técnicas de analise do gene de RNAr 16S, o0s organismos sao
divididos em trés dominios: Bacteria, Archaea e Eucharya (WOESE, 1987; WOESE et

al., 1990), sendo os dois primeiros dominios constituidos por procariotos.

1.3 O RNA ribossdmico

O RNAr é considerado um crondmetro molecular que surgiu a partir dos estudos
filogenéticos dos procariotos, de modo a possibilitar as inferéncias sobre as relacdes
evolutivas entre 0s micro-organismos. A analise dos genes ribossémicos é amplamente
utilizada para essas inferéncias, especialmente de procariotos, aumentando assim o
conhecimento sobre a diversidade procariotica em diversos ecossistemas (TOUROVA,

2003).

Os RNAs ribossémicos (RNAr) sdo moléculas antigas, elementos chave da
maquinaria da sintese protéica e de amplo interesse evolutivo em ambos procariotos e
eucariotos. Existem boas razdes para 0 RNAr ser um marcador molecular dtil e
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confiavel para analises filogenéticas: sdo universalmente distribuidos, apresentam
funcionalidade constante, regides altamente conservadas e variaveis entre espécies
distantes; tamanho adequado; sendo menos afetado pela transferéncia génica horizontal
e de facil manipulagio (WOESE, 1987; ROSELLO-MORA et al, 2001;

NASCIMENTO, 2009).

Os procariotos apresentam trés tipos de genes de RNArs (5S, 16S e 23S) que
estdo organizados no mesmo operon e presentes de 1 a 15 cOpias por genoma
bacteriano, podendo variar de bactéria para bactéria (TOUROVA, 2003). Dentre eles, 0
gene de RNAr 16S (de aproximadamente 1600 nucleotideos) tornou-se o mais utilizado
para andlises filogenéticas (GRAHN et al., 2003), por apresentar regides altamente
conservadas e variaveis entre as espécies, além de tamanho satisfatorio (ROSELLO-
MORA e AMANN, 2001). Inicialmente, o gene de RNAr 5S (de aproximadamente 120
nucleotideos) foi utilizado para inferéncias filogenéticas, mas devido ao seu tamanho
relativamente pequeno as informacgdes contidas nesse gene sao limitadas. O gene de
RNAr 23S (de aproximadamente 2500 nucleotideos) possui alto poder de resolucao,
pois apresenta maior namero de sitios polimérficos. Contudo, estudos baseados nesse
gene sdo restritos devido ao seu tamanho (OLSEN et al., 1996; ROSELLO-MORA e

AMANN, 2001).

Atualmente, o gene de RNAr 16S € amplamente utilizado em pesquisas
taxonémicas devido ao grande numero de sequéncias depositadas e, em consequéncia,
facil acesso aos bancos de dados, como GenBank, Ribosomal Database Project (RDPII
— online), Silva e GreenGenes. Assim, esse gene tornou-se uma ferramenta
extremamente comum e utilizada em inferéncias filogenéticas (WOESE, 1987;

DUNBAR et al., 1999; ROSELLO-MORA e AMANN, 2001; DAHLLOF, 2002). Um
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marco na utilizagdo desse gene ocorreu na década de 1970, quando Woese mostrou que
0s seres vivos eram divididos em trés dominios — Bacteria, Archaea e Eukarya —
(WOESE, 1987; WOESE et al., 1990), baseado no sequenciamento dos genes de RNAr

16S, para procariotos, e de 18S, para eucariotos, de 500 organismos cultivaveis.

1.4 O Dominio Archaea

A maioria dos estudos microbiologicos ambientais tem focado a diversidade de
bactérias e fungos. Por décadas, as arqueias foram classificadas como bactérias por
possuirem caracteristicas morfoldgicas semelhantes. Contudo, estudos moleculares
posteriores demonstraram que arqueias e bactérias estdo em dominios distintos
(WOESE; et al, 1990, ALLERS & MEVARECH, 2005). Estes procariotos podem ser
diferenciados pelo RNAr, RNAt, membrana citoplasmatica, composicdo da parede
celular e caracteristicas de adaptacdo a ambientes extremos (VALENTINE, 2007;

CANHOS & VAZOLLER, 1999).

As arqueias possuem membrana citoplasmatica composta de éteres de
isopropanil de glicerol e apenas um envoltério celular; RNAt com 1-metil-
pseudouridina no lugar de ribotimina; e varios cofatores diferentes dos relatados para
bactérias (JURGENS, 2000). Além disso, as arqueias tém evoluido durante milhdes de
anos sob condicdes extremas de salinidade, temperatura e pH, levando a inferir que elas
adaptam a tais condicOes para sobreviver (DELONG, 1992). Assim, estas caracteristicas
peculiares (VALENTINE, 2007), aliada a uma via metabdlica diferenciada com
enzimas catalisadoras exclusivas permitem a diferenciacdo entre arqueias e bacterias

(SATO & ATOMI, 2011). Sabe-se, ainda, que as arqueias ndo sdo exclusivas de
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ambientes extremos, mas convivem nos mais diferentes habitats terrestres com bactérias

e outros micro-organismos.

As arqueias representam uma fracdo consideravel da diversidade de micro-
organismos em ecossistemas marinhos e terrestres, sendo também importante nos ciclos
biogeoquimicos global (DELONG, 2006). Apesar da ampla distribuicdo das arqueias
nos ambientes, grupos especificos sdo encontrados em locais geograficos e ecossistemas

que possuem caracteristicas geoquimicas particulares (SCHLEPER et al., 2005).

Apesar do termo “archaea” ser geralmente relacionado a ambientes extremos,
esta € uma visdo limitada. Com base na analise de DNAr, o dominio Archaea abriga
procariotos que se desenvolvem em ambientes variados, incluindo aqueles com altas
temperaturas e salinidade, extremos de pH e auséncia de oxigénio, agua doce dos lagos
(KEOUGH, 2003), solo (OCHSENREITER, 2003), raizes das plantas (SIMON, 2000),
turfas (GALAND, 2005), aquiferos contaminados com petréleo (KLEIKEMPER, 2005)
e boca e intestino humanos (LEPP, 2004), dentre outros. Apesar do pouco
conhecimento das funcdes que as arqueias desempenham nos ambientes onde sdo
encontradas, alguns grupos sdo relevantes no ciclo do C, como é o caso dos
metanogénicos (KOTSYURBENKO et al., 2004; GALAND et al., 2005; CADILLO-
QUIROZ et al., 2008). A maioria das linhagens de arqueias conhecida é descrita por
afiliacdes filogenéticas moleculares. Entretanto, ainda, permanecem as dificuldades de

cultivo destes micro-organismos (SCHLEPER et al., 2005).

Desde que as arqueias foram descritas como um dominio (WOESE, 1977)
tornaram-se um dos mais interessantes objetos de estudo da microbiologia moderna,
biologia molecular e bioquimica. Atualmente, sdo conhecidos cinco filos:

Crenarchaeota, Euryarchaeota, Korarchaeota, Nanoarchaeota e Thaumarchaeota
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(SPANG, 2010). Os trés ultimos ainda ndo sdo bem definidos, enquanto a maioria das
espécies descritas € incluida nos dois primeiros filos. Os filos Crenarchaeota e
Euryarchaeota formam ramificacdes separadas na arvore filogenética, sendo
significativamente diferente na organizacdo e expressdo do genoma, replicacdo e,
divisdo celular e, em muitos outros processos genéticos basicos. Na ultima década
foram propostos novos filos, porém a maioria das arqueias cultivadas pertencem a estes
dois principais filos. Além disso, Crenarchaeota e Euryarchaeota correspondem a mais
de um terco de todas as células procaridticas encontradas nos oceanos (KARNER et al,
2001). As sequencias de arqueias encontradas em ambientes ndo extremos sdo divididas
em trés grupos, sendo o grupo | associado ao filo Crenarchaeota e os grupos Il e il
pertencentes ao filo Euryarchaeota (DELONG, 1992, DELONG et al., 1998). Os filos
Korarchaeota e Thaumarchaeota séo caracterizados por diferentes combinagdes de
caracteristicas de Crenarchaeota e Euryarchaeota e também por caracteristicas proprias

(MARDANOV & RAVIN, 2012).

Crenarchaeota era inicialmente constituido por espécies aerobias e anaerobias,
com ampla diversidade fisioldgica, sendo conhecidas como hiperterméfilas. Este filo €
composto por organismos encontrados em ambientes extremos, como altas temperatura
e salinidade (BUCKLEY et al 1998; CHABAN et al, 2006; PAGALING et al, 2007;
BUHRING et al 2009), em ambientes marinho (DeLONG, 1992; MASSANA et al.;
1997; KARNER et al, 2001); solo (JURGENS &SAANO, 1999; BORNEMAN
&TRIPLETT, 1997; NICOL et al, 2003), sedimentos de agua doce (CLEMENTINO et
al., 2006), como também sedimento de estuario e manguezal (HOLGUIN et al, 2001;
KIM et al., 2005; CLEMENTINO et al., 2006; CURY et al., 2006; YAN et al, 2006).

Sequéncias de DNAr 16S afiliadas com Crenarchaeota também foram identificadas em
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aguas subterraneas de mina de ouro (TAKAI et al 2001). Além disso, um intron foi
detectado no gene da sintetase de pseudouridina, sendo o primeiro relato em genes que
codificam para proteinas (WATANABE, 2002), embora em arqueias introns sejam
frequentemente encontrados em genes de RNAs ribossomicos e transportadores
(KJEMS, 1988,1989). Todos os Crenarchaeota cultivados pertencem apenas a classe
Thermoprotei, que em sua grande maioria é representada por arqueias termofilas e
inclui trés ordens: Thermoproteales, Sulfolobales e Desulfurococcales. Durante os anos
1980 e 1990, muitos géneros de Crenarchaeota foram principalmente neutrofilos ou
moderadamente aciddfilos anaerdbios hipertermofilicos. Recentemente, alguns géneros
de Crenarchaeota tém sido descritos como novas ordens: Acidilobales (PROKOFEVA,

2009) e Fervidicoccales (PEREVALOVA, 2010).

O filo Euryarchaeota e considerado o mais diversificado filogeneticamente,
incluindo procariotos metanogénicos, que crescem em nichos estritamente anaerdbios,
além de haldfilos e também termofilos (VETRIANI et. al., 1999; BROCHIER-
ARMANET et al., 2008). As metanogénicas sdo anaerobias obrigatdrias e utilizam um
limitado nimero de substratos, compreendendo &cido acético, hidrogénio /dioxido de
carbono, acido formico, metanol, metilaminas e monoxido de carbono. Na digestdo
anaerdbia elas utilizam os substratos produzidos pelas bactérias acetogénicas para a
producdo de metano e CO, (FORESTI, 1997; SPEECE, 1996; FERRY, 1993). Em
funcdo de sua afinidade pelo substrato e magnitude de producdo de metano, as
metanogénicas sdo divididas em dois grupos principais: um que forma metano a partir
de &cido acético ou metanol (acetoclasticas), e o outro que produz metano a partir de
hidrogénio e dioxido de carbono (hidrogenotroficas).

Podem ser encontradas em sedimentos marinhos e de agua doce, pantanos e solos
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profundos, trato intestinal dos animais e estacOes de tratamento de esgoto. As arqueias
metanogénicas tém despertado grande interesse por serem 0s Unicos produtores de
metano, sendo responsavel pela maioria do gas natural (combustivel fdssil) que é
explorado como fonte de energia para uso doméstico ou industrial (TODAR, 2009).
Methanococcus jannaschii, por exemplo, € um metanogénico isolado de fontes
hidrotermais submarinas (JONES et al., 1983). Outros membros do filo Euryarchaeota,
os haldfilos extremos vivem em ambientes naturais, como o Mar Morto, o Great Salt
Lake, ou lagoas de evaporacdo da agua do mar, onde a concentracdo de sal € muito alta
(5 - 25 M de NaCl). Essas arqueias requerem NaCl para seu crescimento, lisando-se em
baixas concentracfes deste sal. Esses organismos sdo heterotréficos, normalmente
apresentam respiracdo aerobica, porém a alta concentragdo de NaCl no ambiente limita
a disponibilidade de O, para a respiracdo, de modo que eles para complementar sua
producdo de ATP convertem energia luminosa em ATP (TODAR, 2009). Arqueias
termofilicas sdo termofilas extremas ou hipertermdfilas requerendo alta temperatura
(80°C a 105°C) para seu crescimento. Suas membranas e enzimas sdo estaveis a estas
altas temperaturas. A maioria delas requer enxofre elementar para seu crescimento
(respiracdo e fonte de energia). Normalmente crescem em pH baixo (< 2), porque
acidificam seu proprio ambiente por oxidacdo de S° (enxofre) para SO, (acido
sulfarico). Hipertermdfilos sdo habitantes de ambientes associados com vulcanismo,
como fontes termais, géiseres e fendas do fundo do oceano (placas tectdnicas)
(TODAR, 2009). Thermus aquaticus € um membro desse grupo que inovou o campo da
biologia, como fonte da enzima Taqg polimerase utilizada na Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) (INNIS et al.,, 1988). O filo Euryarchaeota inclui um grupo
diversificado de halofilos extremos, hipertermofilicos e metanogénicos. Methanosarcina

e Methanosaeta estdo envolvidas na producdo de metano a partir de acetato contido no
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sedimento (MEUER et al., 2002). Além disso, os membros de Euryarchaeota em
sedimentos de agua doce e marinhos sdo organismos oxidantes que apresentam relacao
simbidtica com bactérias redutoras de sulfato (BOETIUS et al 2000; ORPHAN et al

2001; BRIEE et al 2007).

Algumas sequéncias de genes RNAr 16S ndo foram afiliadas aos filos de
arqueias conhecidos baseado no nivel de homologia sendo proposto o novo filo,
Korarchaeota. A separacdo de Korarchaeota como um novo filo foi confirmada por
sequenciamento e andlise do genoma completo de Korarchaeum cryptofilum, que foi o
primeiro membro deste grupo obtido em uma cultura de enriquecimento estavel
(ELKINS, 2008). Sequéncias de DNAr do filo Korarchaeota foram obtidas a partir de
ambientes hipertermofilicos semelhantes aos habitados por Crenarchaeota, mas ja foram
encontrados em varios ambientes (TODAR, 2009). Com iniciadores de PCR
especificos, membros de Korarchaeota tém sido detectados em aguas termais da Islandia

e da Kamchatka (REIGSTAD et al., 2010; GUMEROV, 2011)

O filo Thaumarchaeota foi inicialmente classificado como Crenarchaeota
mesofilo (PESTER et al, 2011). Este filo foi confirmado recentemente, baseado em
analises genémicas e de comparacdo filogenética entre trés genomas de arqueias
oxidantes de amdnia, oriundas de ambientes marinhos e termofilicos (KRUPOVIC,
2011). Genes de Thaumarchaeota, incluindo o RNAr 16S e os que codificam a enzima
que participa da oxidagdo da amoénia, tém sido detectados em diferentes ambientes, tais
como solo (LEININGER et al., 2006; TREUSCH et al., 2005), estuarios, plancton
marinho, fontes termais terrestres e aquaticas (SPANG et al., 2010), o que evidencia a
participacdo ativa deste grupo no ciclo biogeoquimico do nitrogénio, especialmente na
nitrificacdo.
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O filo Nanoarchaeota consiste de arqueias hipertermdfilas de tamanho
nanomérico (HUBER, 2002) e sendo simbiontes de Ignicoccus (WATERS et al.,
2003). Sdo as menores arqueias e seus representantes sdo simbidnticos, sendo
Nanoarchaeum equitans o seu principal representante (ALLERS; MEVARECH, 2005).
Sequéncias do gene de RNAr 16S tém sido identificadas em ambientes, como

sedimentos marinhos e fontes hidrotermais (HOHN et al, 2002).

Nunoura et al (2011) descreveu o primeiro genoma completo de um
representante do cluster HWCGI, que forma um grupo irmdo de Thaumarchaeota e
Crenarchaeota hipertermofilicos em arvores de genes de RNAr 16S. Seu genoma
mostrou-se claramente distinto de outras arqueias, sendo 'Aigarchaeota’ proposto como
um novo filo. Candidatus Subterraneum Caldiarchaeum possui caracteristicas
intermediéarias de arqueias hipertermofilicas e mesofilicas, sendo aparentemente incapaz
de oxidar amonio para a geragdo de energia, mas pode crescer quimiolitotroficamente

em monéxido de carbono.

1.5 Técnicas moleculares como ferramentas para acessar a diversidade

Durante muito tempo a diversidade das comunidades de micro-organismos foi
investigada por meio de técnicas baseadas no cultivo e isolamento. A metodologia
classica utilizada na identificacdo de bactérias inclui analises fenotipicas da célula
como, morfologia, metabolismo, fisiologia e quimica sendo assim limitada por néo
considerar relacGes filogenéticas (NASCIMENTO, 2009) e ser reconhecidamente
seletiva, ndo abrangendo a maior parte da comunidade microbiana. Dessa forma, entre

0,1-1% das bactérias sdo cultivaveis em laboratorio, devido as condi¢fes de crescimento
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desfavoraveis e também da dependéncia intrinseca de outros micro-organismos
(HANDELSMAN, 2004; ROSADO, 2002). Assim, avancos nas técnicas moleculares,
incluindo extracdo de DNA, reacdo de polimerase em cadeia — PCR, clonagem e
sequenciamento, tém possibilitado o desenvolvimento de técnicas ndo dependentes de
cultivo, o que reduz os problemas associados com as técnicas convencionais. As
técnicas moleculares tém revelado uma grande diversidade microbiana que ndo era
detectada previamente com a metodologia classica (HUGHES et al., 2001). Essas novas
ferramentas tém permitido o desenvolvimento de pesquisas com menor custo e tempo, e
com maior capacidade de producdo de dados (RANJARD et al , 2000). Além disso, a
andlise das sequéncias de DNA por meio de marcadores genéticos evolutivamente
estaveis é considerada uma estratégia eficiente para o estudo da diversidade microbiana

e analise filogenética (TRINGE & HUGENHOLTZ, 2008).

A maior parte da enorme diversidade das comunidades microbianas ndo se
desenvolve em meios de cultura comumente usados e disponiveis comercialmente
(SAIT & JANSSEN, 2002; DIALLO et al., 2004). Portanto, estudar a diversidade
microbiana de maneira independente de cultivo tornou-se possivel s6 ap6s o advento
das técnicas baseadas na analise total de DNA extraido diretamente das amostras
ambientais. A abordagem metagendémica permite a analise de amostras de DNA
diretamente do ambiente. Estudos recentes tém avaliado a distribuicdo e diversidade de
fragmentos especificos de genes de uma amostra ambiental, muitos tendo como foco a
subunidade menor do ribossomo — genes de RNAr 16S para procariotos e RNAr 18S
para eucariotos (PACE et al., 1985; WOESE, 1987; XU, 2011) A estratégia de
clonagem de DNA diretamente de amostras ambientais foi proposta por Pace e

colaboradores (1985), sendo que em 1991 foi reportada a primeira clonagem utilizando
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um fago como vetor (SCHIMIDT et al., 1991). O proximo avanco foi a construcéo de
uma biblioteca metagendmica com DNA derivado de uma mistura de organismos de
ervas secas enriquecidas em laboratério (HEALY et al, 1995). Clones expressando
atividade celulolitica foram encontrados nestas bibliotecas (HEALY et al, 1995). O
trabalho do grupo de DeLong (1996) definiu 0 campo da metagendmica ao relatarem
bibliotecas construidas a partir de procariontes de 4gua do mar. Eles identificaram um
clone de 40 kb, que continha um gene de RNAr 16S de uma arqueia que ndo havia ainda

sido cultivada.

Atualmente, existem diferentes estratégias para o estudo da diversidade genética
microbiana em amostras ambientais. Essas estratégias se baseiam em técnicas
moleculares que consistem em isolar amostras ambientais das comunidades e submeté-
las & analise de seu DNA (DAHLOF, 2002; RODRIGUEZ-VALERA, 2002). O DNA
total pode ser obtido por meio de extracdo, e 0s genes de interesse podem ser
amplificados pela técnica de PCR e analisados por diversas metodologias, como:
clonagem-sequenciamento, hibridizacdo in situ, eletroforese em gel de gradiente
desnaturante (denaturing gradient gel electrophoresis - DGGE), polimorfismo do
fragmento de restricdo terminal (terminal gradient gel electrophoresis- T-RFLP),
bibliotecas metagenémicas € DNA microarrays (microchip de DNA). Assim,
demonstrou-se que o0s organismos cultivaveis de diferente ambientes representam
apenas uma infima fracdo da comunidade microbiana, e passou-se a perceber a imensa
importancia dos micro-organismos nado cultivaveis (TORVISK et al., 2002; KELLER e
ZENGLER, 2004; KEMP e ALLER, 2004; RODRIGUEZ-VALERA, 2004; SHARMA

et al.,2005).
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A clonagem e sequenciamento dos fragmentos amplificados do gene de RNAr
16S de amostras ambientais levam a identidade taxondmica, afiliacdo filogenética e
maior conhecimento da diversidade dos membros de determinada comunidade. Como
alternativa as estratégias de clonagem, pode-se usar fingerprinting de comunidades
microbianas, através da técnica Nested-PCR-DGGE - Denaturant gradient gel
electrophoresis — (FISCHER & LERMAN, 1979, 1983) de fragmentos do gene de
RNAr 16S amplificados por PCR, usando iniciadores especificos para 0 RNAr 16S

(MUYZER et al, 1993).

Outra importante técnica € a PCRgq (PCR quantitativa) , que quantifica a
abundancia das populagdes microbianas presentes numa amostra da comunidade (SANZ
& KOCHLING, 2007) e promove um resultado acurado e efetivo. Ela baseia-se no
monitoramento da fluorescéncia emitida pelo acimulo de amplicons apds cada ciclo, de
modo que o sinal de intensidade emitido seja proporcional a concentracdo do DNA alvo
da amostra (CAREY, 2006). Isto ocorre devido a ligacdo do corante no amplicon,

emitindo uma fluorescéncia que quantifica o produto da reacdo (KUBISTA, 2006).

Baseado nas informacgfes obtidas pelas técnicas descritas é possivel revelar a
diversidade microbiana de uma comunidade e seu papel em determinado ecossistema.
Neste cendrio, a ecologia microbiana vem sofrendo profundas mudancas com o acimulo
de informacdes bioldgicas e de parametros ambientais (RAMETTE, 2007). Assim, a
analise da diversidade microbiana é importante para aumentar o conhecimento dos
recursos geneticos em uma comunidade, entender sua distribuicdo relativa dos micro-
organismos, ampliar o conhecimento da diversidade funcional, identificar diferencas na
diversidade associada a manipulacdo ambiental, entender a regulagdo da biodiversidade

e o funcionamento e a sustentabilidade dos ecossistemas (OVREAS, 2000).
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Dada a importancia do estudo dos micro-organismos, foi criado um projeto
multidisciplinar para a analise das comunidades microbianas em todo o planeta. O Earth
Microbiome Project objetiva analisar 200.000 amostras nos mais diferentes
ecossistemas, utilizando metagendmica, metatranscriptdmica e sequenciamento. Sera
criado um atlas genético global que descrevera proteinas espaciais, modelos
metabdlicos ambientais para cada bioma, cerca de 500 mil genomas microbianos serdo
reconstruidos, um modelo metabdlico global e um portal de anélise de dados para

visualizacdo de todas as informacdes obtidas (EMP, 2012).

Freitas et al (2008) realizou o primeiro estudo da diversidade bacteriana em
rejeitos de siderurgia. A andlise revelou uma alta diversidade em rejeitos recém-
produzidos e depositados. Assim, levando-se em consideracdo a escassez de estudos
microbioldgicos nesses ambientes, a diversidade de habitats das arqueias, sua
necessidade de estudos e a importancia ambiental desses micro-organismos, o trabalho

proposto é o primeiro a analisar a diversidade de arqueias em rejeitos de siderurgia.
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2 - Objetivos
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2.1 — Objetivo Geral

Identificar e avaliar a diversidade de arqueias em dois rejeitos siderdrgicos,
sendo um recém- produzido e outro depositado por quatro anos em area adjacente a

siderurgia, por abordagem independente de cultivo.

2.2 — Objetivos Especificos

2.2.1 - Obter sequéncias do gene de RNAr 16S de arqueias, diretamente das amostras

dos rejeitos, e construir bibliotecas de clones;

2.2.2 — Analisar a diversidade dos clones das bibliotecas por meio do sequenciamento

parcial dos genes de RNAr 16S;

2.2.3 — ldentificar e classificar taxonomicamente as arqueias dos rejeitos;

2.2.4 — Construir arvores filogenéticas;

2.2.5 — Quantificar por PCR em tempo real os procariotos predominantes nas

comunidades de cada rejeito amostrado;

2.2.6 — Comparar a diversidade de arqueias dos rejeitos recém-produzidos e

depositados.
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3 — Material e Métodos
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3.1 - Amostragem

Neste trabalho investigou-se a composic¢do de comunidades de aqueias de rejeitos
de uma industria siderargica. As amostras de rejeitos foram coletadas na Acesita Cia
Acos Especiais (Timoéteo, Minas Gerais, Brasil). Os rejeitos estudados foram
provenientes das seguintes etapas de producdo do aco: lama de alto forno (LAF), pré-
tratamento de gusa (PTG), processo de refinamento de metal com langa (RML), escéria
de aciaria (EA) e estacéo de tratamento de efluentes (ETE). Para o estudo da diversidade
de arqueias, as amostras foram coletadas ap6s sua liberacdo imediata no ambiente e
misturadas em uma Unica amostra designada RRP (rejeito recém-produzido) (Figura 1).
A outra amostra foi constituida pela mistura dos mesmos rejeitos, entretanto depositados
em &rea externa adjacente a industria e coletada quatro anos ap6s sua liberagdo sendo
designada RD (rejeito depositado) (Figura 2). Este dep6sito recebia diariamente cerca de

100 toneladas desses rejeitos.

As amostras, obtidas em triplicata, dos rejeitos recém-produzidos no interior da

siderdrgica foram coletadas, em 2006, usando frascos esterilizados.
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Figura 1: Coleta da amostra de dois tipos de rejeito recéem-produzido (RRP) no interior e

exterior da industria.

Figura 2: Coleta da amostra de rejeito depositado (RD)

28



3.2 - Andlise quimica dos rejeitos

A anélise quimica dos rejeitos foi efetuada pela Acelor-Mittal usando Mdssbauer
e raio-X. A espectroscopia Mdssbauer é baseada no chamado efeito Mdssbauer, que
consiste na absorcédo ressonante de radiagdo gama nuclear sem recuo nuclear. Uma fonte
radioativa adequada é utilizada para emitir radiacdo gama, que por sua vez pode ser

absorvida por nucleos especificos presentes na amostra (MAGALHAES, 2008).

3.3 — Extracdo do DNA total

O DNA metagenémico foi extraido das amostras utilizando Megaprep Power
MaxTM Soil KIT (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, EUA), de acordo com as
instrucdes do fabricante. A quantidade de DNA foi determinada pelo espectrofotdmetro
Nanodrop Thermo Scientific NanoDrop ™ 2000 (Labtech International, Reino Unido),
e sua qualidade avaliada através das razdes A260/A280 e A260/A230 e armazenado a -

20°C, até posterior processamento.

3.4 - Amplificagéo por PCR do gene de RNAr 16S e construcgéo das bibliotecas de
clones

Fragmentos do gene de RNAr 16S foram amplificados utilizando os iniciadores
16SaF (5TTATTGGGCCTAAAGCRTC3) e 1400aR
(5'CGGCGAATTCGTGCAAGGAGCAGGGAC 3') (CLEMENTINO et al. 2007), para
a construcdo da biblioteca de clones. A amplificacdo foi realizada sob as condicOes

descritas na Tabela 1.
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Tabela 1: CondigOes da termociclagem para amplificacdo do gene de RNAr 16S de

arqueias.

Etapas Temperatura (°C) Tempo (min.)
Desnaturacéo inicial 94 2
Desnaturacéao 94 1
*Anelamento dos iniciadores 55 1
Extenséo 72 3
Extenséo final 72 30

* O dltimo ciclo repete 30 vezes.

Os amplicons foram visualizados em gel de agarose 0,8% corado com brometo
de etideo (0,5 pg/ml). A banda alvo (850 pb) foi excisada e purificada utilizando-se
Silica Gel Extraction Kit (Fermentas, Canada), de acordo com as instrucdes do
fabricante. Os produtos de PCR purificados foram ligados no ™CloneJET PCR Cloning
Kit (Fermentas, Canada) e transformados em células de E. coli XL1-Blue
eletrocompetentes.

Os clones foram selecionados em placas contendo meio Luria Bertani-LB
(SAMBROOK et al., 1989), suplementado com ampicilina (100 ug/mL) e incubadas a
37°C por 24 horas. A presenga do inserto levou a perda da funcéo letal do gene, fazendo
com que fosse identificado o crescimento apenas das coldnias contendo os plasmidios
com os insertos de interesse. Essas col6nias foram coletadas com palitos esterilizados e

depositadas em microplacas com 96 pocos, contendo 250 pL. de meio LB suplementado
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com ampicilina (50 pg/ml) e glicerol (15% v/v). As placas foram seladas, incubadas a

37°C por 24 horas e, posteriormente, estocadas em ultrafreezer a - 80°C.

3.5 - Validagéo da biblioteca dos clones

Todos os clones de cada biblioteca foram analisados para a presenca do inserto
contendo os genes de RNAr 16S. A cultura dos clones foi utilizada como molde em
reacoes de PCR tendo como iniciadores pJET-2F (5°-
CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3) e pJET-2R (5°-
AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG — 3’) que se anelam no vetor que flanqueia a
regido do inserto clonado. Os amplicons foram analisados em gel de agarose 1%, corado

com brometo de etideo (0,5 pg/ml), visualizados sob luz ultra-violeta.

3.6 - Sequenciamento do gene de RNAr 16S e andlise filogenética

As reacdes de sequenciamento foram realizadas com 0s mesmos iniciadores
utilizados para a amplificacdo por PCR utilizando-se o Big Dye Terminator Cycle
Sequencing Kit (Applied BioSciences) com o sequenciador de DNA (ABI Prism 3130,
Applied Biosystems), de acordo com as recomendagdes do fabricante. As sequéncias
parciais foram analisadas quanto a qualidade, alinhadas e montadas a fim de produzir
um consenso utilizando-se os programas Phred v.0.020425 (ERWIING & GREEN,
1998), Phrap v.0.990319 (GREEN, 1994) e Consed 12,0 (GORDON et al. 1998), em
sistema operacional Linux. As bases produzidas com baixa qualidade foram removidas
(indice de qualidade < 20), gerando uma sequéncia consenso de alta qualidade

Sequéncias resultantes da edicdo foram verificadas através do software

Bellerophon (HUBER et al. 1994) sendo as quimeras excluidas das analises posteriores.

31



As sequéncias foram comparadas nos bancos de dados usando as ferramentas de
pesquisa disponiveis no GenBank BLASTN e RDP Classifier para determinar suas
afiliacdes filogenéticas. As sequéncias de DNAr 16S referéncia foram identificados ou
importados para o banco de dados ARB-SILVA (versdo 108) (<http://www.arb-
silva.de/>). A &rvore de consenso 16S DNAr baseou-se na distancia de matriz (ARB
neighbor-joining). Sequéncias relacionadas foram identificadas pela ferramenta do
GreenGenes usando o banco de dados Silva (DeSantis et al.,, 2006). Relagdes
filogenéticas foram inferidas com o software ARB (LUDWIG et al., 2004) usando o
método de neighbor-joining (SAITOU & NEI, 1987). Para as analises estatisticas, as
sequencias obtidas foram alinhadas, usando os programas CLUSTAL W e MEGA 4,0
(KUMAR et al., 2004). As OTUs (unidade taxondmica operacional) foram definidas a
partir do programa DOTUR (SCHLOSS & HANDELSMAN, 2005), considerando o
nivel de distancia genética de 0,03 ou 3%, uma vez que niveis > 97% de similaridade
entre sequéncias tém sido proposto para classificar um micro-organismo no nivel de
espécie (DRANCOURT et al., 2000), gerando curvas de rarefagdo. O programa
DOTUR foi aplicado também para calcular riqueza, diversidade, e estimar a
representacdo de OTUs de modo a caracterizar a diversidade de arqueia nas amostras.
Neste programa, cada dataset correspondeu a uma area amostral (RRP e RD). Ja
agrupadas e alinhadas, as sequéncias foram usadas para gerar matrizes de distancia
(Phylip Distance Matrix), utilizadas para obter indices de riqueza (Chaol), diversidade
(Shannon e Simpson) e cobertura (ACE). O indice de Chaol usa o numero de OTUs
com uma ou duas sequéncias para estimar o niUmero de espécies raras, pois de acordo
com o autor, essa informacdo estd presente nas OTUs (CHAO, 1984). O indice de
Shannon é determinado pela riqueza de OTU, sendo um indice geral de diversidade

sensivel a riqueza e abundéancia relativa de espécies (ATLAS; BARTHA, 1998).
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Enquanto que o indice de Simpson é altamente influenciado pela abundancia da OTU
mais comum encontrada na amostra (HUGHES & BOHANNAN, 2004). O indice ACE
estima a cobertura baseada na abundancia. A cobertura da biblioteca foi calculada
utilizando-se a equagdo C = 1 - (n/N), onde n indica o numero de OTUs Unicas e N o

namero de sequéncias analisadas na biblioteca (GOOD, 1953)

3.7 - PCR quantitativo (PCRQ)

Para a analise da abundancia relativa de procariotos, os genes de RNAr de 16S
de arqueia e bactéria foram quantificados utilizando-se os iniciadores 344f (RASKIN et
al. 1994) e 518r (MUYZERr et al. 1993, modificado) e 338f e 518r (MUYZER et al.,
1993), respectivamente. As amplificacdes foram realizadas com o SYBR green PCR
Master Kit (Applied Biosystems). Todas as amplificacGes de gPCR foram realizadas em
triplicata no sistema de deteccdo de sequéncias ABI PRISM 7900HT (Applied
Biosystems, Foster City, Calif.)

As condicOes de ambas as reacOes estdo descritas na Tabela 2. Curvas padréo
foram geradas a partir de sete dilui¢cOes, em triplicata, dos amplicons do gene de RNAr
16S obtidos com PCR convencional de Halococcus morrhuaea ATCC 17082 e
Escherichia coli ATCC 25922. Uma reacdo controle sem DNA molde foi incluida em
cada ensaio de qPCR. Para determinar o nimero de cOpias do gene de RNAr 16S
acessou-se http://www.uri.edu/research/gsc/resources/cndna.html  (STAROSCIK,

2004).

33



Tabela 2: CondigOes da termociclagem para PCR quantitativa do gene de RNAr 16S de

arqueias e bacterias.

Etapas Temperatura (°C) Tempo
Desnaturacéo inicial 95 10°
*Desnaturacéao 95 15”
*Anelamento dos iniciadores 60 I
Desnaturacéao 95 157
Extensdo 60 157
Desnaturacéo final 95 15”

As etapas marcadas com * repetem 40 ciclos.
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4 — Resultados e Discussao
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4.1 - Composicédo Quimica dos Rejeitos

A caracterizagdo quimica das amostras de rejeitos siderurgicos recém-
produzidos (RRP), coletadas no interior da industria, esta apresentada na Tabela 3. A
andlise quimica mostrou que os rejeitos possuem diferentes composi¢des. Os dados da
Tabela 3 séo referentes a cada etapa do processo de obtencdo do ago, sendo PTG, pré-
tratamento de gusa; RML, refinamento de metal com lanca; EA, escoria de aciaria;
ETE, estacdo de tratamento de efluentes. Quantidades maiores de SiO, foram
encontradas em PTG, de CaO em EA, de MgO em EA, de Crem RML, de Sem ETE e

de P,Os5 em EA.

Tabela 3: Caracterizagdo quimica (%) dos rejeitos siderargico recém-produzidos

(RRP).

SiO; Ca0o MgO Cr S P20s
PTG 20,73 9,05 1,88 0,14 0,61 0,11
RML 1,39 13,55 1,6 9,7 0,01 0,02
EA 11,7 47,94 8,72 0,83 0,3 2,11
ETE 0,81 21,4 2,28 3,1 10,3 0,119

Nota: PTG, pré-tratamento de gusa; RML, refinamento de metal com lanc¢a; EA, escoria

de aciaria; ETE, estacdo de tratamento de efluentes.

O cromo é um elemento essencial requerido em pequenas quantidades no

metabolismo dos seres vivos, mas em excesso pode trazer problemas para a saude,
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podendo afetar o sistema respiratério e causar cancer. Em altas concentragGes, pode
contaminar o ambiente e por bioacumulacdo afetar a cadeia alimentar (RIBEIRO et al,
2009). A quantidade maxima permitida deste metal em solos é de 125 mg/Kg
(CONAMA, 1986). O Cr é classificado na classe 1 dentre os residuos sélidos
considerados perigosos pela Norma Brasileira 10004 (CONAMA, 2004), o que torna de
grande importancia seu estudo ambiental. Portanto, a alta propor¢do de Cr encontrada
no rejeito RML merece atencdo. O SiO, (Oxido de silicio), um dos componentes da
areia ndo é téxico ao ambiente, porém suas particulas, se inaladas em grande
quantidade, tém efeito carcinogénico além de causar silicose e tuberculose, dentre

outras doencas (FILHO & SANTOQOS, 2006).

No geral, as poeiras minerais contendo silica livre cristalizada podem propiciar o
desenvolvimento de fibrose pulmonar. O setor mineral € um dos maiores responsaveis
por aposentadorias de trabalhadores por doencas respiratérias. O CaO (6xido de célcio),
também conhecido como cal virgem, € um oxido basico que, ao reagir com a agua,
forma hidréxido de célcio. Sua alta propor¢do no ambiente pode mudar o pH para
alcalino, e pode modificar a composicdo da comunidade microbiana presente neste
ambiente, ja que possui propriedades antimicrobianas (FOREMAN & BARNES, 2007).
O MgO (6xido de magnésio) pode provocar irritacdes a pele e mucosas, febre e reacdes
adversas ao pulméo. N&o se encontra relacionado nas Resolu¢cbes do CONAMA para
este oxido qualquer padrdo de emissdo especifico ao agente de risco (EMBRAPA,
2007). Na forma em que foi encontrado nos rejeitos estudados, o S (enxofre) nao é
toxico ao ambiente. O enxofre encontra-se no estado sélido a temperatura ambiente. E
um elemento quimico essencial para todos os organismos vivos, sendo constituinte

importante de muitos aminoacidos. Entretanto, o dissulfeto de carbono, o sulfeto de
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hidrogénio e o didxido de enxofre devem ser manuseados com cuidado por serem
bastante toxicos. O didxido de enxofre, que pode ser formado com a reagdo do S com 0
oxigénio do ar, reage com a agua da atmosfera produzindo chuva &cida. e, em altas
concentragOes, reage com a agua dos pulmdes, provocando hemorragia. O P,Os
(pentdxido de fdsforo) reage rapidamente com o oxigénio do ar atmosférico. De forma
geral, todos os metais e seus compostos possuem toxicidade, ou seja, a capacidade
inerente que um elemento quimico tem para causar efeitos adversos sobre o0s
organismos vivos. O fator-chave é o grau de exposicdo que afeta o organismo. A
exposicdo estd relacionada tanto com a quantidade envolvida como com o tempo de
exposicdo (GOYER, 1996; GOYER & CLARKSON, 2001). De fato, para a
Organizagdo Mundial da Salde — o6rgdo da ONU —, “polui¢do ou contaminagéo
ambiental é uma alteracdo do meio ambiente que pode afetar a salde e a integridade dos
seres vivos”.

Portanto, o estudo quimico de um determinado ambiente se faz necessario.
Além disso, as relacBes entre os seres vivos e as condi¢des do ambiente assumem
determinadas caracteristicas cujo estudo possibilita entender e, algumas vezes, até fazer
previsdes diante de determinadas intervencGes propostas para esse espago. Assim, 0
estudo dos fatores bidticos e abidticos pode apontar as relagdes entre os elementos
fisicos do ambiente e sua influéncia na distribuicdo espacial dos seres vivos. Uma
interessante diversidade de micro-organismos tem sido verificada em ambientes ricos
em metais, tanto comunidades nicho-especificas como ainda ndo relatadas nestes

ambientes (STEIN et al., 2002).
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4.2 - Diversidade de arqueias

O dominio Archaea abriga membros metabolicamente diversos e adaptados a
ambientes extremos. Sdo também encontradas no solo, oceanos e agua doce
desempenhando papel fundamental nos ciclos biogeoquimicos desses ambientes
(GRIBALDO & BROCHIER-ARMANET, 2006). Devido a dificuldade de isolar e
cultivar arqueias presentes em ambientes naturais, a abordagem independente de cultivo
tem sido amplamente utilizada como ferramenta para acessar sua diversidade. Além
disso, deve-se considerar as grandes limitagdes de cultivo desses micro-organismos e a
enorme quantidade de sequéncias do gene de RNAr 16S disponivel em bancos de
dados.

Assim, para identificacdo e analise filogenética de arqueias indigenas,
bibliotecas de clones de genes de RNAr 16S foram construidas a partir das amostras de
dois diferentes tipos de rejeito, sendo RRP (rejeito recém-produzido) e RD (rejeito
depositado) e suas sequéncias foram comparadas com aquelas presentes nos bancos de
dados. Neste estudo, foram obtidas 158 sequéncias parciais do gene de rRNA 16S, apds
a remocdo de sequéncias quiméricas. Essas sequencias foram agrupadas em OTUs
(Unidades Taxonémicas Operacionais), que sdo objetos de comparacdo para inferir
filogenia, usando o programa DOTUR (97% de similaridade). Neste programa, cada
conjunto de dados corresponde a uma das amostras (RRP e RD). Sequéncias agrupadas
e alinhadas foram usadas para gerar matrizes de distancia (Phylip Distance Matrix).
Estas sequéncias foram agrupadas em 14 OTUs, sendo 13 de RRP e 1 de RD (Tabela 4),
indicando contrastante diferenca entre a diversidade das comunidades de arqueias. Este
dado é suportado pelo fato de RRP ser um ambiente extremo e RD ser ndo extremo para

esses micro-organismos. Altos valores de cobertura foram obtidos por estas bibliotecas,
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sendo 90,8% para RRP, e 100% para RD, indicando que a diversidade em ambas
bibliotecas foi plenamente detectada.

A diversidade de clones das bibliotecas (RRP e RD) do gene de rRNA 16S foi
avaliada através dos indices de Shannon, Simpson, Chaol e ACE (Tabela 4). Estes
indices, dentre outros, sdo vastamente utilizados para analise da diversidade. O indice
de Shannon é uma ferramenta muito Util para comparar a diversidade (riqueza de OTUs)
entre comunidades. Este indice varia de 0 a 5 e quanto maior o valor encontrado maior
sera a diversidade e menor a abundancia de determinados grupos. O indice de Simpson,
altamente influenciado pela abundancia da OTU mais comumente encontrada na
amostra, mostra a probabilidade que dois individuos tomados aleatoriamente em uma
comunidade pertencam a uma mesma espécie. Este indice varia de 0 a 1 e quanto menor
o valor encontrado menor seré a probabilidade que dois individuos tomados ao acaso na
amostra pertencam a uma mesma espécie(HUGHES & BOHANNAN, 2004). O indice
ndo-paramétrico ACE (Abundance-based Coverage Estimator) avalia as espécies
observadas, as quais sdo separadas em grupos de espécies raras e abundantes. Apenas o
grupo de espécies raras é utilizado para estimar o nimero de espécies ausentes. O
indice ndo-paramétrico Chaol também estima a riqueza total de espécies, sendo um
método que utiliza 0 nimero de OTUs singletons (OTU recuperada uma Unica vez) e
doubletons (OTU recuperada duas vezes) para estimar o nimero de espécies ausentes
(CHAO, 1984).

Considerando a escala de 0 a 5 do indice Shannon, as amostras dos rejeitos RRP
e RD apresentaram baixos indices de diversidade no nivel de espécie (97% de corte),
1,43 e 0,21, respectivamente (Tabela 4). Este indice € o mais amplamente usado em
ecologia para diferentes tipos de organismos, onde valores tipicos caem entre 1,5 e 4,

com os maiores valores significando maior diversidade (SOLANO et al, 2009). Usando
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o indice Simpson, a estimativa de diversidade no nivel de espécie (97% de corte) para
os rejeitos RRP e RD foi de 0,42 e 1, respectivamente. Estes valores representam as
probabilidades de 42% e 100% de duas OTUs tomadas ao acaso das bibliotecas
pertencerem & mesma espécie, 0 que evidencia a homogeneidade das amostras,
principalmente a de RD. Com relacdo a riqueza de espécies estimada pelos indices ACE
e Chaol, os valores foram maiores para a comunidade de arqueia da amostra RRP, em
que quanto maiores os valores, maior a diversidade. O valor de 0 encontrado pelo indice
ACE em RD esta relacionado ao fato deste indice ser baseado no nimero de espécies

raras, mais uma vez evidenciando a homogeneidade da amostra (Tabela 4).

Os dados observados contrastam com o trabalho de Freitas et al (2008) que
observou uma grande diversidade de bactérias nos mesmos rejeitos amostrados no
presente trabalho, sendo a diversidade maior em RD. Os clones foram agrupados em
101 OTUs, com alcance de 46% da diversidade da amostra (cobertura da biblioteca) e,

em RRP, foram obtidas 22 OTUs e cobertura de 75%.

41



Tabela 4: Andlise dos clones, diversidade das sequéncias e cobertura das bibliotecas de

clones do gene de rRNA 16S dos rejeitos recém-produzidos (RRP) e depositados (RD).

Dados foram estimados pelo programa DOTUR usando 97% de similaridade do gene de

rRNA 16S .

Parametros RRP RD
Clones 82 84
Quimeras 6 2
OTUs 13 1
Cobertura da biblioteca 90,8% 100%
Shannon 1,43 0,21
Simpson 0,42 1
Chaol 23,5 1
ACE 24,3 0

Rarefacdo representa um poderoso método estatistico para calcular o nimero

esperado de espécies em funcdo do esforgco amostral (exploracdo da amostra). Ela

permite comparar a riqueza observada entre amostras dos ambientes que foram

amostrados de forma desigual. Assim, a curva de rarefagdo fornece informacées sobre a

proporcdo de espécies na comunidade que foram detectadas e estima as diferengas de

riqueza entre as amostras. Neste estudo, as curvas de rarefacdo das comunidades

amostradas foram geradas pelas OTUS com 97% de similaridade do gene de RNAr 16S.
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A curva de rarefacdo da biblioteca de clones de RRP mostrou tendéncia para
saturacdo, sugerindo que o nimero de clones sequenciados foi suficiente para estimar a
maior parte da diversidade de arqueias que colonizavam o rejeito RRP (Figura 3). Este
resultado é também suportado pelo célculo da cobertura desta biblioteca de 90,8%. Por
outro lado, as sequéncias de RD agruparam-se em apenas uma unica OTU,
demonstrando uma baixissima diversidade. Uma diversidade limitada foi encontrada em
sub-superficies de fontes termais radioativas, com temperatura média de 45,6°C e o pH
em torno de 8. O numero de OTUs (com 97% de similaridade) encontradas foi de
apenas quatro para arqueias (WEIDLER et al., 2007). A curva de rarefagdo gerada
indicou que plena estabilidade foi alcancada. A analise da curva de rarefacdo esta em
concordancia com os indices de diversidade de Chaol e ACE (Tabela 4). Portanto, a
andlise dos indices de diversidade mostrou uma diferenca significativa entre as duas
bibliotecas de clones, indicando, ainda, limitada diversidade em ambos os rejeitos
siderdrgicos. Observa-se, também, que a diversidade diminuiu com o tempo de depdsito

dos rejeitos, sendo 13 OTUs em RRP e apenas uma OTU em RD (Tabela 4).
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Mumero de clones sequenciados

Figura 3. Curva de rarefagcdo representando a cobertura da biblioteca de clones do
rejeito recém-produzido (RRP). Os clones foram agrupados em unidades taxonémicas

operacionais (OTUs) no nivel de 97% de similaridade.

4.3 — Composicao filogeneética das bibliotecas de clones

Nas duas Ultimas décadas abordagens independente de cultivo tém transformado
0 conhecimento da diversidade microbiana, especialmente de arqueias. Desde entéo,
numerosos estudos usando diretamente 0 DNA ambiental tém revelado a distribuicao
global de arqueias, colonizando inclusive ambientes que superam os limites da vida.
Entretanto, ao conhecimento do autor, este € o primeiro estudo de arqueias em rejeitos

siderargico.

Para a analise da diversidade filogenética das sequéncias de DNAr 16S dos dois
tipos de rejeitos foram selecionados aleatoriamente 156 clones (74 de RRP e 82 de RD,
Tabelas 5 e 6). A analise filogenética das bibliotecas de clones RRP e RD revelou que a
composicdo de arqueias dos rejeitos mudou ao longo do tempo. A distribuicdo e

composicdo filogenética de arqueias em RRP sdo mostradas na figura 4. A biblioteca de
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clones RRP abrigou 13 OTUs que foram classificadas em trés filos: Crenarchaeota,
Euryarchaeota e Thaumarchaeota. Crenarchaeota foi o filo predominante, com nove
OTUs (70 clones), enquanto os filos Euryarchaeota e Thaumarchaeota foram
representados por duas OTUs cada um. Por outro lado, a biblioteca de clones RD
abrigou uma Unica OTU (82 clones) afiliada ao filo Crenarchaeota, tendo esse filo, uma

prevaléncia de 100% em RD. As arvores filogenéticas sdo mostradas nas Figuras 5 e 6.
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Tabela 5 - Afiliacdo filogenética e distribuicdo dos clones de arqueias em rejeitos recém-produzido (RRP).

Filo Numero de Arqueia relacionada Numero de acesso  ldentidade (%) Habitat da
clones arqueia
relacionada
Crenarchaeota 49 Thermofilum pendens str. Hrk 5 CP000505.1 83.23 Fontes termais na
Nova Zelandia
1 Staphylothermus marinus X99560 80.95 Fontes termais
submarinas
5 Thermofilum pendens str. NR_029214.1 81.08 Fontes termais na
Hvv3DSM2475 Nova Zelandia
3 Ignisphaera aggregans str. AQ1.S1 DQ060321.1 82.37 Fontes termais na
Nova Zelandia
1 Ignisphaera sp. str. Tok37.S1 DQ060323.1 82.01 Fontes termais na
Nova Zelandia
7 Ignisphaera sp. str. Tok10A.S1 DQ060322.1 82.59 Fontes termais na
Nova Zelandia
1 Ignisphaera aggregans str. AQ1.S1 DQ060321.1 81.05 Fontes termais na
Nova Zelandia
2 Ignisphaera aggregans str. AQ1.S1 DQ060321.1 82.79 Fontes termais na

Nova Zelandia
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Tabela 5 - Continuagdo

Filo Numero de Argueia relacionada Numero de acesso  ldentidade (%0) Habitat da
Clones arqueia
relacionada
Crenarchaeota 1 Ignisphaera aggregans str. AQ.S1 DQ060321.1 82.38 Fontes termais em
Nova Zelandia
Euryarchaeota 1 Methanocaldococcus vulcanius str. AF051404.1 80.00 Lagoa artificial de
M7 sal
3 Halobacterium salinarum str. Cer6a AY994198.1 99.87 Lagoa artificial de
sal
Thaumarchaeota 1 Nitrosopumilus maritimus str. SCM1 NC_010085.1 91.20 Agua do Mar
1 Nitrosopumilus maritimus str. SCM1 CP000866.1 87.70 Agua do Mar
Tabela 6 - Afiliacdo filogenética e distribuicdo dos clones de arqueias em rejeitos depositados (RD)
Grupo Filogenético Numero de Sequencia/Micro- NuUmero de acesso Identidade (%) Habitat da
Clones organismo relacionado sequencia
relacionada
Crenarchaeota 82 Crenarchaeota ndo cultivavel CU916928.1 98.00 Digestor anaerobio
mesofilico de

tratamento de lodo
de esgoto
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B Crenarchaeota M Euryarchaeota ™ Thaumarchaeota

Figura 4 - Distribuicdo filogenética (em %) de sequéncias de DNAr das amostras de

RRP.

A maioria das OTUs da biblioteca de RRP, exceto duas (do filo
Thaumarchaeota), apresentaram maior identidade com arqueias encontradas em
ambientes extremos, como altas temperaturas e altas concentracfes de sais (Tabela 5).
Apenas uma OTU desta biblioteca foi identificada no nivel de espécie, sendo afiliada a
Halobacterium salinarum (99,87% de identidade). Membros deste género sao
encontrados em ambientes extremamente salinos (FALB et al. 2008), podendo ser
classificadas como: halofilicas moderadas, que crescem de 5 a 20% de NaCl, e
halofilicas extremas, que crescem nas concentraces de 20 a 30% de NaCl (OLLIVER
et al. 1994).

Todas as OTUs do filo Crenarchaeota ndo foram afiliadas a Unica classe
Thermoprotei, indicando uma nova classe deste filo, dado este indicado pela baixa

identidade encontrada (<84%). Os micro-organismos mais intimamente relacionados
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com as OTUs verificadas neste trabalho foram Ignisphaera aggregans, com 66,6% de
predominancia, seguida por Thermofilum pendens (22,2%) e Staphylothermus marinus
(11,1%) (Tabela 5). Os géneros Staphylothermus e Ignisphaera pertencem a familia
Dessulfurococcacea e Thermofilum pertencem a familia Thermofilaceae. O filo
Crenarchaeota é encontrado em ambientes de temperaturas extremas (BUCKLEY,
GRABER; SCHIMIDT, 1998), ambientes marinhos (DeLONG et al., 1992), e solos
(UEDA et al., 1995), como também em ndo extremos (DELONG, 1992, DELONG et
al, 1998. Essa diversidade em habitats também ¢é verificada dentro da classe
Thermoprotei, que compreende principalmente organismos acidofilicos e termofilicos
heterotroficos (REYSENBACH, 2001). Estd dividida em quatro ordens:
Thermoproteales (ZILLIG et al., 1981), Caldisphaerales (GARRITY et al, 2004),
Desulfurococcales (HUBER & STETTER, 2001) e Sulfolobales (STETTER, 1989).
Assim, devido a baixa identidade com os representantes dessa classe, as OTUs do filo
Crenarchaeota da amostra de RRP podem pertencer a uma nova classe. Sequencias de
DNAr 16S de crenarchaeota constituiram 75% dos clones de arqueia em um cdrrego,
historicamente impactado pela mineracdo, contaminado por metais (REIS et al., 2013).
Arqueias da ordem Thermoplasmatales foram verificadas em areas ricas em silica (Kaur
et al., 2011) e crenarchaeotas do grupo | foram identificadas em precipitados ricos em

Ferro silicosos em fontes hidrotermais (LI et al., 2012).

As duas OTUs afiliadas com Euryarchaeota foram representadas pelas espécies
Methanocaldococcus vulnanius e Halobacterium salinarum que pertencem as classes
Methanococci e Halobacteria, respectivamente (Tabela 5). O filo Euryarchaeota é
tambeém bastante diverso filogeneticamente e inclui micro-organismos halofilicos,

termofilicos e metanogénicos (PESADRO & WIDMER, 2002). Foi pouco

49



representativo nos rejeitos de siderurgia, representando 15,4% dos clones de RRP.
Methanococci e Halobacteria foram as classes verificadas nesse grupo. A baixa
identidade de uma das OTUs (80%) ndo permite a identificacdo desta a nivel de classe,
podendo também representar uma nova classe do filo Euryarchaeota. Por outro lado, a
alta identidade de uma OTU (> 98%) permite a afirmacéo de que se trata da espécie
Halobacterium salinarum. A classe Halobacteria abriga micro-organismos de ambientes
extremamente salinos (FALB et al. 2008), podendo ser classificadas como: halofilicas
moderadas, que crescem de 5 a 20% de NaCl, e halofilicas extremas, que crescem nas
concentracdes de 20 a 30% de NaCl (OLLIVER et al.1994). Espécies da familia
Halobacteriacae e da ordem Haloanaerobiales tém despertado grande interesse, pois
abrigam arqueias aerdbias e anaerdbias, uma vez que muitas arqueias anaerdbicas
apresentam grande potencial biotecnoldgico para a producdo de moléculas adaptadas
aos processos industriais que operam com baixa tensdo de oxigénio e com altas
concentracdes de sais (HORIKOSHI,1999). Esses organismos desenvolveram
estratégias para se adaptar a salinidade, sendo uma delas o ajuste da concentracdo dos
solutos intracelulares de maneira a compensar o aumento da salinidade externa. fons
inorganicos como K+ e CI- sdo os mais utilizados no equilibrio da osmolaridade
(GRANT 2004). O interesse em micro-organismos halofilicos produtores de compostos
biologicamente ativos vem crescendo, mas a maior parte das espécies que compdem
essas comunidades microbianas ainda ndo foi isolada em cultura pura. Como alternativa
para a prospeccdo dessa biota, os metagenomas de ambientes halofilicos vem sendo
utilizados com sucesso na identificacdo de genes alvos envolvidos na sintese de
produtos naturais de interesse comercial (CARDOSO et al. 2003).

O filo Thaumarchaeota foi representado por 2 OTUs, as quais foram

relacionadas a espécie Nitrosopumilus maritimus (Tabela 5). A menor ocorréncia de
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Thaumarchaeota em RRP pode ser explicada pelo fato de esse filo abrigar as arqueias
ndo-extremofilas, antigamente relacionadas em Crenarchaeota. Arqueias pertencentes
ao filo Thaumarchaeota (BROCHIER-ARMANET et al., 2008; SPANG et al., 2010)
podem deter um papel fundamental na nitrificacdo, dado possuirem genes que codificam
a enzima amoénia monooxigenase (FRANCIS et al., 2005; LEININGER et al., 2006;
WUCHTER et al., 2006; CAFFREY et al., 2007; LAM et al., 2007). O filo foi proposto
baseado em dados filogenéticos, como sequiéncia de RNA ribossdmico, e a presenca de
uma forma de topoisomerase tipo I, que previamente s6 era encontrada em eucariontes
(BROCHIER-ARMANET, et al 2008). Durante mais de um século, as bactérias
oxidantes de amdnia (AOB, ammonia-oxidizing bacteria) foram consideradas as
principais responsaveis por este processo na natureza, embora recentemente tenha sido
demonstrado este papel por arqueias pertencentes ao novo filo Thaumarchaeota e dado
estarem amplamente distribuidas, sendo extremamente abundantes em varios ambientes,
por vezes ordens de magnitude mais abundantes que as AOB (BROCHIER-ARMANET
et al., 2008; SPANG et al.,, 2010). Enquanto varias propriedades fisioldgicas e
metabolicas foram j& descritas nas AOB, apenas recentemente foi demonstrado que as
arqueias oxidantes de aménia (AOA, ammonia-oxidizing archaea) sdo efetivamente
capazes de oxidar aménia de forma autotréfica em diversos ambientes, tais como em
ambientes marinhos (KONNEKE et al., 2005; WALKER et al., 2010; BLAINEY et al.,
2011), em fontes termais (DE LA TORRE et al.,, 2008; HATZENPICHLER et al.,
2008) e em diversos solos (OFFRE et al., 2009 e 2011; PRATSCHER et al., 2011;
TOURNA et al.,, 2011; XIA et al.,, 2011; ZHANG et al., 2011). Diversos estudos
indicam que as AOA estdo geralmente mais ativas em ambientes oligotréficos e/ou
com baixos niveis de pH e oxigénio. (LAM et al., 2007; NICOL et al., 2008;

ERGUDER et al., 2009; DI et al., 2009; DI et al., 2010; GUBRY-RANGIN et al.,
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2010; MOLINA et al., 2010; VERHAMME et al., 2011). Arqueias pertencentes ao filo
Thaumarchaeota, potencialmente capazes de oxidar aménia, estdo amplamente
distribuidas (PRESTON et al., 1996; NICOL et al.,, 2005; KOCH et al., 2007;
NAKAGAWA et al., 2007; AYTON et al., 2009; KALANETRA et al., 2009). Foram
identificados grupos de Thaumarchaeota em solos da Sibéria (OCHSENREITER et al.,
2003) e em solos do Artico canadense (STEVEN et al., 2007 e 2008) e em solos de
Svalbard (H@J et al., 2005, 2006 e 2008). Nitrosopumilos maritimus é o Unico
representante do filo Thaumarchaeota isolado em cultura pura (KONNEKE et al. 2005).
Este organismo que oxida amdnia como fonte de energia, foi recentemente isolado da
agua de aquario marinho. O Cenarchaeum symbiosum (simbionte de esponjas) também
¢ um Thaumarchaeota que habita temperaturas mais amenas, assim como outras
Thaumarchaeotas mesofilicas dos ambientes marinhos (PRESTON et al. 1996). A OTU
de Thaumarchaeota com 87% de similaridade com Nitrosopumilus maritimus foi
classificada a nivel de classe. A classe Thaumarchaeota (ainda ndo possui outra
nomenclatura) é a UGnica deste filo e abriga trés ordens: Nitrosocaldales,
Nitrosopumilales e Cenarchaeales. A outra OTU desse filo (com 91% de identidade
com uma sequencia de Nitrosopumilus maritimus contida nos bancos de dados) pode ser
classificada a nivel de ordem, sendo que membros da ordem Nitrosopumilales séo
abundantes em ambientes marinhos, sendo encontrados também em outros ambientes
(AYTON etal., 2009; KALANETRA et al., 2009).

Por outro lado, a unica OTU obtida da biblioteca RD apresentou alta identidade
com argueia ndo cultivada e obtida de digestor anaerébio mesofilico para tratamento de
esgoto. Como esperado para esse ambiente, a sequencia mais intimamente relacionada

foi obtida de um ambiente ndo termofilico.
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A ocorréncia de diferentes comunidades de arqueias se deve provavelmente a
diferencas ambientais sofridas pelas amostras: enquanto a amostra RRP foi coletada
imediatamente apds a sua producdo (alta temperatura), a RD teve sua origem a partir do
depdsito, que foi submetido as diferentes condi¢des climaticas (chuvas e épocas secas)

por alguns anos.

A érvore filogenética de RRP (Figura 5) corrobora os dados apresentados na
identificacdo taxondmica. As mesmas OTUs que afiliaram-se a Crenarchaeota,
novamente foram similares geneticamente a esse filo. As duas pertencentes ao filo
Thaumarchaeota também apresentaram similaridade com Crenarchaeota. Isso pode ser
devido ao fato de Thaumarchaeota abrigar as arqueias anteriormente classificadas como
Crenarchaeota meséfilas. Algumas arvores filogenéticas baseadas em RNAr apresentam
as sequencias de arqueias mesofilas agrupadas no filo Crenarchaeota (SCHELEPER et
al, 2005. Robertson (2005) mostrou que as sequencias do grupo | (encontradas em
ambientes ndo extremos) formavam um grupo irmé&o, dividindo um ancestral comum
com crenarchaeotas hipertermofilas, mas ndo formavam um grupo monofilético com
estas. Brochier-Armanet (2008), a partir de arvores filogenéticas de proteinas
ribssomais, prop6s que o grupo | fosse considerado um grupo relativo as crenarchaeotas

mesofilas, denominando-o filo Thaumarchaeota.

Como apresentado na figura 6, a Unica OTU de RD mostrou similaridade com
uma crenarchaeota ndo cultivavel, que esta distantemente relacionada aos anteriormente
sequenciados (termofilicos). Esse fato demonstra, mais uma vez, que esta OTU esta

relacionada a uma arqueia ndo termofilica.
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Figura 5 - Arvore filogenética mostrando as 13 OTUs obtidas em rejeitos recém-
produzidos (RRP). A topologia gerada por Neighbour-Joining (1000 repeticdes de
bootstrap) e bootstrap >50%, utilizando sequéncias de genes de RNAr 16S, mostra as

relacBes filogenéticas entre os clones derivados de RRP.
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L— uncultured crenarchaeote, AB433020
Candidatus Korarchaeum cryptofilum, CP000968
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Figura 6 - Arvore filogenética mostrando a OTU obtida em rejeitos depositado (RD).
A topologia gerada por Neighbour-Joining (1000 repeti¢es de bootstrap) e bootstrap
>50%, utilizando sequencias de genes de RNAr 16S, mostra as relacdes filogenéticas

entre os clones derivados de RD.

Atualmente, sdo raros os estudos sobre a composicdo de comunidades

procaridticas que habitam residuos siderdrgicos. Freitas et. al. (2008) relatou a primeira
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analise filogenética de bactérias nesse tipo de ambiente, e diferentemente deste estudo
que usou a mesma amostra, encontrou maior diversidade em RD, sugerindo condigédo
mais favoravel para colonizac&o de bactérias neste ambiente. E interessante destacar que
RRP foi submetida a altas temperaturas. Com isso, pode-se inferir que em RRP, as
arqueias foram favorecidas. A diferenca da diversidade observada entre os dominios
Bacteria e Archaea é devido colonizacdo ao uso do ambiente por estes, que € mais
restrito para arqueia do que para bactéria. Para as comunidades de arqueias, a riqueza de
OTUs foi muito menor quando comparado com a riqueza das comunidades de bactéria,

com isso a diversidade também tende a ser menor (ALLER & KEMP, 2008).

Na literatura ndo ha estudos da ocorréncia de arqueias em rejeitos de siderurgia,
principalmente pelo fato da ecologia microbiana desse ambiente ainda ser pouco
estudada. Contudo esses micro-organismos podem desenvolver importantes papéis na
ciclagem dos compostos destes rejeitos, pois sdo0 micro-organismos que tém uma alta
capacidade de se desenvolver em ambientes extremos (BUCKLEY et al. 1998),
condicdo comum dessa classe de rejeitos. Em razdo dos dados supracitados, faz-se
importante a necessidade de se abranger o estudo desse grupo, especialmente esforgos
para o cultivo e conhecimento da fisiologia e, consequentemente, do papel ecoldgico
desses grupos nos diversos ambientes em que sdo encontrados. O trabalho vem ainda
acrescer com dados de um ambiente pouco estudado, o conhecimento ainda insipiente
sobre arqueias nesses ambientes. As sequencias de nucleotideos geradas serdo

depositadas no banco de dados GenBank.
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4.4 - Quantificacao dos genes de RNAr 16S de procariotos

Para avaliar a comunidade de procariotos nos rejeitos, utilizou-se PCR
quantitativa em tempo real, como uma técnica molecular complementar para a
determinacdo da abundéancia relativa de arqueias e bactérias. A PCRq foi realizada em
triplicata, para se obter um valor preciso para a abundancia do gene de RNAr 16S em
cada tipo de rejeito. A quantificacdo de genes RNAr 16S de arqueias e bactérias gerou
slopes de -3.00 e -3.33, e os valores de R2 (Regressdo logaritmica) foi de 0,98 e 0,99,
respectivamente (Figuras 7A e B). A anélise da PCRq demonstrou que a abundancia de
arqueias em RRP (1,468 x 105 cel/g de rejeito; 3,67 x 10° copias/g de rejeito) e em RD
(1,548 x 10° cel/g de rejeito; 3,87 x 10° copias/g de rejeito) foi similar, enquanto que a
abundancia de bactérias em RD (3,55 x 10° cel/g; 1,42 x 10’ copias/g de rejeito) foi 100
vezes maior do que em RRP (4,95 x 10* cel/g de rejeito; 1,98 x 10° copias/g de rejeito)
A figura 8 apresenta a curva de diluicdo de ambas as amplificagbes. Além disso, 0s
valores de Ct para cada amostra foram de 22 e 23 para arqueias e 15 e 21 para bactérias

em RRP e RD, respectivamente (Figura 9).
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Figura 9 - Valores de Ct e amplificacdo dos genes de RNAr 16S de arqueia (A) e

bactéria (B).

A andlise de gPCR revelou uma abundancia maior de arqueias em RRP e de
bactérias em RD. Estes dados podem estar relacionados com a temperatura que
inicialmente pode ter favorecido as arqueias e depois as bactérias. Dados da literatura
indicam uma maior abundéncia de arqueias do que bactérias em ambientes termofilicos
(WHITAKER et al, 2003; VALVERDE et al; 2012; STOTT et al; 2008). Além disso,
varios estudos demonstram maior abundancia de bactérias em ambientes terrestres
(PICARDI et al, 1992;WURST et al, 2012) Apesar da abundancia de bactérias ter sido
maior em RD o nimero de cépias de DNAr é ainda inferior aos relatos da abundéncia
de bacterias em amostras de solo (10® a 10° cépias/g solo) (HENRY et al, 2008),
sugerindo que estes rejeitos apresentam um ambiente desfavoravel a estes micro-

organismos.
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5 - Conclusao
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A analise filogenética do gene de RNAr 16S permitiu caracterizar as
comunidades de arqueias presentes nos rejeitos RRP e RD. Comunidades de argueias
distintas foram detectadas na bibliotecas dos rejeitos, refletindo, provavelmente, as
diferencas na composi¢do quimica e nas condi¢cGes ambientais das amostras analisadas.
Considerando que o conhecimento da composicdo taxonémica de comunidades
ambientais € um indicador importante para sua funcdo e ecologia, estes resultados
poderdo ser Uteis para estudos mais completos, incluindo os aspectos ecologicos e

melhor conhecimento dos micro-organismos pertencentes ao Dominio Archaea.
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