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Resumo
Ambientes contaminados com metais pesados apresentam uma

comunidade extremamente complexa e bem adaptada. Esses microorganismos
possuem enzimas com diversas aplicacbes biotecnolégicas, como a
biolixiviacdo e a biorremediacéo, além de desempenharem um papel essencial
nos ciclos biogeoquimicos. Nesse contexto, a metagendmica permite avaliar o
potencial genético de microorganismos cultivaveis e ndo cultivaveis. Aqui, 0s
sequenciamentos shotgun e amplicon (16S rDNA) foram utilizados a fim de
explorar a diversidade metabdlica e funcional dos procariotos presentes em
dois ambientes de mineracdo: uma barragem de rejeitos e uma drenagem
acida de mina. Foram analisadas amostras de agua e sedimento nas estacdes
seca (outubro de 2012, julho de 2014) e chuvosa (abril de 2013). O sedimento
da barragem de rejeitos e a drenagem acida de mina foram caracterizados
como ambientes mais diversos quando comparados a agua da barragem de
rejeitos. Todavia, a distribuicdo de espécies de ambos 0s grupos se aproximam
ao mesmo modelo de sucessdo ecoldgica, no qual o estabelecimento das
espécies depende de condicBes ambientais prévias. A anotacdo taxonémica
das amostras de agua da barragem de rejeitos apresentou predominancia de
sequéncias dos filos Proteobacteria, Actinobacteria e Cyanobacteria. A
drenagem acida de mina e o sedimento da barragem de rejeitos revelaram
maior porcentagem de sequéncias relacionadas aos filos Firmicutes,
Bacteroidetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria e
Planctomycetes. A analise funcional desses ambientes destacou a importancia
de vias metabdlicas relacionadas a fixagdo de carbono, metabolismo de
nitrogénio, oxidacdo de ferro ferroso e metabolismo de enxofre. Além disso,
foram identificados diversos mecanismos adaptativos ligados a resisténcia a
metais pesados, tolerdncia a solventes organicos, adaptacao ao baixo pH e a
oligotrofia. No presente estudo estabeleceu-se um novo fluxo de trabalho para
analise de bibliotecas metagendmicas do tipo shotgun, que foi aplicado na
construgdo de um catalogo inédito do potencial biotecnologico dos
microorganismos associados a minas brasileiras de cobre, incluindo genes e

rotas metabodlicas de interesse industrial e ambiental.

Palavras chave: Biomineragao, Metagenémica, Diversidade



Abstract

Environments contaminated with heavy metals contain an extremely
complex and well adapted community. These microorganisms have enzymes
with several biotechnological applications, such as bioremediation and
bioleaching, and play an essential role in the biogeochemical cycles. In this
context, metagenomics allows to evaluate the genetic potential of cultivable and
non-cultivable microorganisms. Here, shotgun and amplicon sequencing (16S
rDNA) were used to explore the metabolic and functional diversity of
prokaryotes present in two mining environments: a tailings dam and an acid
mine drainage. We analyzed water and sediment samples, in the dry (October
2012, July 2014) and wet (April 2013) seasons. The tailings dam sediment and
acid mine drainage sediment were characterized as more diverse environments
when compared to the tailings dam water. However, the species distribution
analysis using ecologic succession models demonstrated that in both groups
the species establishment depends on previous environmental conditions. The
taxonomic annotation in tailings dam water presented predominance of
sequences of the phyla Proteobacteria, Actinobacteria and Cyanobacteria. Acid
mine drainage and tailings dam sediment showed higher proportion of
sequences related to the phyla Firmicutes, Bacteroidetes, Proteobacteria,
Verrucomicrobia, Acidobacteria and Planctomycetes. Functional analysis of
these environments highlighted the importance of metabolic pathways related to
carbon fixation, nitrogen metabolism, ferrous iron oxidation and sulfur
metabolism. In addition, were identified several adaptive mechanisms linked to
resistance to heavy metals, tolerance to organic solvents, low pH adaptation
and oligotrophy. The present study established a new workflow for
metagenomic analysis of shotgun libraries, which was used to build an
unprecedented catalog of the biotechnological potential of microorganisms in
brazilian copper mines, including genes and metabolic pathways with industrial

and environmental interest.

Keywords: Biomining, Metagenomics, Diversity
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1- Biografia

Desde o ingresso no Doutorado, além da linha de pesquisa principal na
area de biomineragcdo, eu atuei como colaboradora em outros estudos de
gendmica e metagendmica, principalmente na execucdo e interpretacdo das
andlises bioinforméticas. Um pequeno resumo dos trabalhos ja publicados

encontra-se a seguir:

e Reis MP, Dias MF, Costa PS, Avila MP, Leite LR, de Aratjo FM, Salim
AC, Bucciarelli-Rodriguez M, Oliveira G, Chartone-Souza E, Nascimento
AM. Metagenomic signatures of a tropical mining-impacted stream reveal
complex microbial and metabolic networks. Chemosphere. 2016 Jul
18;161:266-273. doi: 10.1016/j.chemosphere.2016.06.097.

Neste estudo foram analisados dados de 16S rDNA e shotgun a fim de
descrever a comunidade bacteriana do sedimento do rio Carrapato
(Quadrilatero ferrifero, Minas Gerais, Brasil), um local impactado por altas
concentragbes de ouro e ferro. Foi revelada uma comunidade diversificada,
com predominio de Proteobacteria (39,4%), Bacteroidetes (12,2%), e
Parcubacteria (11,4%), com elevada abundancia de bactérias oxidadoras de
ferro neutrofilicas, como Gallionella, Sideroxydans e Mariprofundus. A analise
funcional revelou genes envolvidos no metabolismo de nitrogénio, ferro e

enxofre e em resisténcia a metais pesados.

e Dias MF, Colturato LF, de Oliveira JP, Leite LR, Oliveira G, Chernicharo
CA, de Araujo JC. Metagenomic analysis of a desulphurisation system
used to treat biogas from vinasse methanisation.Bioresour Technol. 2016
Apr;205:58-66. doi: 10.1016/j.biortech.2016.01.007.



O trabalho investigou a resposta da comunidade microbiana amudancas
nas taxas de adicdo de H,S em um sistema de dessulfuragdo microaerada a
partir de bibliotecas de 16S rDNA. O objetivo era estabelecer os melhores
sistemas para obtencdo de biogas a partir da biometaniza¢do da vinhaca de
cana de acucar. A eficiéncia na remocao de H,S foi maior nos sistemas COD
(chemical oxygen demand) e DO (dissolved oxygen). Nesses sistemas, a
maioria das sequéncias foram classificadas como pertencentes aos filos
Firmicutes, Proteobacteria, Bacteroidetes, Chloroflexi, e Synergistetes, com
destaque para as bactérias oxidadoras de sulfeto (SOB), como
Thioalkalimicrobium sp. O restante da comunidade microbiana permaneceu

constante durante todo o experimento.

e Laguardia-Nascimento M, Branco KM, Gasparini MR, Giannattasio-
Ferraz S, Leite LR, Araujo FM, Salim AC, Nicoli JR, de Oliveira G,
Barbosa-Stancioli EF. Vaginal Microbiome Characterization of Nellore
Cattle Using Metagenomic Analysis. PLoS One. 2015 Nov
24;10(11):e0143294. doi: 10.1371/journal.pone.0143294.

Este estudo teve como objetivo investigar o microbioma vaginal em
bovinos da raca Nelore, comparando novilhas e vacas, gravidas e nao
gravidas, usando bibliotecas del6S rDNA. Os principais filos bacterianos
encontrados foram Firmicutes (~40-50%), Bacteroides (~15-25%) e
Proteobacteria (~5-25%), enquanto 45-55% das amostras foram representados
por apenas dez OTUs: Aeribacillus, Bacteroides, Clostridium, Ruminococcus,
Rikenella, Alistipes, Bacillus, Eubacterium e Prevotella. A colonizacao vaginal
parece ser influenciada pela comunidade gastrointestinal, e ndo foi possivel
estabelecer uma correlacdo entre a influéncia hormonal e a composi¢cao da
microbiota. Contudo, observou-se uma tendéncia para a reducdo de bactérias

em detrimento ao aumento de arquéias em animais prenhes.



e Costa PS, Reis MP, Avila MP, Leite LR, de Araljo FM, Salim AC,
Oliveira G, Barbosa F, Chartone-Souza E, Nascimento AM. Metagenome
of a Microbial Community Inhabiting a Metal-Rich Tropical Stream
Sediment.PL0oS One. 2015 Mar 5;10(3):e0119465. doi:
10.1371/journal.pone.0119465.

Descricdo da composigcao taxonomica e funcional da comunidade
microbiana do sedimento de um corrego de agua doce historicamente
contaminado por metais pesados (Mina Stream — MSS). A analise shotgun
revelou uma predominancia de proteobactérias e Parvarcheota. Os contigs
foram recrutados em relacdo a genomas de referéncia comoCandidatus
Nitrospiradefluvii e Nitrosopumilus maritimus. A presenca desses
microorganismos foi relacionada ao metabolismo de nitrogénio.A reconstrucao
funcional também revelou genes relacionados a assimilacdo de amoénia e
amonificacdo. Além disso, uma elevada diversidade metabdlica sugeriu que a
contaminagcdo por arsénio histérico ndo parecia afetar a comunidade

procariotica.

e Batista DFA, Freitas Neto OC, Leite LR, Varani AM, Araujo FMG, Salim
A, Almeida AM, Ribeiro SAM, Oliveira GC, Barrow PA, Berchieri Junior
A. 2014. Draft genome sequence of Salmonella enterica subsp. enterica
serovar Gallinarum biovar Pullorum strain FCAV198, a Brazilian chicken
pathogen. Genome Announc. 2(1):e00028-14.
doi:10.1128/genomeA.00028-14.

Esse projeto previu a montagem e anotagéo do genoma de uma estirpe de
Salmonella entérica, responsavel por uma doenca sistémica que leva a altas
taxas de mortalidade em aves jovens. A analise comparativa com outros
genomas de Salmonella Pullorum revelou importantes trechos gendémicos
correspondentes a elementos moveis e plasmideos exclusivos da estirpe

analisada. Algumas destas regides podem ser adquiridas por transferéncia

3



horizontal e potenciais caracteristicas especificas do biovar, tal como foi

observado em outras Enterobacteriaceaes.

Pereira Ude P1, Rodrigues Dos Santos A, Hassan SS, Aburjaile FF,
Soares Sde C, Ramos RT, Carneiro AR, Guimardes LC, Silva de
Almeida S, Diniz CA, Barbosa MS, Gomes de Sa P, Ali A, Bakhtiar SM,
Dorella FA, Zerlotini A, Araujo FM, Leite LR, Oliveira G, Miyoshi A, Silva
A, Azevedo V, Figueiredo HC.Complete genome sequence of
Streptococcus agalactiae strain SA20-06, A fish pathogen associated to
meningoencephalitis  outbreaks.Stand Genomic Sci. 2013 May
25;8(2):188-97. doi: 10.4056/sigs.3687314.

O estudo visou descrever as caracteristicas gendmicas e 0s principais

mecanismos moleculares envolvidos na viruléncia deStreptococcus agalactiae,

um agente causador de doenca neurologica em peixes, mastite em vacas, e

sépsia neonatal nos seres humanos. A bactéria foi isolada a partir de amostras

de tilapia (Oreochromis niloticus) do Nilo ap6s um surto de meningoencefalite

no Brasil.

Outras publicacbes se referem respectivamente a revisao bibliogréafica,

apresentacao em congresso e a construgcao de uma ferramenta de visualizacéo

para monitoramento de computadores bancarios:
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(2013) Assessment of Fungal Diversity in the Environment using
Metagenomics: a Decade in Review. Fungal Genom Biol 3:110.
doi:10.4172/2165-8056.1000110
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e Yussif Barcelos ; Universidade Federal de Minas Gerais ; Flavia Aburjaile
; Laura R. Leite ; Solange T. Oliveira, Raquel C. de Melo-Minardi.
Combining traditional and high-density visualizations in a dashboard to
network health monitoring.Visual Analytics Science and Technology
(VAST), 2012 IEEE Conference on. doi: 10.1109/VAST.2012.64005089.



2- Revisao da literatura

2.1 —Mineracgao

A induastria de extragdo e transformacé@o de minerais é um dos setores
base da economia Brasileira. Em 2013, a produgdo mineral brasileira atingiu
US$ 77,5 bilhdes o que correspondeu a 4,1% do produto interno bruto (PIB) .
Neste setor os estados do Para e Minas Gerais se destacam pela presenca de
diversos depdésitos minerais, cujos principais produtos sao nidbio, ferro,
aluminio, amianto e grafita natural®. Além de ser um dos maiores exportadores
mundiais de minério de ferro, o Brasil é também exportador liquido de
praticamente todos 0s metais nao ferrosos, com excecao do cobre. O Brasil € o
16° produtor de minério de cobre, com 214 mil toneladas em 2008. Entretanto,
um importante volume € importado nas formas de minério concentrado, catodo,
fios e cabos. Em 2010, as importacbes somaram US$ 952 milhdes e, em 2011,
US$ 1.141 milhdes, representando 12,3% e 10,1%, respectivamente, do total

das importacées de bens minerais primarios 2.

As reservas nacionais de minério de cobre sao predominantemente
formadas por minerais sulfetados, com ouro e prata associados, e
secundariamente por minerais oxidados. Essas reservas estdo estimadas em
cerca de 21,7 milhbes de toneladas, e distribuem-se por nove estados:
Alagoas, Bahia, Ceara, Goias, Mato Grosso, Minas Gerais, Para, Rio Grande
do Sul e Sao Paulo. Entretanto, € no estado do Par4 que se concentram mais
de 85% dessas reservas. Destas, cerca de 97% da producdo de concentrado
de catodo de cobre provém essencialmente do complexo mineiro de Sossego
e Sequeirinho localizado na Provincia Mineral de Carajas, em Canad dos
Carajas, estado do Para 3. Esse deposito situa-se perto do contato das rochas
vulcanicas do Grupo Grao Para, que €é composto por rochas
vulcanossedimentares. Seu minério apresenta anomalias geoquimicas de P e F
(apatita), Mo (molibdenita), Y, U, Th, Co e Ni. As reservas desse depdsito
foram calculadas em 355 Mt de minério com 1,1% de Cu e 0,28 g/t de Au. A 30
km ao norte da Serra dos Carajas, o complexo mineiro de Salobo esta

hospedado na sequéncia vulcanogénica Salobo, e é constituido por quartzitos,



anfibolitos, metagrauvacas, BIFs estéreis e magnetititos macicos ou foliados

aos quais esta associada a mineralizacdo cupro-aurifera. Salobo contém

reservas da ordem de 789 Mt de minério com 0,96% Cu e 0,52 g/t Au .

Até o presente momento a extragdo de cobre no Brasil ocorre por
mineracdo tradicional. O processamento tradicional é composto pelas
seguintes etapas: fragmentacdo primaria, granulacdo ou britagem, moagem e
concentragdo por flotagdo. O concentrado recolhido na superficie é
desidratado, contendo cerca de 30% de cobre. Uma vez concentrado, o cobre
composto pode ser convertido a cobre metalico por meio de duas rotas
metallrgicas: a pirometalirgica, que inclui a fundicdo e o refinamento
eletrolitico, em geral usado em minérios sulfetados; e a hidrometallrgica, que
inclui a lixiviagdo, extracdo por solvente (SX) e eletroextracdo (EW),
comumente usada em minérios oxidados. Atualmente, nas minas de Sossego e

Salobo, apenas o concentrado de cobre é produzido °.

Se por um lado a demanda por metais € crescente, por outro, as
mineradoras estdo diante do esgotamento das reservas contendo teores
superiores a 1% dos metais de interesse. A energia gasta na britagem e
moagem s&do desperdicadas com 99% de materiais que ndo tem valor
comercial °. Isso imp&e a necessidade de extrair metal a partir de minérios de
baixos teores e de rejeitos. Para tanto S840 necessarios processos viaveis que
exijem baixos custos de investimento e de operacdo. Além de um processo
oneroso e pouco eficiente, a mineracdo tradicional ocasiona uma série de
alteracdes ambientais como: poluicdo das aguas subterrdneas e superficiais
com rejeitos, poluicdo do ar com maior quantidade de estéril e poeira em
suspensao, poluicdo sonora com aumento de vibragcdes e maiores riscos na
geracdo de areas degradadas. Uma alternativa € a biomineracao, por meio da
qual é possivel extrair os metais com baixo custo operacional e menor impacto

ambiental .



2.2 — Biodiversidade em ambientes de mineracao

Bactérias e arquéias desempenham um papel essencial ha composi¢cédo
e manutencdo da biosfera. Esses microorganismos atuam na ciclagem
biogeoquimica, na biotransformacdo de elementos organicos e inorganicos,
decomposicdo, biointemperismo, e deterioracdo mineral conduzindo a
formacéo dos solos e sedimentos. Além disso, contribuem ativamente para
fenbmenos geoldgicos envolvendo a transformagdo de minerais, metais e

metaldides .

2.2.1 - Drenagem Acida de Mina

Drenagens acidas de mina sdo os locais ideais para o estudo da
biodiversidade de microorganismos biomineradores. Isso porgue 0s mesmos
consércios microbianos sdo 0s responsaveis pela geracdo da lixivia e da

drenagem acida de mina.

Fluidos &cidos, ricos em metais sdo formados por intemperismo quimico
de rochas ricas em metais sulfetados. Estas solu¢des de drenagem &cida de
rochas (ARD) sédo quentes porque as reacdes de oxidacdo dos sulfetos
metélicos sdo altamente exotérmicas. A dissolucdo de pirita (FeSy),
arsenopirita (FeAsS), calcopirita (CuFeS,), esfalerita (ZnS) e marcasita (FeS,)
produz solucdes ricas em Au, Ag, Cu, Zn e Pb, sendo importantes passivos
ambientais de contaminacdo do solo e recursos hidricos. A atividade
mineradora aumenta a area (superficie) de exposicao desses minérios ao ar e
a agua, aumentando assim as taxas de geracao de acido sulfurico. Regibes
onde as rochas tém baixa capacidade de tamponamento geram solucdes
toxicas altamente acidas, que séo referias como drenagem acida de mina
(AMD).

A formacdo de AMD ocorre naturalmente, mas a atividade microbiana
aumenta sua taxa de formacéo e parece ser responsavel pela maior parte da
drenagem gerada. Apesar da acidez extrema, calor e altas concentracdes de

sulfato e metais toxicos, uma variada gama de microorganismos estao



adaptados a AMD. Estes organismos podem formar uma biosfera
quimiolitotrofica no subsolo, sustentada por doadores de elétrons derivados de
sulfetos, CO,, O, e N, do ar, e derivados de fosfato libertados pela interagéo

agua-rocha.

Assim como demonstrado por Baker e Banfield ® a diversidade das
comunidades em AMD varia de acordo com pH, temperatura, constituicdo do
minério e concentracdes de metais. Para a maioria dos ambientes ja estudados
(principalmente na subsuperficie) a comunidade parece realizar oxidagédo do
ferro, oxidacdo do enxofre, oxidacdo do carbono organico, fixacdo de carbono,
fixacdo de nitrogénio, producdo de iodo polimérico extracelular, bem como
reducgéo de ferro e enxofre. A Figura 1 ilustra um sistema funcional simplificado
e fornece exemplos de organismos que podem influenciar o fluxo de ferro,

enxofre, nitrogénio, carbono e de energia em AMDs.

<30°C C02
@ Thiobacillus spp.

@A cidithiobacillus spp

@ Thiobacillus spp.

@Acidiphilum spp.
30-50 °C

@ Ferroplasma spp.

@ Leptospirillum spp.

@ Sulfobacillus spp.

@ Eukaryotes
>50°C

@ Metallosphaera spp.

@Sulfobacillus spp.  FeSp + 8H20+ 14Fe3+
@Themoplasma spp. ->lheat |[+|16HH + 25042'4- 15Fe2

Figura 1 - Ciclos do ferro, enxofre e ciclagem de carbono em drenagem &cida de mina.

Representacédo baseada nas capacidades metabdlicas conhecidas (1, 2, 3 e 4) associadas aos
membros da AMD. A pirita (FeS,) esta representada na parte inferior em amarelo e verde é a

representacao da solucdo de AMD. O enxofre elementar é apresentado na interface agua-pirita
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como um possivel inibidor de dissolucédo superficial. A oxidacao da pirita € mostrada na parte
inferior, com Fe* indicado como o oxidante primario. Compostos de enxofre intermediarios sdo

indicados da seguinte forma: S,05% sendo tiossulfato e S,0° como tetrationato. CzoHgsO30NgP

representa os compostos organicos de carbono. Fonte: Baker e Banfield 8

A biodiversidade obtida a partir de pilhas de rejeito da empresa Myanmar
estava associada a prevaléncia de arqueias heterotroficas inicialmente isoladas
e classificadas como Ferroplasma cupricumulans ° e, posteriormente,
reclassificadas como Acidiplasma cupricumulans °. J& na Agnes Gold Mine em

| ' mixo-termofilicas moderadas e heterotréficos do

Barberton, Africa do Su
género Sulfobacillus foram isoladas e identificadas como a populagcéo
dominante. Em rejeitos solidos da mina de cobre La Andina no Chile notou-se,
por analise de sequéncias de 16S rDNA, maior presenca de quimiolitotréficos

oxidadores de ferro do género Leptospirillum 2.

2.2 .2 Barragem de Rejeitos

A oxidacdo de minerais sulfetados e a formagdo de AMD pode ser
limitada, desde que o rejeito permaneca saturado em agua, evitando um
acesso rapido ao oxigénio. Barragens de Rejeitos sdo estruturas que tém por
finalidade o depodsito e retencdo de residuos solidos e agua oriunda do
processo de beneficiamento de minério. Os rejeitos apresentam na sua
composicao particulas dissolvidas e em suspenséo, além de metais pesados e
reagentes quimicos. A Vale iniciou a operacdo da mina Sossego/Sequeirinho
em 2004, e criou uma barragem de rejeitos a partir da agua do Rio
Parauapebas. Estima-se que esta barragem tenha recebido, desde o inicio da
operacédo até o momento, mais de 90 milhdes de toneladas de detritos com um
teor de 0,07% de cobre. Atualmente 99% da agua empregada no processo de
minerac&o (900 mil m®ano) é reutilizada a partir da barragem, promovendo um
aporte ciclico de material exégeno no local. Em longos periodos de estiagem a
agua reutilizada tem se caracterizado por concentracdes elevadas de sais
dissolvidos como sulfatos, cloretos e ions metalicos como calcio, potassio e

13

magnesio Esses valores também apresentam diferencas sazonais em

funcdo da estacdo do ano. Se todo o cobre presente nesses rejeitos fosse
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recuperado, a Vale teria uma receita bruta de US$ 1,4 bilh&o, valor superior ao
US$ 1,2 bilhdo investido pela companhia entre 1997 e 2004 para colocar a

mina em operacéo .

A diversidade microbiana em barragem de rejeitos de minas
compreende espécies aerObias e anaerbbias que podem ser autotroficas
(fixacdo de CO?) ou heterotréficas (material organico como fonte de carbono),
bem como litotréficas (compostos inorganicos como fonte de energia) ou
organotréficas (material organico como fonte de energia) *°. A mineralizagéo do
carbono em ecossistemas de agua doce com baixa concentracao de sulfato
tipicamente controlada por metanogénese. No entanto, a reducdo de sulfato
pode ser importante em muitos sistemas de agua doce e uma quantidade
significativa de carbono pode ser mineralizada através desta via. Em
ecossistemas de agua doce com alta concentracdo de sulfato, procariotos
redutores de sulfato (SRP) podem desempenhar um papel importante no ciclo
do carbono e competir com as metanogénicas pelos doadores de elétrons.
Nesses ambientes, Alphaproteobacteria, Deltaproteobacteria, e Firmicutes
foram relacionados a variacBes nas concentracdes de ferro férrico e ferroso.
Bactérias quimiolitotroficas tais como as oxidadoras de amoniaco, redutoras e
oxidadoras de ferro e metanogénicas foram descritas nas amostras de

sedimento .

A contaminacéo dos solos com metais pesados tem sido relatada como
fator que afeta negativamente a diversidade e uniformidade de microrganismos
do solo e os seus processos metabélicos *’. Muitas espécies microbianas em
barragem de rejeitos também sao tolerantes a elevadas concentracfes de
metais através de uma variedade de mecanismos. Esses mecanismos incluem
transformacdes tipo redox, sintese de proteinas e peptideos que se ligam aos
metais, precipitacdo organica ou inorganica, transporte ativo, efluxo e
compartimentalizacdo intracelular ou a adsor¢cdo dos metais a superficie celular

(biosorcao), através da parede celular e outros componentes estruturais *2.

Com o rapido desenvolvimento da mineragdo de cobre, os impactos das
barragens de rejeitos tém se expandido em todo o mundo °. Os rejeitos de

minas também séo fonte de contaminacdo por metais pesados e, portanto, a
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descontaminacéo dos rejeitos é uma necessidade ?°. O principal desafio tem
sido a forma de impedir a acidificacdo dos rejeitos de minas ao longo da
operacdo e lidar com os rejeitos ja acidificados em minas abandonadas ?*. Os
microorganismos, especialmente as bactérias que metabolizam enxofre,

desempenham um papel na biorremediacdo desses metais e metaléides ’.
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2.3 — Potencial biotecnolégico dos microrganismos em
ambientes de mineracao

2.3.1 — Biomineracao

A biomineracdo é um método de extracdo de minerais e metais a partir
de minérios complexos utilizando processos biologicos. A pratica ndo exige
nenhum dos procedimentos ambientalmente nocivos encontrados em métodos
convencionais de refino, mas depende inteiramente da interacdo natural dos
organismos biologicos. Um dos maiores sitios de biolixiviagdo na Kennecott
Bingham Canyon Mine, em Utah, EUA tem produzido até 200 mil toneladas de
cobre por dia, sendo responsavel por aproximadamente 25% da producdo de

cobre do mundo.

No geral, empresas de mineracao utilizam a biolixiviacdo como uma
forma de explorar minérios de baixo teor e recursos minerais localizados em
areas de dificil viabilizacdo técnica ou financeira com a tecnologia tradicional.
Além disso, existem varias vantagens evidentes para o uso de biolixiviacéo,
tais como (i) a utilizacdo de componentes que ocorrem naturalmente, (i) a
utilizacdo de pressao atmosférica e temperatura ambiente, e (iii) a prevencao
da geracdo de poeira e SO, ?2. O processo também tem provado ser vantajoso
porque durante a a¢cdo microbiana, a producdo de acido sulfurico € gradual, e a
reducdo no pH do meio ocorre de forma lenta, permitindo uma dissolucao

diferencial de distintos metais e sua separacao seletiva a partir da lixivia .

Para que ocorra o processo de biolixiviagdo sdo necessarios: um doador
de elétrons (elementos do minério como Fe** e S e suas formas reduzidas),
uma fonte de carbono (CO?), um aceptor final de elétrons (O,) e um meio rico
em microorganismos (como os pulverizados com &gua) 2*. Existem dois
mecanismos biolixiviadores dominantes. No primeiro mecanismo, a acao
catalitica dos microrganismos é responsavel pela dissolucdo do mineral, e os
microrganismos interagem com a superficie do mineral diretamente,
aumentando a taxa de dissolu¢cdo. No mecanismo direto, a oxidacao bacteriana
converte particulas de sulfeto metalico em sulfatos soluveis. Na dissolugéo do

cobre, por exemplo, o sulfeto mineral é oxidado e o sulfato de cobre é liberado
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em solucdo. A mesma reacdo pode ocorrer por acdo de seus produtos de
metabolismo (principalmente sulfato férrico e &cido sulfurico) conforme

demonstrado nas equacdes abaixo:
Biolixiviagdo da calcopirita #*:
CuFeS, + 4Fe*" — Cu?" + 5Fe,+ 2SO Espontanea (Equacéo 1)

O ferro ferroso (Fe2+) gerado nessa reacao (equacgéo 1) é rapidamente
oxidado por procariotos oxidadores de ferro (equagcdo 2), e mais Fe3+ é
liberado no meio para que a oxidacdo espontanea da calcopirita ocorra

(equacéo 1).

AFe*" + 02 + 4H" — 4Fe®* + 2H,0  Oxidadores de ferro (Equacao 2)
2S0 + 30, + 2H,0 — 280, + 4H"  Oxidadores de enxofre (Equacéo 3)
CuFeS, + 4 0, —» Cu®*" + Fe?* + 250,% (Equacéo 4 - Geral)

Ja os procariotos oxidadores de enxofre realizam a reducdo do SO

(equacao 3) que facilitard a producédo do acido sulfrico.

No segundo mecanismo, referido como indireto, a acdo microbiana
ocasiona a oxidacao dos ions ferrosos para ions férricos, e os ions férricos em

seguida oxidam quimicamente os minerais sulfetados 2.

A principal
abordagem utilizada para extracdo de cobre a partir de calcocita (Cu,S) ou
covelita (CuS) envolve o particionamento dos minérios, acidificacdo do meio
com acido sulfurico e aglomeracdo em tambor rotativo. As pilhas sao irrigadas
com uma solucdo contendo ferro que possibilita o crescimento de bactérias

sobre a superficie do minério para que seja produzida a solucao catalisadora %.

De um modo geral, os microorganismos capazes de promover a
lixiviacdo de minérios contendo ferro e enxofre (ex. pirita e calcopirita) sédo
aciddfilos, quimiolitotroficos (obtém energia a partir da oxidacdo de compostos
inorganicos), autotroficos (executam a biossintese de todos os constituintes
celulares utilizando o di6xido de carbono, CO? como Unica fonte de carbono) e
sao classificados de acordo com a temperatura em que se desenvolvem,

distinguindo-se em: mesoéfilos (até ~40° C), termofilos moderados (~40 - ~55°
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C) e termdfilos extremos (~55 - ~80° C) %*. A maioria deles pertence aos
dominios Bacteria e Archaea, porém eucariotos unicelulares ja foram

27 As bactérias meséfilas mais frequentemente isoladas em

reportados
ambientes de lixiviagdo sdo linhagens das espécies Acidithiobacillus
ferrooxidans, Acidithiobacillus thiooxidans e Leptospirillum ferrooxidans . Em
geral, devido as similaridades fisiologicas e ambientais, essas bactérias
coexistem, intensificando a solubilizagdo dos metais constituintes dos sulfetos
minerais. Uma variedade de outros consorcios esta bem descrita na literatura:
Acidithiobacillus caldus, Acidimicrobium ferrooxidans, Leptospirillum ferriphilum,
Ferrimicrobium acidophilum, Acidiphilium acidophilum, Thiomonas cuprina,
Sulfobacillus sp., Alicyclobacillus sp., Sulfolobus sp., Ferroplasma sp. e

Acidiplasma sp. *.

Além disso, as interacdes entre 0s membros da comunidade (consorcios
microbianos) sdo criticas na otimizacdo dessas atividades. Por exemplo, existe
uma simbiose importante entre as espécies autotroficas e heterotroficas:
autotréficos podem depender de heterotroficos coexistentes para remover
compostos organicos que sao toxicos para eles. Acidofilas heterotroficas séo
capazes de utilizar materiais organicos produzidos por acidéfilas autotréficas °.
Oliveira and Duarte ** conduziram experimentos com cultura mista contendo
Acidimicrobium ferrooxidans, Acidithiobacillus ferrooxidans, Sulfobacillus
thermosulfidooxidans e Sulfobacillus acidophilus. O filtrado da cultura dos
autotroficos Acidithiobacillus ferrooxidans continha matéria organica suficiente
para suportar o crescimento heterotréfico de Sulfobacillus thermosulfidooxidans
(estirpe TH1) *2. Também foi relatada oxidacdo de ferro mais eficiente por
culturas mistas de Sulfobacillus spp. e Acidithiobacillus ferrooxidans do que por
culturas puras. Os autores atribuiram essa maior lixiviacdo de ferro para o
crescimento mixotréfico do Sulfobacillus, removendo subprodutos organicos de
Acidithiobacillus ferrooxidans. Isto pode explicar a correlacdo estreita em
populacdes de Acidithiobacillus ferrooxidans / Thiobacillus thiooxidans e
Acidiphilum em ambientes estudados por Peccia et al. *3. Recentemente além
do destague na presenca de membros dos géneros Acidithiobacillus e
Sulfobacillus, foi relatada uma prevaléncia média de 13% de membros

34

Anoxybacillus spp. em modelos controlados de biolixiviagdo **. Dopson e
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Lindstrom 3> examinaram o efeito de culturas mistas de Acidithiobacillus caldus
e Sulfobacillus thermosulfidooxidans (oxidadoras de Fe e S) na dissolucao de
arsenopirita. A espectroscopia Raman mostrou formas abundantes de enxofre
elementar (S°) nas superficies de arsenopirita e pirita durante a dissolucéo
oxidativa **. A remocdo microbiana de S°, e outros compostos extremamente
hidrofébicos, é critica para 0 acesso de outros grupos microbianos as areas de
oxidacdo de ferro. Acidithiobacillus caldus cresce na superficie de compostos
de enxofre e produz agentes tensoativos para mobilizar S°, aumentando taxa
de dissolucdo da arsenopirita. Alguns estudos tém demonstrado que o0s
transportadores relacionados as proteinas da substancia polimérica
extracelular (EPS) sé&o capazes de acumular enxofre coloidal e melhorar a
biolixiviacdo *’. A melhor ades&o dos microorganismos & superficie do minério
também pode ser mediada pela formacao de biofilmes e producdo de EPS por

lixiviadores como Acidithiobacillus thiooxidans .

Ainda nao foi estabelecido um consoércio microbiano igualmente eficiente
em diferentes ambientes. Uma das hipdteses seria que a introducdo de
microorganismos exogenos ocasiona um desequilibrio ecoldgico incompativel
com a atividade lixiviadora *. Neste contexto, a selecdo de um consércio
autoctone pode apresentar vantagens em relacdo a utilizacdo de consorcios
aloctones, sendo de suma importancia para a aplicagdo da biolixiviagdo no
Brasil.

As vias metabdlicas relacionadas a oxidacdo de ferro nos
microorganismos acidofilos e neutréfilos permanecem, até o momento, pouco
esclarecidas. Em vez de ter uma organizacdo horizontal, como nas proteinas
redox localizadas ao longo da membrana citoplasmatica na maioria das
cadeias respiratorias, a topografia dos transportadores de elétrons nos
organismos oxidadores de ferro é vertical, permitindo a formacdo de um
nanofio que conecta o meio exterior ao citoplasma. Essa topografia s6 é
possivel devido ao elevado namero de aceptores de elétrons através da
membrana celular. Esta organizacdo € vantajosa, pois permite: (i) manter o
ferro do lado de fora da célula, para evitar a precipitacdo de Fe (lll) no
citoplasma a um pH neutro, (ii) fugir do stress oxidativo pela reacao entre Fe(ll)

e O, pois a oxidacdo de Fe(ll) ocorre em um compartimento subcelular
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diferente do local da reducéao de O, e, (iii) manter um pH neutro no citoplasma
por consumir 0s protons que entram na matriz celular devido ao gradiente de
prétons entre o exterior e o interior da célula, por reducao de O, em H,0. Esses

mecanismos foram recentemente revisados por Bonnefoy and Holmes “°.

No modelo da bactérica acidofila oxidadora de ferro mais bem
caracterizada (a At. Ferrooxidans) sugere-se que ha a transferéncia de elétrons
do ferro ferroso via citocromo c e rusticianina A através do periplasma para a
citocromo aa3-oxidase na membrana celular interna. Assim, os elétrons séo
usados para a reducdo do oxigénio para agua ** como ilustrado na figura 2. Em
outras estirpes de At. ferrooxidans e na espécie At. ferrivorans existem outras
duas vias de oxidacdo de Fe (ll): uma através do modelo rusticianina rusA e
outra através do complexo da proteina HiPIP e, eventualmente, uma isoenzima

da rusticianina RusB *°.

2Fe*? 2Fe*?

Quter membrane

Cytoplasmic membrane

]

NAD+ NADH 2H*+1/20, H,0

Figura 2 - Modelo de oxidagé&o de ferro caracterizado em At. ferrooxidans.

Esta via envolve componentes das membranas externa, periplasmatica e interna, que
constituem um super-complexo conduzindo os elétrons a partir de minerais sulfetados para o
aceptor final de elétrons localizado no citoplasma. Este nanofio é constituido pela membrana
externa do citocromo ¢ Cyc2 que contém um dominio voltado para o ambiente externo, no qual
a oxidacdo do Fe (ll) ocorre. A cadeia continua pela proteina rusticianina no periplasma,
passando para o citocromo ¢ cycl e para proteina integral de membrana aa3 citocromo-
oxidase, que catalisa a reducdo de O,. A partir da rusticianina os elétrons também podem ter

outra via, impulsionada energeticamente pela forca motriz de prétons através do citocromo ¢
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CycAl, pela proteina integral bcl e ubiquinonas associadas ao periplasma, passando para o
complexo NADH-1, que catalisa a reducdo do NAD+, no lado interior da membrana

citoplasmatica. Fonte: Quatrini, et.al. -,

A transformacéo do enxofre elementar por A. ferrooxidans com varios
estados de oxidacdo consiste em vias metabdlicas mais complexas quando
comparadas ao metabolismo de ferro. Enxofre e compostos inorganicos
reduzidos de enxofre (RISCs) podem acumular-se nos minérios e outros tipos
de minerais sulfetados que foram oxidadas a Fe (lll). Assim, os substratos
energeticamente favoraveis podem ser utilizados por bactérias acidofilas
oxidadoras de enxofre. Recentemente, hd uma série de mecanismos
enzimaticos conhecidos que estdo relacionados com o metabolismo do
enxofre, incluindo sulfeto quinona redutase (SQR), tiossulfato quinona
oxidorredutase (TQO) e tetrationato hidrolase (teth) conforme demonstrado na

figura 3 *%.

Outer
membrane

Fal
7™ . ... ? +
Periplasm 50,2 5,07 ‘ S = m
.-»\\ﬁ"}\. / H* /{/ v 4
Has }j.Sn-H/) ¢ A “2H#120,
g / A’"’}.,\\\
N\ s H.O
Inner @ I ?

~ H* _
membrane @ N m L2H+1/20
> 2
{—HO
----- G
GSSH = P2H*+1/20,

GSH + SO,> ?

....... %

Cytoplasm

7N
SO +AMP*  2e + APS*

| SAF

Aps:-§ ]3,2- ~\§o4-2+ ATP + H*
Figura 3 - Modelo de oxidagéo de enxofre em A. ferrooxidans ATCC 23270
A via de oxidacdo de compostos inorganicos de enxofre reduzido (RISC) é composta por uma
série de complexos enzimaticos e transportadores de elétrons situados em diferentes
compartimentos celulares: na membrana externa de em contato com o periplasma (tetrationato
redutase, TetH), no periplasma (potencial proteina de ferro-enxofre, HiPIP), ligada a membrana

citoplasmatica no lado periplasmatico (citocromo c, CycA2), na membrana citoplasmica (sulfeto
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quinona redutase (SQR), tiossulfato quinona redutase (TQR), complexo bc 1, complexo NADH
I, e oxidases terminais BD e BO3) e no citoplasma (heterodisulfeto redutase (HDR), e ATP
sulfurilase (SAT)). O enxofre insollvel é primeiro convertido em sulfano sulfato (GSSH), que é
entdo transferido para a heterodisulfeto redutase (HDR) através de uma cascata de enxofre
transferases (DsrE, TusA e Rdh). Os elétrons provenientes do sulfeto (H,S), tiossulfato (82032')
ou sulfano sulfato (GSSH) séo transferidos pelo quinol (QH,) por trés maneiras: (1) diretamente
ao terminal bd ou bo3 oxidase, (2) indiretamente, passando pelo complexo bc 1 e um citocromo
¢ (CycA,) ou uma proteina HiPIP, provavelmente, para a aa3 oxidase onde ocorre a reducao de

02, (3) para o complexo de NADH | para gerar uma reducédo de energia. Fonte: Valdes et.al.
41

Além disso, uma variedade de mecanismos parece contribuir para a
resisténcia das espécies microbianas a elevadas concentracdes de metais *.
Dois estudos tém descrito as respostas protedmicas globais de Acidithiobacillus
ferrooxidans ATCC 23270 ao estresse causado por altas concentracbes de
cobre (>100 mM de sulfato de cobre) **“¢. As adaptacdes moleculares incluem
uma regulacdo positiva de sistemas de multicomponentes de efluxo de cobre
“Cus” pertencentes a familia RND (resistance nodulation cell division), um
aumento nas proteinas relacionadas com a biossintese de cisteina e histidina,
bem como dissulfeto isomerases putativas, provavelmente envolvidas em
mecanismos de reparacdo das ligacGes dissulfeto danificadas apés a
exposicdo ao cobre. A regulacdo negativa da proteina principal da membrana
externa (OMP40) e alguns transportadores idnicos sugerem a ocorréncia de

uma reducdo no influxo de metais e outros cations “°.

Curiosamente, as
proteinas codificadas para o operon rus estavam aumentadas, sugerindo a sua
participacdo também em um mecanismo de resisténcia a cobre, e apoiando o
papel da rusticianina como uma chaperona de cobre “°. Em biofilmes formados
sob pirita houve aumento nas funcbes relacionadas ao transporte de
membrana, proteinas envolvidas na biossintese de EPS, bombas de efluxo,

lipoproteinas, transportadores ABC, e proteinas relacionadas a resposta ao

estresse oxidativo e osmotico #’.
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2.3.2 — Biorremediacao

O processamento e/ou beneficiamento de minérios, independentemente
do método de extracdo (quimico ou biolégico), gera grandes quantidades de
rejeito mineral disposto em barragens ou pilhas de estéril que sdo os
formadores de AMD discutidos at¢é o momento. A remediacdo desses
ambientes inclui estratégias de transporte ativo, precipitacdo, quelacao,
neutralizacdo, volatilizac&o, oxidacdo e reducdo de possiveis contaminantes “©.
A neutralizacdo quimica do pH de aguas residuais utilizando calcario pode
formar uma camada impermeavel de hidroxido de metal que diminui a
eficiéncia do processo de precipitacdo de metais em hidréxidos e carbonatos.
O sulfato é a forma mais oxidada de enxofre, e ndo pode ficar disponivel no
ambiente por ser um composto téxico, de forte odor e corrosivo *°. Neste
sentido, a utilizacdo de processos de biorremediacdo oferece varias vantagens
potenciais como: i) menor custo quando comparada as tecnologias
convencionais, i) 0s contaminantes sdo geralmente convertidos em produtos
inécuos, iii) os contaminantes sdo destruidos, e ndo simplesmente transferidos
para outros meios, iv) € um método com relativa facilidade de implementacéo,
V) permite a precipitagdo e consequente recuperagao diferencial dos metais
sulfatados *°.

Um importante grupo de microrganismos que atuam como
biorremediadores sdo as Bactérias Redutoras de Sulfato (SRB). A SRBs sao
um grupo anaerodbio, que suprem sua demanda energética a partir de reacdes
redox, em que o sulfato serve como aceptor final de elétrons. A reacao consiste
na reducdo do sulfato vinculada a oxidacdo de matéria organica. Por esse
motivo, SRBs sdo ubiquos em ambientes andxicos ricos em sulfato, como

esgotos e sedimentos de lagos *% 2

, onde possuem um papel importante nos
ciclos de carbono e enxofre. Substratos definidos, como lactato, etanol,
metanol e gas rico em hidrogénio sédo preferivelmente utilizados como

doadores de elétrons para a reducéo do sulfato *& 2.

A neutralizacdo do meio
acido se deve ao consumo de prétons com producdo de sulfetos de hidrogénio
(equagédo 5). Deste modo, os metais solUveis sulfatados sdo reduzidos a
sulfetos metalicos, insoluveis, podendo ser entdo precipitados (equacdo 6) e

removidos utilizando outros métodos, como a fitoacumulagéo.
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SO, +8e +H" — H,S +2H,0 + 20H  (Equacao 5)
M?* + HS « MS + H*  (Equagio 6)
*M= metal; MS= sulfeto metalico

As bactérias representam a grande maioria dos géneros de redutores de
sulfato descritos até o momento, entretanto ja foram descobertos
representantes no dominio Archaea. O maior grupo de procariotos redutores de
sulfato (SRP) é composto por familias da classe Deltaproteobactéria, como
Desulfobacterales, Desulfovibrionales e Syntrophobacterales. O segundo maior
grupo € representado pelo filo Firmicutes, incluindo o0s géneros
Desulfotomaculum, Desulfosporomusa e Desulfosporosinus. No filo Nitrospira €
possivel citar a espécie Thermodesulfovibrio. Outro grupo inclui as bactérias
termdfilas como Thermodesulfobacteria e Thermodesulfobium. Dentre os
géneros de arqueias conhecidas destacam-se Archaeoglobus, Thermocladium
e Caldivirga >*. SRPs constituem um grupo diversificado que contribuem para
uma variedade de funcdes essenciais em muitos ambientes, incluindo
participacdo nos ciclos de carbono, enxofre e mercurio, e biodegradacdo de

poluentes organicos, tais como cresol e fenilbenzeno *°.

Os SRP podem ser autotréficos ou heterotroficos tendo como fonte de
carbono o CO, e compostos organicos. Nos heterotréficos, a necessidade de
matéria organica como fonte de carbono é uma caracteristica importante, que
influencia o processo de biorremediagédo. Lactato, etanol, acetato, glicose,
glicerol, metanol e substratos organicos complexos (como esterco animal, lodo
ativado e serragem) sdo exemplos de fontes de carbono, e consequentemente

doadores de elétrons utilizados na reduc&o microbiana do sultato ’.

As equacbes quimicas que representam a reducéo do sulfato acoplado a

oxidagdo da matéria organica séo:
2CH,0 + SO, — S$* +2C0, + 2H,0 (Equacéo 7)
S% +2C0O, + 2H,0 — 2HCO®* + H,S  (Equacéo 8)

* CH,0O representando fonte orgéanica simples de carbono
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A reducado do sulfato pode ocorrer tanto com consumo de energia pela
via assimilatoria, quanto para producao de energia pela via dissimilatéria (figura
4). Na via de assimilagdo, encontrada em uma ampla gama de organismos, 0
sulfato é reduzido em pequenas quantidades de sulfeto, e este é transformado
em cisteina, a partir da qual outras moléculas biologicas contendo enxofre sdo
derivadas. Na via dissimilatoria, que € restrita a arqueias e linhagens
bacterianas anaerdbias obrigatorias ou microaerofilicas, o sulfato € o
aceptorfinal de elétrons da cadeia respiratoria, gerando grandes quantidades

de sulfeto inorganico °°.

Sulfate Sulfate
ATP ATP
ATP sulfurylase (Sat) Sat
2Pi€— PPi 2Pi <— PPi
Adenosine 5'- Adenosine 5'-
phosphosulfate (APS) phosphosulfate (APS)
ATE adenylyl sulfate kinase
CysC
ADP (CysC) ,
e
3'-Phosphoadenosine 5'- TN Aps
phosphosulfate (PAPS) AMP (__/ reductase
Thioredoxing.y (AprAB)
PAPS reductase (CysH)
Thioredoxing, J
Sulfite Sulfite
NADPH or Fdres Assimilatory 6e Dissimilatory sulfite
4 sulfite reductase reductase
NADE* or Fdox; i 1’DsrAB/ DsrC
Sulfide Sulfide

lo-acetylserine sulfhydrylase

Cysteine

Assimilatory pathway Dissimilatory pathway

Figura 4 - Vias assimilatoria e dissimilatoria de reducdo de sulfato em
procariotos

Ambas as vias se iniciam com a ativacdo de sulfato por reacdo com ATP para formar 5'-
adenosina-fosfosulfato (APS) um passo catalisado pela ATP sulfurilase (SAT). Na via de
assimilacao, APS é convertido em 3'-fosfoadenosina-5'-fosfosulfato (PAPS) pela adenilil sulfato
quinase (CysC) e, em seguida, reduzido a sulfito pela PAPS redutase dependente de
tioredoxina (CysH). O sulfito é reduzido para sulfeto pela sulfito redutase dependente de

NADPH (CyslJ), ou uma enzima dependente de ferredoxina monomérica. Na via dissimilatdria,
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APS ¢é diretamente reduzida a sulfito pela APS redutase (AprBA), uma flavoenzima
heterodimérica de ferro-enxofre, e o sulfito € novamente reduzido a sulfeto pela sulfito redutase
DsrAB, com o envolvimento da proteina dsrC. Outra proteina pequena dsrM, que muitas vezes
é codificada a jusante do dsrAB, também pode estar envolvida na reducdo de sulfito,
possivelmente em um papel regulador, mas a sua funcdo exata ainda é desconhecida. O gene
dsrM é fortemente regulado negativamente na presenga de concentracdes elevadas de sulfeto.
DsrAB, dsrC, e o complexo dsrMKJOP também estao presentes em organismos que reduzem

sulfito, tiossulfato ou compostos organosulfonados. Fonte: Grein et. al. *°

2.4 - Principais abordagens para o estudo de microbiomas

2.4.1 — Metagendmica

Microrganismos sao fontes potenciais de enzimas de interesse industrial,
além de varios outros produtos, como o0s metabdlitos secundarios, que
possuem grande impacto no delineamento de estratégias de interesse
biotecnoldgico *’. No entanto, estima-se que apenas uma pequena fracéo (1%
a 10%) da diversidade microbiana existente seja cultivavel com técnicas
disponiveis até o0 momento. Neste contexto, a metagendmica representa um
importante campo de estudo, no qual se busca caracterizar comunidades
complexas e descrever a diversidade biolégica de amostras ambientais sem a

% Usando dados

necessidade de isolamento ou cultivo microbiano
metagendmicos € possivel acessar a informacdo genética sobre: potenciais
novos biocatalisadores ou enzimas, potenciais funcdes desempenhadas por
organismos nao cultivaveis, perfis evolutivos baseados na funcdo e estrutura
da comunidade. Esses estudos também podem ser complementados com
abordagens como a metatranscriptbmica ou metaprotedmica para descrever

quais atividades potenciais estdo expressas em determinada condicao >°.

A estratégia metagendmica tradicional inclui a construcdo de bibliotecas
com dezenas de milhares de clones, tipicamente em vetores de elevada
capacidade, que retratem de forma aproximada a composicdo biologica de
determinada comunidade. As tecnologias de sequenciamento de DNA de nova
geracdo (NGS) possibilitaram a aplicacdo de duas outras estratégias em
metagendmica: a) Estudo de diversidade utilizando sequéncias de genes

amplificados (amplicons). Nesse tipo de estudo amplifica-se por PCR a
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sequéncia de interesse (ex. 16s, 18s, ITS) e se compara o resultado contra um
banco de dados de bactérias conhecidas. A analise de genes que codificam
para o gene 16S rRNA tornou-se uma das abordagens mais importantes em
projetos voltados ao estudo da diversidade microbiana % b) Estudo sem a
selecdo de alvos (shotgun). Todo o DNA extraido da amostra é fragmentado e
sequenciado. A andlise consiste em avaliar e montar fragmentos
metagendmicos a fim de identificar, além da diversidade de genomas, novos

genes.

Atualmente os novos kits comerciais de extracdo de DNA e as plataformas
NGS permitem a construcdo de bibliotecas com alta cobertura, proporcionando
uma maior representatividade taxondmica das amostras " %2, As plataformas
NGS, como 454 GS FLX Sequencing (Roche), MiSeq e HiSeq (lllumina), e lon
Torrent (Life Technologies), compreendem equipamentos com capacidade de
sequenciamento da ordem de milhdes ou bilhdes de bases em algumas horas
de corrida, porém sob o custo de uma reducado significativa no tamanho das
leituras geradas. A tecnologia lon Torrent trouxe ao mercado um chip
semicondutor capaz de traduzir diretamente sinais quimicos em informacéo
digital com alta acuracia (>99,5%) e de aproximadamente 400 pb, o que é
extremamente Gtil na montagem de leituras do tipo shotgun ®. J4 a plataforma
MiSeq (lllumina) possui uma capacidade de producgéo de 15 GB com leituras de
300 pares de base (pb) de comprimento. Para andalise de mais de uma regido
variavel do 16S rDNA, por exemplo, os fragmentos agrupados podem ser
sequenciados a partir de ambas as extremidades do 16S rDNA. Esses pares
de sequéncias (paired-end) podem ser fundidos de modo que o fragmento final
tenha 600 pb *.

2.4.1.1 — Abordagens para anédlise metagendmica

Embora o volume de dados metagendmicos depositados em repositorios
publicos esteja aumentando exponencialmente ®° ainda ndo existem padrdes
para métodos experimentais e computacionais necessarios para analisar tais

66

conjuntos de dados °, tornando-se dificil comparar os resultados destes

estudos.
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O pré processamento da sequéncias, anterior aos passos de montagem,
predicdo génica e anotacdo, € um aspecto critico, pois evita contigs quimeéricos
e frameshifts (deslocamento do quadro de leitura na identificagdo dos genes
por insercdes e delecdes). O objetivo dessa etapa é remover possiveis erros de
sequenciamento, vetores, adaptadores, primers e organismos ndo relevantes
para o estudo (contaminantes). Um dos indices de qualidade amplamente
utilizados é o Phred, que corresponde a uma estimativa de probabilidade de
erro por base, de modo que: g = -10 x logl0(p), onde a pontuacdo da
qualidade atribuida a uma base (gq) esta relacionada com a probabilidade
estimada de uma atribuicdo errada (p). Assim, uma qualidade Phred desejavel
para analise de metagenomas seria superior a 20 em todas as bases, que
corresponde a uma probabilidade de erro de 1% por base analisada ’. Os
principais programas que fornecem o0s pré processamentos descritos sao
PRINSEQ 8, NGS QC Toolkit ® e Trimmomatic °.

Uma primeira classe de abordagens computacionais atribui as sequéncias
metagendmicas uma categoria taxondmica utilizando buscas por similaridade
contra um banco de dados de genes ou proteinas conhecido. O programa
MEGAN ! possui um passo de pré-processamento onde o conjunto de
sequéncias de DNA é comparado com bancos de dados de sequéncias
conhecidas, o NT do NCBI por exemplo, utilizando BLAST ou outra ferramenta
de comparacdo. MEGAN ¢é entdo usado para calcular e explorar o contetdo
taxondmico do conjunto de dados, utilizando a taxonomia do NCBI para
organizar os resultados em nds de uma arvore filogenética pré estabelecida. O
programa calcula o menor ancestral comum (lowest common ancestor) entre
todos os organismos que tiveram hit com cada sequéncia, de modo que o nivel
taxondémico atribuido reflete o nivel de conservacdo da sequéncia teste em
relacdo a sequéncia do banco de dados de referéncia. Alternativamente, a
andlise filogenética de genes marcadores também tem sido aplicada para a

2 usa TreePuzzle ",

determinacdo de distribuicdo taxondmica (MLTreeMap '
AMPHORA ™ usa PHYML 7). Essa atribuicdo requer a disponibilidade de
dados de referéncia com alta conservagdo de bases em relagad ao conjunto de
dados testado, para que as classificacdes sejam mais informativas, como ao

nivel de género e espécie °'.
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A segunda classe de algoritmos tenta resolver o problema de binning,
gue consiste no agrupamento das sequéncias em diferentes grupos (bins) de
organismos estreitamente relacionados. A maioria das ferramentas
computacionais existentes para binning utilizam a composi¢do do DNA, como
conteudo GC, frequéncia de nucleotideos e preferéncia de cédons, para esse
agrupamento (TETRA ", MetaClust ”’, MaxBin "®, TACOA ™). Para a correta
utilizacao de qualquer algoritmo binning € importante verificar o tipo de dado de
entrada e a existéncia de um completo conjunto de dados de treinamento ou
genomas de referéncia suficientes para classificar os organismos presentes no
metagenoma. Binning baseado em composicdo ndo ¢é adequado para
sequéncias muito curtas (por exemplo uma sequéncia de 100 pb contém
menos de metade de todos os 256 tetrameros possiveis), pois elas nédo

representam informacées suficientes para uma acurada classificacdo °’.

Com base em bibliotecas 16S rDNA do Projeto Microbioma Humano
(HMP) & o programa PICRUSt ® (phylogenetic investigation of communities by
reconstruction of unobserved states) cria uma predicdo da abundancia de
familias génicas a partir de genes marcadores e um banco de dados de
genomas de referéncia. Ele pré contabiliza o numero de cépias do 16S rDNA
por genoma de referéncia descrito no HMP e ajusta a abundancia funcional
presente nas amostras analisadas de acordo com com a abundancia relativa

de cada taxon no metagenoma. MetaPhlAn &

(metagenomic phylogenetic
analysis) € um programa para caracterizar os perfis taxonémicos usando
bibliotecas shotgun. Ele faz a inferéncia da abundancia relativa de taxons a
partir da identificacdo de marcadores clado especificos e como PICRUSt sé
identifica tAxons para marcadores pré computados. O programa GSMer 23, usa
uma metodologia baseada em k-mers para identificar os marcadores
especificos dos genomas sequenciados pelo Projeto Microbioma Humano.
Apesar de GSMer flexibilizar os marcadores a serem usados de acordo com a
amostra de entrada, ndo possibilita a identificacdo de espécies de grupos

taxondmicos nao representados no HMP.

Uma vez encontrados os taxa de interesse, € possivel reconstruir
genomas microbianos a partir do conjunto de sequéncias metagenémicas. O

mapeamento contra genomas de referéncia pode ser usado para as espécies
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esperadas na amostra. No entanto, esse mapeamento ndo elucida os genomas
de espécies novas ou cepas muito variaveis de espécies ja sequenciadas.
Nesse caso, a montagem de novo é a abordagem de escolha, e geralmente &
realizada utilizando montadores especificos tais como Metavelvet 8, Genovo
%, Meta-IDBA %. Montadores baseados em grafos deBruijn foram
desenvolvidos para as sequéncias curtas. Um grafo deBruijn é uma estrutura
de dados direcionada que representa compactamente uma sobreposicdo de
sequéncias curtas, de modo que cada k-mer (palavra de comprimento k criada
a partir da decomposicdo das sequéncias originais) é atribuido a um no, e
assim, o tamanho do grafo torna-se independente do tamanho da entrada. Os
contigs resultantes sdo formados pelos caminhos que percorrem o maior
nameros de k-mers no grafo. Os dois principais desafios encontrados por
montadores que utilizam sequéncias curtas como entrada séo: a abundancia
variavel dos organismos na amostra e a baixa sensibilidade dos montadores. A
variacdo de abundancia entre os organismos leva a uma variacdo de
amostragem que confunde montadores que utilizam "a cobertura esperada”
como um parametro para diminuicdo de erros derivados da montagem de
regibes repetitivas. Algumas solu¢cdes foram propostas como célculo de
cobertura local ou particionamento dos grafos de montagem, entretanto uma
abordagem hibrida de montagem pode ser mais efetiva. Em bioinformética,
montagem hibrida refere-se a utilizacdo de mais de uma tecnologia de
sequenciamento para realizar a tarefa de montagem. Um exemplo € o uso de
sequéncias curtas, como as produzidas pelo sequenciamento lllumina, para
uma primeira montagem e o0 emprego de sequéncias mais longas, como as
sequenciadas com PacBio, para extender os contigs e finalizar o processo de
montagem ?’. A sensibilidade est4 relacionada ao dimensionamento do estudo.
E necessaria uma amostragem profunda para montar robustamente membros
raros. Em amostras metagendmicas ribotipadas (estudos de 16s rRNA) é
possivel detectar espécies raras, que possuem uma abundéancia de 1 para
100.000 espécies dominantes ou inferior. Estas espécies podem ser
inobservaveis com cultivo, todavia temos ciéncia de que estas podem ser

membros ecologicamente significativos (a hipotese de "biosfera rara" ).
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A predicdo génica é utilizada para a identificacdo de proteinas e RNAs
presentes na amostra. E possivel mesclar predi¢bes realizadas nos contigs e
nas sequéncias do metagenoma ndo montado. Existem duas abordagens para
predicdo de genes: a) "baseada em evidéncias" que usa busca por homologia a
partir de comparacdes simples (ex. BLAST #°) contra bancos de dados de
proteinas (ex. Critca %°, Orpheus °!) e b) “ab initio" que depende de
caracteristicas intrinsecas da sequéncia de DNA para discriminar entre regides
codificadoras e néo codificadoras, permitindo a identificacdo de genes que nao
possuem homologos nas bases de dados disponiveis. Nesse caso, 0 uso de
conjuntos de treinamento, estratégia usada por FgenesB % e Genemark %,
pode melhorar a qualidade dos genes preditos. Em procariotos, oS genes
possuem sinais especificos e relativamente bem compreendidos como
promotores, fatores de transcricéo, ligacdo a Pribnow Box (sequéncia TATAAT,
parte essencial dos promotores). Além disso, sequéncias codificadoras de
proteina ocorrem como um formato de leitura aberta (ORF), com estatisticas
proprias de tamanho da janela até a identificacdo do stop cdédon. Genes
codificadores de RNAs (tRNA e rRNA) sao preditos utilizando ferramentas
como tRNAscan para tRNAs e buscas de similaridade para rRNAs. Outros tipos
de RNA néo codificadores (ncRNA) podem ser detectados por comparacéo
com os modelos de covariancia * e sequence-structure motifs *°. A predicédo é
geralmente seguida de uma anotacdo funcional, comparacdes entre genes
preditos e sequéncias previamente anotadas (similaridade ou ortologia).
Sequéncias de proteinas podem ser comparadas com perfis de alinhamento de
sequéncias de proteinas das familias TIGRFAM * e Pfam
exemplo, RPS-BLAST % ou DIAMOND %. RPS-BLAST usa o algoritmo

“reverse position-specific BLAST”, no qual a matriz de alinhamento utilizada

usando, por

uma pontuacdo de scores modificada de acordo com a posi¢cdo especifica dos
aminoacidos, penalizando substituicbes em sitios de ligacdo dos dominios
conservado. J4 DIAMOND ,assim como o BLASTX e BLASTP ', é baseado
no alinhamento local de k-tuplas, estruturas de dados ordenadas, mas € mais

rapido pela dupla indexacéo da referéncia e da query.

Métodos para a anotacdo de contexto gendmico de cada gene incluem

d 101 102 103

genomic neighborhoo , gene fusion , perfis filogenéticos e co-
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expressdo %, KEGG orthology (KO) ' possibilita uma andlise de enzimas e
vias metabolicas, de modo que cada leitura corresponda a um numero de
acesso KO (PathwayTools '%). MG-RAST " e CloVR '® sdo exemplos de
pipelines que integram anotacdes funcional e metabdlica. As informacdes
obtidas das varias espécies podem ser agrupadas em vias biolégicas
representativas da atividade bioquimica da comunidade microbiana % *°.
MOCAT2 (metagenomic analysis toolkit) também pode gerar perfis
taxondémicos a partir de conjuntos de referéncia de genes marcadores, além de
perfis funcionais, bem como e fazer a predicdo génica das sequéncias
montadas. No entanto, nenhuma das ferramentas supracitadas é capaz de
quantificar as abundéncias, pois retornam uma simples contagem do
mapeamento de genes ou espécies conhecidos. Além disso, ndo levam em
consideracdo o comprimento do gene, das leituras ou o tamanho do genoma

de referéncia. Destes pipelines apenas MOCAT2 °°

€ capaz de realizar a
montagem automatica das sequéncias, sendo, portanto, os demais, incapazes
de identificar operons e genes com multiplos dominios em metagenomas de

baixa ou média complexidade. SmashCommunity **

(Simple Metagenomics
Analysis Shell for microbial communities) é capaz de supir essas demandas, e
realizar andlises quantitativas e comparativas, entretanto foi desenvolvido

apenas para conjuntos de dados menores como leituras de Sanger e 454.

s

A metagendmica comparativa é importante para estudos funcionais e
evolutivos em diferentes amostras, revelando variagbes na composicao
microbiana, composicdo das sequéncias, tamanho dos genomas, taxas de
evolucao, enriqguecimentos especificos de vias metabdlicas, grupos funcionais
ou grupos de ortologia que caracterizam a funcionalidade bioquimica de uma

comunidade .

2.4.1.2 — Estatistica aplicada a anélise de microbiomas
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2.4.2 — Abordagens para o estudo de Genomas Individuais

Com o objetivo de prever o potencial metabolico de comunidades
microbianas utilizamos a metagendmica, porém essa andlise ndo permite o
estudo da variabilidade genética intra-especifica. Ainda sem a necessidade de
cultivo prévio, € possivel reconstruir pequenos genomas ou conjuntos de
linhagens estreitamente relacionadas a partir de bibliotecas shotgun de uma
comunidade complexa. Esse binning metagendmico possui dois componentes
principais: (i) clusterizacdo e (ii) representacéo de dados 2. A clusterizacdo
envolve o agrupamento (ex. agrupamento hierarquico e redes neurais) dos
contigs, scaffolds ou genes com base em suas caracteristicas genéticas, como

por exemplo, a frequéncia de oligonucleotideos (2T-binning **3
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, Databionic

ESOM tools ' tetramerFreqs ') e a cobertura dos contigs (Multi-

metagenome ®, MGS Canopy algorithm **’

). Existem ainda programas que
combinam as duas abordagens, criando uma matriz de distancia composta da

combinagéo dessas duas anélises (MaxBin "8, GroopM ¢, MetaBAT *9).

Atualmente sabemos que a diversidade de espécies unicelulares dentro
de um ecossistema é muito maior do que se pode medir com precisdo através
do estudo de grupos mistos. Estudos de células unicas permitem insights sobre
adaptacdo ecologica, interacdes troficas e versatilidade metabdlica pontual,
incluindo a andlise de polimorfismos de organismos geneticamente adaptados

ao ambiente sem necessidade de cultivo prévio *%°.

Métodos para
sequenciamento gendmico de células unicas (Single Cell Genomics, SCG)
consistem em uma série dos processos integrados: separacao fisica (sorting),
lise, amplificacdo do genoma inteiro das células individuais e sequenciamento.
A separacao das células Unicas pode ser realizada por fluorescéncia (FACS)
121 ou por micromanipulacdo %2, Uma Unica célula procariética contém de 10 a
15 fentogramas de DNA, aproximadamente 10° vezes menos DNA do que o
necessario para construcdo de uma biblioteca NGS que permita a montagem
de um genoma procariético. A amplificagdo do genoma inteiro (Whole Genome
Amplification - WGA) se torna possivel através da técnica de amplificagdo por
deslocamento multiplo (Multiple Displacement Amplification - MDA), que

envolve a utilizagdo de uma DNA polimerase (phi29) *2.
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As técnicas de sequenciamento, filtragem das sequéncias e anotacéo
dos scaffolds sdo as mesmas descritas para a metagendmica, incluindo um
passo anterior de isolamento e cultivo microbiano. Todavia, o viés de
amplificacdo da técnica de MDA resulta em uma grande cobertura de algumas
regides do genoma, em detrimento de outras regiées. Uma montagem de novo
usando algoritmos convencionais, que pressupde uma profundidade uniforme
de sequenciamento, gera contigs quiméricos ligando fragmentos gendémicos
ndo contiguos. Uma solucdo proposta por Chitsaz et al. foi implementada em
Velvet-SC ' e adaptada em outras ferramentas de montagem como SPADES
125 o IDBA-UD . 0O algoritmo baseado em grafos deBruijn usa um limiar
variavel de corte para as regibes de baixa cobertura, que comeca em uma
sequéncia que cubra a regido montada e aumenta gradualmente. Desse modo,
alguns contigs podem ser conectados mesclando regides de alta e baixa

cobertura a fim de formar um scaffold longo.

A abordagem SCG permitiu um novo olhar sob alguns aspectos
estruturais do genoma, como a conservacgao génica, conservacao de operons,
duplicacdo génica, ilhas genémicas, tansferéncia horizontal de genes e vias

metabdlicas pouco elucidadas **’.

No entanto, para estudos focados em
genomas cultivaveis (como para desenvolvimento de consorcios microbianos),
de dificil separagcédo por SCG ou de alta complexidade, a genémica ainda é o

método de escolha.

3- Justificativa

A indastria de mineracdo é um dos motores econdmicos do mundo, com

grandes investimentos em pesquisas nos setores de prospecc¢ao e implantagcéo

de novas minas '. Apesar disso, ainda ndo existe informacdo disponivel

suficiente sobre a diversidade de bactérias e arquéias de minas brasileiras de
cobre, bem como poucas pesquisas estdo focadas na biorecuperagcédo desses
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metais O conhecimento da diversidade de comunidades microbianas

procarioticas associadas a minérios complexos contendo cobre e a
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reconstrucdo de genes e rotas metabdlicas envolvidos nas interacdes entre
esses microrganismos é pré-requisito para que se possa compreender como 0s
microrganismos influenciam na bioxidacdo e bioreducdo desses metais. Esta
visdo ampla pode ser melhor estabelecida através de métodos como a
metagenémica e gendmica, que identificam porcbes génicas de
microrganismos cultivaveis e ndo cultiviveis. Os resultados do presente
trabalho constituem um catalogo genético inédito e de grande valor para
conducdo de estudos focados em aplicacdes biotecnolégicas como: (1)
screening funcional, (2) isolamento e caracterizagcdo de novas espécies, (3)
estudos de microcosmos, (4) ampliacdo do biomonitoramento ambiental com o
desenvolvimento de novos biomarcadores relacionados a contaminagdo com
metais pesados, (5) criagdo de consoércios microbianos comerciais para
biolixiviacdo de biorremediacdo e (6) desenvolvimento de subprodutos para
biomineragdo por biologia sintética. Além disso, a correlagdo entre esses
achados e a atividade microbiana em ions metalicos pode ser a chave para o
desenvolvimento de novas tecnologias visando, principalmente: aumentar a
extracdo de cobre (de forma mais econdmica), remediar ambientes
contaminados sem a necessidade de processos quimicos (tecnologia
sustentavel), possibilitar a recuperacao de metais a partir de depdsitos de muito

baixo teor (até 0 momento, economicamente inviaveis).
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4- Objetivos

4.1 - Objetivo Geral

Caracterizar taxondmica e funcionalmente comunidades microbianas de
ambientes de mineracdo de cobre utilizando abordagens dependentes e

independentes de marcadores moleculares.

4.2 - Objetivos especificos
1. Determinar e comparar a diversidade taxonémica e funcional de
amostras provenientes de diferentes ambientes de minas de cobre;

2. Reconstruir genes, rotas metabdlicas e genomas de interesse para a
biolixiviag&do e bioxidag&o de cobre;

3. Comparar as abordagens dependentes e independentes de marcadores

moleculares, avaliando suas vantagens e limitacdes;

4. Associar as mudancas ambientais e parametros fisico-quimicos com os

perfis encontrados no item 1.

5. Construir uma base de dados relacional com os perfis encontrados no

item 1.
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5- Metodologia

5.1 - Areas de estudo

A mina de Sossego (06°23'14.9"S - 50°03'19.5"W, 238 metros de
altitude) € uma mina de cobre da Vale localizada na provincia mineral de
Carajas, no estado do Para, uma area que faz parte da Amazonia legal
brasileira, compreendendo o bioma cerrado e floresta tropical. Neste macro-
ambiente, a barragem de contencdo de rejeitos recebe e armazena os rejeitos
produzidos em grande escala em uma das etapas do beneficiamento da
calcopirita. Essa barragem de rejeitos foi escolhida como area de estudo por
ser um circuito fechado com alto teor de cobre, sulfato e outros compostos que
favorecem o ciclo de vida quimiolitotrofico, como o de organismos
biorremediadores. Neste ambiente coletamos amostras de agua de superficie,
agua de profundidade a 15 metros e sedimento (figura 5 A). Representando
ambientes impactados, locais com formacao de drenagem acida de mina foram
selecionados para coletas de agua e sedimento, por serem amostras alvo para

o desenvolvimento de bactérias biolixiviadoras (figura 5 B).

Figura 5 - Representacdo das areas de coleta A) Barragem de Rejeitos, outubro
de 2012. Coordenadas geogréaficas 06°27'83" S - 50°24’00” W ; B) Drenagem
acida de mina, abril de 2013. Coordenadas geogréaficas 06°25'62" S - 50°03’68”
W.

5.2 - Coleta

As coletas ocorreram em periodo chuvoso (outubro de 2012 para as
amostras de barragem de rejeitos, e junho de 2014 para as amostras de
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drenagem acida de mina) e periodo seco (abril de 2013 para as amostras de
barragem de rejeitos). Foram coletadas triplicatas da agua de superficie e
profundidade da barragem de rejeitos. O sedimento da barragem de rejeitos,
por se tratar de uma amostra formada por camadas complexas, possui
hexaplicatas. J& a drenagem acida de mina, até o presente momento esta
representada com duplicatas para a dgua e amostra Unica para o sedimento.
Amostras de AMD sao de dificil coleta, pois sdo formadas em locais de dificil
acesso, onde € preciso uma autorizacdo prévia da equipe de seguranca do
trabalho e acompanhamento de profissional treinado para dirigir em areas de
lavra. Uma parte do material coletado foi utilizada para a extracdo do DNA
metagendmico, outra parte foi destinada as analises fisico-quimicas realizadas
pela SGS Geosol Laboratérios Ltda, uma terceira porcdo foi destinada ao
cultivo de microrganismos em meios especificos por uma parceria entre o
Instituto Tecnoldgico Vale e a Universidade de Bangor. Os pontos escolhidos
para a coleta levaram em consideracdo a autorizagdo pela empresa que
mantém a concessao da area, além da facilidade de acesso aos ambientes de
interesse, para possivel localizacdo de microrganismos autotroficos. As

amostras foram armazenadas a -20°C até o momento da extragao.

5.3 - Extracdo e sequenciamento do DNA

As amostras utilizadas no presente estudo foram coletadas pela equipe
da Fiocruz-MG contratada pelo projeto Vale (Grant 1786221). O DNA de todas
as amostras foi extraido por Julliane Dutra Medeiros doutoranda do programa
de Genética da UFMG. As bibliotecas foram preparadas e sequenciadas pela

Plataforma de Sequenciamento do Centro de Pesquisas René Rachou.

Para amostras de sedimento (1 g), foi usado o PowerSoil® DNA Isolation
Kit (MoBio), conforme instrugbes do fabricante. Para amostras de agua
(membrana de 0,22 pum saturada com biomassa microbiana, por filtracdo de
cerca de 3 a 5 litros de agua) foi utilizado o PowerWater® DNA Isolation Kit
(MoBio). A gqualidade e quantidade do DNA foram avaliadas por eletroforese

em gel de agarose e Qubit®.
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Utilizamos duas abordagens para o0 estudo taxondmico das
comunidades microbianas em ambientes de mineracdo. A primeira é a
amplificacdo de duas regides hipervariaveis do gene 16S rDNA procariotico,
denominadas V3 e V4, a partir dos iniciadores universais 341F e 806R. Estes

oligonucleotideos estdo indicados na literatura como referéncias para os
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estudos metagendmicos e foram anteriormente padronizados em

experimentos no laboratério Centro de Pesquisas René Rachou/Fiocruz-Minas
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e do projeto Brazilian Microbiome Project A PCR foi feita em um volume

final de 25 pL, as condi¢cbes usadas estdo descritas na Tabela 1.
Tabela 1 - Descricdo dos primers e condi¢cbes de PCR. A mistura de reacdo

continha a seguinte composicdo: 1mM de cada primer, 2x KAPA HiFi HotStart
ReadyMix e 12.5 ng de DNA metagendémico.

Primers Sequéncia (5’-> 3’) DI # ciclos D A E EF
341F CCTAYGGGRBGCASCAG 98° C 35 98° C 56° C 72°C 72°C
806R GGACTACNNGGGTATCTAAT >30s >5s >20s >20s 5 min

DI — desnaturacéo inicial; D - desnaturacdo; A - anelamento; E - extenséo; EF — extenséo final.

Conforme esperado, a amplificacdo do gene 16S rRNA resultou em um
tamanho de fragmento de aproximadamente 500pb. A preparacdo das
bibliotecas do tipo paired-end de DNA genémico foram construida a partir de 50
ng de DNA. O DNA foi ligado a adaptadores especificos utilizando o kit
Nextera® DNA Sample Preparation (lllumina) conforme instrucdo do fabricante.
Em seguida, o DNA gendmico foi purificado e submetido a uma reacdo de
amplificagéo utilizando iniciadores complementares aos adaptadores. Os
produtos foram quantificados através do qPCR utilizando o Kit Sybr Fast qPCR
kit (Kapa). As bibliotecas de amplicons foram diluidas em uma solucéo de Tris-
HCl e Tween 0,1%, depositadas em uma flowchip e submetidas a 600 ciclos de
sequenciamento do tipo paired-end (gerando 300 pb no sentido forward e 300
pb no sentido reverse para cada molécula de DNA sequenciada) utilizando o
MiSeq Reagent Kit v3 (lllumina). As imagens obtidas foram processadas e

analisadas pelo programa “Imaging and Base Calling” fornecido pelo fabricante.
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Como segunda abordagem nenhum alvo foi selecionado e foram
construidas bibliotecas do tipo shotgun. Todo DNA extraido da amostra foi
fragmentado e sequenciado na plataforma lon Torrent, gerando
aproximadamente 400 pb para cada molécula seqlienciada. Para a construcéo
das bibliotecas foram utilizados os reagentes lon Xpress™ Plus Fragment
Library Kit, lon PGM Template OT2 200 Kit, lon PGM Sequencing 200 Kit v2,
lon Sphere™ Quality Control Kit, lon Library Quantification Kit e lon 318 Chip
Kit , todos fornecidos pela ThermoFisher. Cerca de 500 ng de DNA total foram
fragmentados enzimaticamente, usando o lon Shear Plus Reagent Kit. Em
seguida, as extremidades do DNA foram reparadas e ligadas a adaptadores
especificos fornecidos nos kits de sequenciamento. Com o uso de barcodes,
foram sequenciadas até trés amostras em um (nico chip, mantendo uma
profundidade elevada de sequenciamento (equivalente a 1.000 vezes o
tamanho de um Unico amplicon de 1.500 pb ou 4 vezes o tamanho médio de
100 genomas bacterianos). Os fragmentos de DNA de cada biblioteca foram
ligados a esferas magnéticas (lon Sphere™) e em seguida amplificados
através de PCR em emulsdo. As particles foram entéo aplicadas nos poros do

lon chip 318 a fim de serem entéo processadas pelo PGM lon Torrent™.

5.4 — Anélise de amplicons (16S rDNA)

Os dados gerados foram submetidos a um pré-processamento usando

Trimmomatic v0.32 °.

Os adaptadores lllumina foram identificados e
removidos. A filtragem por qualidade foi aplicada percorrendo uma janela de 4
bases ao longo de toda sequéncia, a partir da extremidade 5‘. Foram
eliminadas regides com pontuacdo média da janela inferior a Phred 15. Desse
modo, todas as janelas subsequentes a janela filtrada, extremidade 3' da
sequéncia, também foram removidas. Os pares de sequéncias (forward and
reverse de cada produto amplificado) foram montados a partir de suas regides
de sobreposicédo utilizando o programa Flash v1.2.11 135 Todos os pares
montados foram entdo truncados em 400 pares de base usando USEARCH v.7
136 a fim de garantir um melhor alinhamento mdltiplo possivel nas etapas

posteriores. O mesmo programa foi aplicado nas etapas de derreplicacéo,
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remocado de quimeras e agrupamento. Derreplicacdo € a identificacdo de
sequéncias 100% idénticas, de modo que apenas uma coépia de cada
sequéncia seja reportada. Isso diminui o esforco computacional nas etapas de

agrupamento e classificacao taxondémica.

As sequéncias filtradas foram agrupadas em unidades taxondmicas
operacionais (OTUs) com uma identidade minima de 97%, que corresponderia
a classificacdo ao nivel de espécie. Quimeras (sequéncias errbneas geradas
pela amplificagéo por PCR de mais de um molde) foram removidas com base
no banco rdp_gold.fa disponivel no pacote QIIME v1.8.0 *¥". A classificacéo
taxondmica dos grupos foi atribuida usando QIIME v1.8.0 e a base de dados
Greengenes v13 08 como referéncia. Os arquivos de saida (seqs_otu.txt e
tax_assignments.txt) foram utilizados para construir uma tabela de OTUs no
formato BIOM. As analises de diversidade foram realizadas através da

execucao do fluxo de trabalho core_diversity _analyses.py.

Os indices de alfa e beta diversidade foram calculados usando QIIME
com rarefacdo de 28.000 sequéncias e scripts R que utilizam rotinas do pacote
Vegan. Para comparacfes de beta diversidade, conjuntos de dados de
sequéncia rarefeitos foram utilizados para calcular a distancia filogenética
Unifrac. As relacdes de dominancia e modelos AIC (akaike information
criterion) foram geradas com base em uma matriz formada pelo logaritimo da
abundancia de espécies em relacdo as unidades taxondmicas encontradas
para todas as amostras. Essa matriz serviu como entrada para um script R que
utiliza a funcéo radfit do pacote vegan. Uma visdo geral dos passos para a
andlise integrada entre dados de amplicons e shotgun esta representada na
figura 6.
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Figura 6 - Representacédo grafica da andlise integrada entre dados de amplicons
e shotgun.

5.5 - Analise Shotgun

Uma vez concluido o sequenciamento, os dados foram
automaticamente transferidos para o servidor Torrent, onde foram submetidos
a um processamento inicial de sinal e algoritmos de base calling que geram
sequéncias de DNA associadas a reads individuais. Os resultados foram entéo
baixados nos formatos padrdo SFF e FASTQ. A separacdo dos barcodes foi
realizada através de plugins instalados no proprio sequenciador (SFFCreator e

FasqCreator).

As analises dos dados shotgun foram divididas em trés etapas: 12)
Andlise da diversidade taxondmica de todas as sequéncias filtradas; 23) Andlise
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da diversidade funcional dos dados montados; 3°) Reconstru¢do parcial de

genomas a partir dos dados metagendmicos.

Sequéncias de alta qualidade foram obtidas usando Trimmomatic-v.0.32
0 com qualidade média correspondente a Phred 15 em janelas deslizantes de
4 bases conforme descrito para os dados de 16S rDNA. Um filtro adicional foi
implementado para remover sequéncias menores que 100 pares de base. O
perfil taxonbmico foi obtido por comparacdo de todas as sequéncias com a
base de dados referéncia do NT (10_04), utilizando a ferramenta blastn . Os
melhores resultados foram selecionados de acordo com os critérios: cobertura
maior que 50% da referéncia, e-value menor que 0.001, identidade maior que
90%. O menor ancestral comum de todos os hits filtrados foi obtido utilizando o

1
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maddulo Ica do programa MEGAN v em linha de comando.

O conjunto de sequéncias filtradas foi utilizado para a realizacdo de uma
montagem de novo, baseada em grafos deBruijn, usando SPADESV3.6.0 %
Para esta etapa, os parametros foram selecionados de acordo com as
recomendacdes dos autores. Uma variedade de valores de k-mer foram
testados, e apenas o melhor (K=127) foi selecionado para as etapas
subsequentes. A fim de reduzir o nUmero de inconsisténcias relacionadas a
curtas insercdes e delecdes a opcao careful também foi utilizada nas
montagens. As regifes codificadoras foram preditas utilizando o programa
MetaGeneMark-vl '*°. As proteinas foram extraidas utilizando o script Perl
aa_from_gff.pl do MetaGeneMark. A anotacéo funcional dos genes preditos se
baseou em compara¢cdes com sequéncias previamente anotadas (ortologia). As
sequécias proteicas traduzidas a partir dos genes preditos puderam ser
classificadas usando a ferramenta DIAMOND v0.7.10.59 * contra a base de

dados completa do UniProt **°

. ldentificadores Uniprot foram mapeados a
outras classificacdes de familias protéicas do TIGRFAM *, Pfam ¥, COG *' e
Gene Ontology *2. Os genes preditos também foram associados aos seus
produtos enzimaticos e suas respectivas vias metabdlicas originarias usando
DIAMOND v0.7.10.59 *° contra a base de dados UEKO **® (integrac&o da base
de dados KO *°® com o UniProtKB). O melhor hit do DIAMOND para cada

proteina predita, em cada banco de dados, foi selecionado de acordo com os
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critérios: cobertura maior que 50% da referéncia, e-value menor que 0.001,

identidade maior que 30%, melhor valor de bitscore.

A ligacao entre os achados taxondmicos (classificagéo das sequéncias
filtradas) e funcionais (classificagdo das proteinas preditas) foi possivel
mapeando as sequéncias filtradas nos contigs montados usando Bowtie2
v2.2.3 0 arquivo gff resultante da predicdo génica foi usado para encontrar
a posicao inicial e final de cada gene. Para encontrar o valor de cobertura de
sequéncias em cada base do gene, o gff foi combinado ao arquivo “.bam” do
mapeamento usando as ferramentas samtools v0.1.19 *** e bedtools v2.17.0
146 A integracdo dos dados taxondémicos e funcionais foi realizada
incorporando as tabelas de cada um dos resultados em um banco mysql,
utilizando como chave priméria os identificadores das sequéncias ou dos genes

ou os KOs (figura suplementar 3).

Alguns genomas puderam ser parcialmente reconstruidos a partir do
metagenoma, usando o programa MaxBin v2.1 **’. Esse programa agrupa os
contigs montados a partir de suas caracteristicas genémicas (frequéncia de
tetranucleotideos e porcentagem de cobertura) e classifica-os a partir de um
conjunto modelo composto por genes marcadores com copia Unica. O
algoritmo expectation-maximization €é entdo utilizado para calcular a
probabilidade do contig pertencer ao dado genoma. A avaliacdo da qualidade
dos genomas recuperados foi realizada com o programa checkm v.1.0 **8. Essa
avaliacdo se baseia em um conjunto de genes minimo para cada taxon em
uma arvore de referéncia, Modelos Ocultos de Markov dos genes de referéncia
alinhados aos contigs agrupados. Existe um modelo para a classificacao
taxonbmica e outro para a predicdo da integridade do genoma final

(completeness coverage).

5.5 - Anélises complementares

Para identificar taxons e funcdes diferencialmente abundantes em cada
metagenoma foi realizado o teste qui-quadrado (P <0,05) utilizando o software

GraphPad Prism-v6.05 *°. A fim de evitar a insercdo de um viés técnico,
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anteriormente a todas as analises estatisticas, as abundancias (n° de
sequéncias) atribuidas a cada gene predito foram normalizadas de acordo com
o tamanho do gene. Todas as amostras coletadas foram agrupadas de acordo
com o local de coleta (drenagem e barragem). A partir desses dois grupos,
também foram realizadas comparacfes taxondmicas e funcionais, utilizando a

distribuicdo binomial negativa presente no pacote DESeq2 **° do R v3.2.2.

A fim de encontrar variagbes ambientais que influenciassem a
composi¢do microbiana, foi aplicada a analise de variancia multivariada (fungéo
anova.cca no pacote vegan do R v3.2.2; teste de permutacdo) de modo que

fossem filtradas apenas associacdes significativas (p<0.01).

5.6 —Analise comparativa entre abordagens para classificacdo taxonémica

usando bibliotecas shotgun

A metodologia utilizada para a classificacdo taxondmica baseada em
16S rDNA ja foi amplamente avaliada e discutida por Pyrlo e colaboradores ***
151:152  Como validacdo da metodologia proposta no presente estudo, para
classificagao taxondmica usando dados do tipo shotgun, o pipeline apresentado
foi comparado com as seguintes ferramentas: mapeamento simples usando
Bowtie2 ***, classificacdo baseada em marcadores moleculares MetaPhlAn2 %2,
classificagdo baseada em marcadores preditos por frequéncia de k-mers
GSMer !4 Existem muitas ferramentas disponiveis para analisar
metagenomas. Para a presente analise, 0s seguintes critérios foram utilizados
para escolher as ferramentas: (a) apenas ferramentas livremente disponiveis
para download com versdo estavel e utilizacao local; (b) ferramentas com
documentacdo clara e adequada; (c) ferramentas com potencial de ser

amplamente adotadas pela comunidade cientifica.

Foi utilizado um conjunto simulado de sequéncias metagendmicas a
partir de dados disponibilizados pelo Human Microbiome Project (NCBI
SRR172903). A biblioteca simulada € do tipo escalonada, foi convertida para o

formato FASTA usando a ferramenta sra toolkit do NCBI, e sua composi¢céo

42



taxon6mica é apresentada na tabela 1. Foram cerca de 20 taxons testados

para classificac6es ao nivel de género. Em cada conjunto estavam previamene

calculadas a abundancia relativa pelo numero de sequéncias de 16S rRNA na

amostra e pelo numero de sequéncias mapeadas em todos 0s genomas de

referéncia esperados. Além disso, foi criado um conjunto de sequéncias que

nao possuiam classificagdo taxonOmica, chamadas aqui de verdadeiros

negativos. Esse conjunto de dados foi entdo classificado usando as trés

abordagens supracitadas.

Tabela 1 - Resumo da composi¢éo taxondmica do metagenoma simulado.

N° de sequéncias N° de reads

Acesso Nome da espécie de 16S rDNA por mapeadas por
conjunto genoma

Acinetobacter baumanii (ATCC 17978) 10000 35168
Actinomyces odontolyticus (ATCC 17982) 1000 785
Bacillus cereus (ATCC 10987) 100000 24502
Bacteroides vulgatus (ATCC 8482) 1000 1857
Candida albicans (SC5314) 1000 0
Clostridium beijerinckii (ATCC 51743) 100000 97503
Deinococcus radiodurans (DSM 20539) 1000 22252
Enterococcus faecalis (ATCC 47077) 1000 898
Escherichia coli (ATCC 70096) 1000000 0
Helicobacter pylori (ATCC 700392) 10000 0
SRR172903 Lactobacillus gasseri (DSM 20243) 10000 580
Listeria monocytogenes (ATCC BAAG79) 10000 6283
Methanobrevibacter smithii (ATCC 35061) 1000000 307410
Neisseria meningitidis (ATCC BAA335) 10000 0
Propionibacterium acnes (DSM 16379) 10000 0
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 47085) 100000 200832
Rhodobacter sphaeroides (ATCC 17023) 1000000 2069570
Staphylococcus aureus (ATCC BAA1718) 100000 1838371
Staphylococcus epidermidis (ATCC 12228) 1000000 1732753
Streptococcus agalactiae (ATCC BAA611) 100000 38387
Streptococcus mutans (ATCC 700610) 1000000 625899
Streptococcus pneumoniae (ATCC BAA334) 1000 0

Os valores relativos referentes ao nimero de sequéncias classificadas a

nivel de género foram usados para calcular, independentemente, sensibilidade

(SEM), especificidade (SPEC), valor preditivo positivo (VPP) e valor preditivo

negativo (VPN). Também foram definidos os verdadeiros positivos (TP), falsos
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positivos (FP), verdadeiros negativos (TN) e falsos negativos (FN) para as
predicdes de cada programa. Uma vez que sabemos o taxon esperado para
classificacdo de cada sequéncia, podemos obter FP como o numero de
sequéncias que foram preditas para taxons ndo existentes na amostra e FN
como o0 numero de sequéncias que ndo foram atribuidas aos taxons existentes
na amostra. Como verdadeiros negativos foram inseridas 1.000 sequéncias
modificadas que serdo contabilizadas se permanecerem sem classificacao.
Verdadeiro positivo corresponde as sequéncias corretamente classificadas. As

demais métricas de qualidade foram calculadas conforme as férmulas:
SEM=TP /(TP + FN)

SPEC = TN/ (TN + FP)

PPV = TP / (TN+FN)

NPV = TN / (TN +FN)
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5.7 — Desenvolvimento do banco de dados

Os bancos de dados sdo ferramentas chave para a analise
Bioinformatica, j& que permitem o armazenamento, organizacdo e recuperacao
de informacdes biologicas. Dentre o0s principais tipos de sistemas de
gerenciamento de banco de dados, podemos citar o sistema de indexacdo de
arquivos simples e o sistema de indexagéo de arquivos relacionais (RDBMSs —
Relational Database Management Systems). O banco relacional organiza os
dados em tabelas, onde cada linha representa um registro no banco de dados,
e cada linha pode conter varias informacdes distintas (campos). O RDBMS
fazer a conex&o entre tabelas relacionadas, localizando os elementos comuns
entre elas (relacionamentos). O MySQL é um DBMS relacional de codigo
aberto que possibilita ao usuario criar, manter e gerenciar bancos de dados de
forma robusta e eficiente [DuBois P. MySQL. Quarta Edicdo. Addison-Wesley
Professional; 2008]. A Figura XX mostra o relacionamento entre as tabelas do

banco de dados de vias metabdlicas e enzimas.

Neste trabalho, o banco de dados foi instalado em um servidor Dell R910
sistema operacional Linux-CentOS 6.8 (RedHat), em um 8 x Decacore Intel(R)
Xeon(R) CPU E7- 4850 @ 2.00GHz - 24MB cache, 3.6 Terabytes de HD , 64
Gb de Ram, tendo grande capacidade para armazenamento de dados e
rapidez nos processos de busca e aquisicdo das informacdes.

Em relacdo as ferramentas disponiveis para analise metagendémica in
house, esse banco de dados é o primeiro a permitir a inferéncia de relacées
diretas entre dados taxondmicos e funcionais em bibliotecas de alto
rendimento. Ao fim das andlises, o0s resultados organizados no banco permitem
a consulta: a) da abundancia relativa de taxons e funcdes entre ambientes; b)
da contribuicdo de cada taxon para o pool genético do ambiente; c) de

organismos que realizam as funcdes de interesse.
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READ_ID | GIDESC
MB1838:15:000000000-AB1Y1 110

MB1838:15:000000000-AB1Y1 1101:1754. Myxococcac
MB1838:15:000000000-AB1Y1 1101:1646

MB1838:15:000000000-AB1Y1 1101:1839 Streptomyces badius
MB1838:15:000000000-AB1Y1 1101:1374

MB1838:15:000000000-AB1Y1 1101:1265: freshwater metagenome
MB1838:15:000000000-AB1Y1 1101:1577 Methylophilus
MB1838:15:000000000-AB1Y1:1:1101:19600
MB1838:15:000000000-AB1Y1:1:1101:1053!

+ + + v 5 o
| START_MATCH | END_MATCH | READ_ID GENE_LENGTH | RATIO
- S o
NODE_1_length_796214_cov_39.0756_ID_1 | 218 627 | 0.23445
NODE_1_length_796214_cov_39.0756_ID_. MO1838:15:000000000-AB1Y1:1:1118:4054:6011/2 627 | 0.23445
NODE_1_length_796214_cov_39.075 205 00000000 - AB1Y 118:10857:14122/2 C 627 | 0.213716
NODE_1_length_796214_cov_39.0756, 251 5:000000000-AB1Y 110:15799:5421/2 ene_id_: 627 | 0.287081
NODE_1_length_796214_cov_39.0756_ID_. 2113:7549:10265/2 627 | 0.226475
NODE_1_length_796214_cov_39.075 218 5:000000000 - AB1Y 118:9662:16415/2 e C 627 | 0.23445
NODE_1_length_796214_cov_39.0756_ 163 5:000000000 - AB1Y 102:25088:16527/1 id_ 627 | 0.14673
NODE_1_length_796214_cov_39.0756_ID_1 | 163 5:600000000 - AB1Y 102:2508! 627 | ©.14673
NODE_1_length_796214_cov_39.0756_ID_1 | 199 00000000 - AB1Y 109:2543 e 627 | ©.204147
NODE_1_length_796214_cov_39.0756_ID_1 | 218 :000000000-AB1Y1:1:1111:4109:926 - id_ 8.23445

gene_1id_13 | K@©951
gene_id_14 | K@1972
gene_id_15 | K83427

K09981
K01534
K83892
K83695

I
I
I
I
I
KBO571 |
I
I
I
I

DESCRIP

Carbon metabolism | K@esa4

Carbon metabolism K12407 glucokinase [EC

Carbon metabolism K00845 glucokinase [EC:2.7.1.2]

Metabolism Carbon metabolism K00886 ppgK; polyphosphate glucokinase [EC:2.7.1.63]
Metabolism Carbon metabolism K08@74 | ADPGK; ADP-dependent glucokinase [EC:2.7.1.147]

tabolism |
|
|
|
|
Metabolism | Carbon metabolism K808918 pfkc; ADP-dependent phosphofructokinase/glucokinase [EC:2.7.1.146 2.7.1.147]
|
|
|
|

Metabolism
Metabolism

Metabolism Carbon metabolism K01810 GPI, pgi; glucos -phosphate isomerase [EC:5.3.1.9]

Metabolism Carbon metabolism K86859 pgil; glucose-6-phosphate isomerase, archaeal [EC:5.3.1.9]

Metabolism Carbon metabolism K15916 pgi-pmi; glucose/mannose-6-phosphate isomerase [EC:5.3.1.9 5.3.1.8]
tabolism Carbon metabolism K0e850 pfkA, PFK; phosphofructokinase 1 [EC:2.7.1.11]

_| Taxonomy classification v
Read ID VARCHAR(45)
GI Description V ARCHAR.(45) 1
Contig composition _Read 1D V ARCHAR (45)
Conti it v
Contig composition_Gene ID VARCHAR(45) ] Contig composition
— Config ID VARCHAR(45)
PRIMARY Start match INT
End match INT
Read ID_UNIQUE 1 ] KO assignment ¥
fk_Taxanomy dassification_Contig composition_idx | = ' Read ID VARCHAR(45) 1 Gene ID VARGHAR(45)
Gene ID VARCHAR(45)
KO VARCHAR(45)
Gene length INT 1
KEGG_KO VARCHAR(45) —|
Ratio DECIMAL(3) J v 3 _| KEGG v
KO assignment_Gene ID VARCHAR(45) == PRIMARY KO VARCHAR(45)
KO assignment_KO VARCHAR(45) Gene ID_UNIQUE Category 1VARCHAR(45)
v
fk_KO assignment_KEGG1_idx Category 2 VARCHAR(45)
PRIMARY KO_UNIQUE Description VARCHAR(45)
Read ID_UNIQUE v
Gene ID_UNIQUE PRIMARY
fik_Contig composition KO assignmentl_idx KO_UNIQUE
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Figura XX - Visdo geral do banco de dados para integracdo das classificacbes
taxondmica e funcional nas bibliotecas shotgun. A) Modelo Entidade-Relacionamento
do banco de dados. As setas pretas indicam as chaves (identificadores Unicos) que
relacionam as tabelas. ID: identificador. INT: campo para ndmeros inteiros. VARCHAR:
campo para caracteres. B) Exemplo dos dados que comp®e as tabelas representadas
em A.
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6- Resultados e Discussao

6.1 — Validacdo do pipeline para analise metagenémica de bibliotecas
shotgun: comparacdo entre métodos de classificacdo taxondmica
dependentes e independentes de marcadores moleculares

Para cada ferramenta, a abundancia taxondmica predita por género foi
comparada com a abundancia conhecida da comunidade simulada: a) pelo seu
ndamero de sequéncias de 16S fornecida pelo Human Microbiome Project e
calculada por RT-PCR, b) pelo nimero de sequéncias mapeadas em cada
genoma de referéncia correspondente a cepa indicada. Uma medida
importante relacionada a acuracia é a ocorréncia de falsos positivos, ou seja, a
frequéncia com que uma ferramenta prediz a presenca de taxons gue nao
foram incluidos nos conjuntos de dados. Em geral, as ferramentas sao
consistentes, pois conforme demonstrado na tabela 2, os resultados ao nivel de
género nao diferiram significativamente entre si (1 way anova, p<0,05). Vale
lembrar que mesmo ndo sendo diferencas significativas, nenhum dos
programas conseguiu predizer corretamente todas as abundancias.
Curiosamente, nos trés programas as sequéncias nado classificadas (falso
negativos) nao pertenciam a taxons raros, mas a filos abundantes em bancos
de dados como acidobacteria e proteobacteria. Um exemplo de organismos
menos representados nessas classificacées é o género Methanobrevibacter, no
qual as predi¢cdes corresponderam a menos da metade da abundancia original
do conjunto de dados simulado. Segundo Tsai e colaboradores **° a
classificacdo taxonémica baseada em bibliotecas shotgun é dependente da
relacdo profundidade de sequenciamento / complexidade da amostra e da
composicdo da comunidade (numero de subespécies ou espécies com
genomas semelhantes). Consequentemente, isso pode resultar em

reconstrucdes fragmentadas e incompletas.
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Tabela 2 - Comparacdo entre a abundéancia relativa de espécies predita por
abordagens dependentes e independentes de marcadores moleculares

% relativa de % relativa de

sequéncias sequéncias % relativa de
. % relativa de sequéncias identificadas seque sequéncias
% relativa de identificadas . e
Género sequéncias de mapgadas em seus usando o fluxo usando identificadas
16S rDNA respectivos genomas de de trabalho Metaplhan usando GSM
referéncia proposto nesse (maFr)ker (marker - k-mer
estudo enes) composition)
(similarity) 9

Acinetobacter 0,18 0,50 4,11 0,00 0,23
Actinomyces 0,02 0,01 0,00 0,00 5,10
Bacillus 1,80 0,35 2,88 8,07 0,04
Bacteroides 0,02 0,03 0,00 0,00 0,00
Candida 0,02 0,00 0,00 0,00 0,00
Clostridium 1,80 1,39 2,55 0,02 0,00
Deinococcus 0,02 0,32 0,00 0,00 0,04
Enterococcus 0,02 0,01 0,49 0,73 0,61
Escherichia 17,96 0,00 20,57 1,30 0,00
Helicobacter 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00
Lactobacillus 0,18 0,01 0,80 0,19 0,15
Listeria 0,18 0,09 0,00 0,00 0,00
Methanobrevibacter 17,96 4,39 5,44 0,74 0,00
Neisseria 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00
Propionibacterium 0,18 0,00 0,00 0,00 0,00
Pseudomonas 1,80 2,87 2,24 0,40 0,04
Rhodobacter 17,96 29,55 8,16 13,71 4,22
Staphylococcus 19,77 50,99 31,03 6,16 15,03
Streptococcus 19,77 9,49 4,01 4,02 74,50
Unclassified 0,01 - 0,02 0,05 0,02
Others - - 17,70 64,61 0,03

O pipeline proposto nesse estudo apresentou melhor desempenho nas
métricas sensibilidade e valor preditivo positivo. A sensibilidade é a
probabilidade de um taxon presente no ambiente ser corretamente classificado.
O valor preditivo positivo é a probabilidade de um taxon classificado estar
presente no ambiente. Isso indica uma alta taxa de verdadeiros positivos em
detrimento do aparecimento de muitos falsos positivos. Essa seria a ferramenta
ideal para ambientes pouco estudados, porque aumentaria a chance de
classificacdo das sequéncias. Por outro lado o pipeline baseado em
similaridade permite a classificacdo de pequenas ORFs, pseudogenes,
transposons, genes housekeeping. A identificacdo dos fragmentos de cada
genoma dentro do metagenoma pode ser confundida pela natureza conservada
e alta similaridade dessas regides entre diferentes taxons. Esse ruido
gendmico pode ocasionar altas taxas de resultados falsos positivos . As
regides intergénicas compreendem aproximadamente 15% dos genomas

155

bacterianos e sao normalmente descartadas da analise dos dados
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metagendmicos apos o0 passo de predicao génica. O interesse atual em regides
intergénicas estd focado na exploracdo de novas unidades funcionais, tais
como pequenos RNAs, pequenas ORFs, pseudogenes, transposons, locais de

1% Essas regides também

ligacdo de integrase e elementos repetitivos
estavam presentes na comunidade simulada e pareceram contribuir para a
identificacdo taxondmica, sugerindo seus papéis na identificacdo de espécies
microbianas. O resultado também corrobora a idéia de que amostras que foram
submetidas a diferentes fluxos de trabalho de bioinformatica sdo comparaveis

157 e reforca a necessidade de uma padronizacdo dessas andlises em

8

metagendmica *°. Além disso, ndo foram incluidas sequéncias de eucariotos

para essa avaliagdo, sendo essas observacdes relativas somente a procaritos.

O desempenho de cada método, dadas as métricas matematicas valor
preditivo positivo (PPV), valor preditivo negativo (NPV), SEN (sensibilidade) e
SPEC (especificidade) é ilustrado na figura 7, em que valores proximos de 1
sdo as melhores. Em geral, os métodos apresentaram bom desempenho. O
método baseado em k-mer apresentou maior especificidade, enquanto o
método baseado em similaridade apresentou maior sensibilidade e precisao
(PPV). No futuro poderemos ampliar o dataset de teste a fim de avaliar taxons
especificos e aplicar a composicdo de k-mers apenas para os de dificil
classificagao por similaridade, podendo aumentar os valores de especificidade

do pipeline proposto nesse estudo.
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0,7

B Sensibilidade

BEspecificidade

Valor preditivo positivo

Bvalor preditivo negativo

Similaridade Marcadores  Marcadores baseados em
(BLASTN) génicos composicao de kmer
(Metaphlan) (GSM)

Figura 7 - Comparacédo entre os métodos dependente e independente de
marcadores para classificacdo de sequéncias shotgun. As equacdes sdo
descritas respectivamente por: sensibilidade = TP / (TP + FN); especificidade =
TN/ (TN + FP); Valor preditivo positivo = TP / (TN+FN); Valor preditivo negativo
= TN/ (TN +FN). De modo que TP corresponde aos verdadeiros positivos, FP
aos falsos positivos, TN aos verdadeiros negativos e FN aos falsos negativos.

A definicdo clara de cepas e espécies microbianas para cada método de
classificagdo também é um assunto amplamente debatido. O método de
classificacéo do fluxo de trabalho aqui proposto define estirpes e espécies com
base no sistema de classificacdo do NCBI, em que a parte binomial da
nomenclatura define uma espécie e a identificacdo seguinte a nomenclatura
binomial define uma cepa. Em MetaPhlAn a atribuicdo taxondmica é realizada
mapeando todas as leituras contra um conjunto de marcadores usando Bowtie,
de modo que a atribuicdo das nomeclaturas depende da classificacao
taxondmica usada durante o depdsito do genoma mapeado. Em GSM (genome
specific marker), em relacdo ao n6 mais geral de sua arvore pré-determinada, o
programa possui um conjunto de cerca de 1 milhdo de marcadores. Esse
conjunto é redimensionado em marcadores especificos para o clado predito
como 0 mais proximo da amostra analisada, em que um clado pode ser téo
amplo como um filo. Deste modo, as sequéncias de marcadores tém de ser
fortemente conservadas dentro desse clado sem ser localmente semelhante as

sequéncias fora do clado. Por esse motivo, ja ndo era esperado 0 mapeamento
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de todas as reads, diminuindo seu calculo de verdadeiros positivos e
impactando em sua sensibilidade. Além disso, essa ndo seria a melhor
abordagem para andlise de ambientes extremos ou pouco estudados. Isso
porque grande parte dos organismos constitutivos desses ambientes néo esta
representada nos bancos de dados gendmicos e nos marcadores utilizados por

€SSe programa.

6.2 — Analise dos parametros ambientais mensurados na barragem de
rejeitos e na drenagem acida de mina

A cinética dos processos geoquimicos envolvidos na geracdo da
drenagem &cida pode ser afetada pela concentracdo de oxigénio na superficie
da particula de sulfeto, granulometria das particulas, superficie especifica do
mineral sujeito a oxidacdo, temperatura, concentracdo do ion férrico, pH, entre
outros fatores '*°. As caracteristicas fisico-quimicos das amostras de agua e
sedimento da barragem de rejeito e da drenagem &acida de mina estdo
representados nas Tabelas 3 e 4.

Fosforo (P) e nitrogénio (N) sdo os principais fatores limitantes e

responsaveis pela eutrofizacdo. Robertson (2011) *°°

cita que a presenca de P
e N nos ambientes de agua doce, em concentracdes superiores a 0,01 e 0,03
mg/l, respectivamente, determinam proliferacfes algais,enquanto que valores
entre 0,005 e 0,006 mg/l (=5 e 6 ug/l de P) sdo limitrofes entre o estado de
Mesotrofia e Eutrofia para lagos tropicais. Neste contexto, a barragem de
rejeitos e a drenagem &cida de mina sdo ambientes tipicamente oligotréficos

(P<0,1 mg/l e N< 3,8 mg/l).

As concentracdes de metais dissolvidos na &gua da barragem nao
excedem os valores maximos estabelecidos nas diretrizes brasileiras para
enquadramento de corpos d’agua dentro de padrdes de qualidade (CONAMA,
resolucdes de 2005 161y Em contraste, a 4gua da drenagem &cida de mina
apresenta parametros fisico-quimicos relacionado a concentragdo de metais

pesados alterados. O pH da drenagem acida de 5,02 é maior que o0s
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observados em drenagens &cidas tipicas, que geralmente préximo a 1 %

Valores de pH em torno de 5 ou superiores ndo sdo naturais para o ambiente
em estudo, e a correcao quimica do pH, por parte da empresa mineradora, é
feita por meio da utilizacdo de calcéario. A presenca de calcario nesse ambiente
explica os elevados niveis de calcio solluvel detectado das amostras de
drenagem, que atingiram 200 mg/L. A elevacdo do pH de drenagens &cidas é
uma medida remediadora comumente adotada, e visa a precipitacdo de metais,
como Cu, Fe e Al, os quais permaneceram imobilizados no sedimento dessa
drenagem, ndo contaminando cursos d’agua da regido. Outra medida adotada
pela empresa é a fitorremediagdo, com a colocacdo de aguapés em toda a

area.

Segundo Abu Al-Rub '*®* o0 pH do meio aquoso interfere em muitos
processos metabdlicos de microorganismos, como, por exemplo, o controle a
captacdo de muitas espécies metalicas pela biomassa. Por outro lado, quando
os valores de pH se elevam, a superficie dos biossorventes torna-se mais
negativamente carregada, com a subsequente atracdo dos ions metalicos com

carga positiva e a biossorcéo é favorecida .

Em virtude de seu menor coeficiente de difusdo em agua, a
concentracdo maxima de O? dissolvido em ambiente aquatico natural é cerca
de 25.000 vezes menor do que a concentracdo de O? na atmosfera. Quando
esse oxigénio disponivel na agua é consumido, inclusive na oxidacdo dos
sulfetos, a disponibilidade de O? diminui significativamente, pois sua reposicéo
na agua é relativamente lenta **>. No periodo chuvoso (abril) a concentracéo de
oxigénio dissolvido na 4gua da barragem de rejeitos chega a ser duas vezes
maior que em todas as outras amostras. Apesar da diferenca ndo apresentar
resultado significativo (p=0,8), o aumento da disponibilidade de O, é uma
medida simples que retrata condicdes mais favoraveis a oxidacdo de sulfetos
nesse periodo (1IM_ABR=12,6 ; 15M_ABR= 11,7).

O potencial de oxi-redugdo € uma referéncia para as taxas de oxidacao
das espécies ibnicas de ferro, ao passo que representa a tendéncia da solugéo
de ser oxidada ou reduzida, ou seja, a sua capacidade de capturar ou liberar

elétrons. Nos sistemas de lixiviagdo, o potencial de oxi-reducdo da solucédo é
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determinado pela relacdo das concentracdes de Fe*?/Fe*3. Essa proporcéo foi
maior no periodo seco (1M_OUT= 0,19/0,07; 15M_0OUT=0,38/0,06), nas aguas
de superficie e profundidade. A oxidacdo dos ions ferrosos, indicada pela
elevacdo do potencial de oxi-reducdo, é uma indicacdo da dissolucdo dos

sulfetos minerais e consequentemene, da solubilizacdo do metal de interesse
166

As altas concentracbes de cobre (74,7 mg/L) e sulfato (1.170 mg/L)
observadas nas amostras de agua de drenagem &cida de mina eram
esperadas, ja que a formacao desse tipo de drenagem envolve a solubilizacéo
de metais e sulfatos em decorréncia da oxidacdo de ferro e enxofre em

minerais sulfetados, por microorganismos quimiolitotréficos °”.
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Tabela 3 - Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de agua da barragem de
rejeitos e drenagem acida de mina nos periodos de outubro de 2012, abril de
2013 e junho de 2014. O caracter - representa medidas que nao foram realizadas. Em
negrito estdo os valores acima dos previstos nas resolugcbes do CONAMA (para
implementacado da Politica Nacional do Meio Ambiente e do Sistema Nacional do Meio
Ambiente). O caracter * corresponde a parametros que apresentaram diferenca
significativa (p<0.01) entre as amostras da barragem de rejeitos (superficie e

profundidade de outubro :

1M_OUT,15M_OUT; superficie e profundidade de abril :

1M_ABR,15 ABR) e da drenagem acida de mina (agua superficial de junho:

AMD_JUN).
Parametros Unidades 1M_OUT 15M_OUT 1M_ABR 15M_ABR AMD_JUN CONAMA
Temperatura °C - - 31,00 31,50 - >40
02 dissolvido mg/mL 5,60 4,00 12,62 11,70 4,10 -
Turbidez NTU 12,80 177,00 2,60 2,40 42,80 -
pH NOUNIT 8,50 8,23 7,36 7,10 5,02 5a9
Potencial Redox mV - - 310 256 - -
Alcalinidade Total 1S, 3650 45,40 41,10 38,10 3,03 -
Aluminio Total mg Al/L 0,21 0,28 0,12 0,14 0,09 -
Arsénio Total mg As/L <0,01 <0,01 0,01 <0,01 <0,01 0,50
Céadmio Total mg Cd/L <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,20
Calcio Total mg Ca/L 58,10 61,50 68,70 66,80 219,00 -
Chumbo Total mg Pb/L <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 0,50
Cloreto mg CI-/L 126,00 120,00 97,80 96,90 1,94 -
Cobalto Total mg Co/L <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 2,78 1,00
Cobre Total mg Cu/L <0,009 0,01 0,01 0,01 74,7 1,00
Cromo Total mg Cr/L <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 <0,01 15,00
Ferro Ferrico mg Fe3/L 0,07 0,06 0,10 0,12 0,12 -
Ferro Ferroso mg Fe2/L 0,19 0,38 <0,05 <0,05 <0,05 -
Fluoreto mg F-/L 0,80 0,79 0,56 0,56 <0,1 -
Fésforo Total mg P/L 0,02 0,10 0,02 0,01 0,02 1,00
Magnesio Total mg Mg/L 2,71 3,06 3,81 3,55 136,00 2,00
Manganés Total mg Mn/L <0,05 <0,05 <0,05 <0,05 18,40 -
Niquel Total mg Ni/L <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 <0,02 -
s S C R LN S C S :
Potassio Total mg K/L 36,50 36,00 33,80 33,50 9,69 -
Sédio Total mg Na/L 160,00 156,00 158,00 176,00 65,40 -
*Sulfato mg SO4/L 275 263 160 154 1.170 -
Sulfeto mg S2-/L <0,002 0,003 0,002 0,002 <0,002 -
Sulfito mg SO3/L <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 <2,00 -
Zinco Total mg Zn/L <0,10 <0,10 <0,10 <0,10 0,38 5,00

- representa medidas que n&o foram realizadas. * Diferenca siginificativa (p<0.001) entre barragem e drenagem.

Com relagdo aos metadados avaliados para as amostras de sedimento

da barragem de rejeitos e da drenagem acida de mina, destacam-se as altas

concentracdes de metais (tabela 4) quando comparadas as amostras de agua.
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Isso pode ser explicado pela precipitacdo ou adsor¢cdo dos metais que sao
depositados no sedimento tornando baixas as concentragbes dos metais
dissolvidos na agua. Além disso, os sedimentos possuem papel importante no
transporte e armazenamento de contaminantes, fazendo com que a sua
qualidade determine a salde ecolégica do ambiente **®. No sedimento da
barragem os valores de cobre atingiram 1.256 ppm e na drenagem acida estédo
acima do nivel de deteccdo do método usada (valores maiores que 10.000
ppm). A alta concentracdo de cobre observada no sedimento da drenagem
também era esperada, pois, como ressaltado anteriormente, essas drenagens
foram corrigidas com calcario o que ocasionou a precipitacdo desse metal,
antes soluvel (sulfato de cobre), formando 6xidos de coloracdo azulada nessas
drenagens. Com a corre¢do em longo prazo, quando a concentragao de sulfato
excede 2.000 mg/L, ocorre a precipitacdo de CaSO,. Assim, sulfato ferroso
pode ser removido com cal, sendo que o hidréxido ferroso solivel pode ser
oxidado a hidréxido férrico insoltvel pelo oxigénio dissolvido .
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Tabela 4-Caracteristicas fisico-quimicas das amostras de sedimento da
barragem de rejeito e drenagem &cida de mina nos periodos de outubro de 2012,
abril de 2013 e junho de 2014. O caracter - representa medidas que ndo foram
realizadas. Em negrito estdo os valores acima dos previstos nas resolugbes do
CONAMA (para implementacéo da Politica Nacional do Meio Ambiente e do Sistema
Nacional do Meio Ambiente). O caracter * corresponde a parametros que
apresentaram diferenca significativa (p<0.01) entre as amostras da barragem de
rejeitos (sedimentos de outubro e abril: SED_OUT, SED_ABR) e da drenagem acida
de mina (sedimento de junho: AMD_JUN_SED).

Parametros SED OUT SED_ABR AMD_JUN_SED CONAMA
C 0,51 0,45 0,91 -
Ag <0,01 0,21 2,85 -
Al 2,88 2,62 3,28 -
As 2 <1 1 59
Au <0,1 - - -
B <10 <10 <10 -
Ba 65 93 98 -
Be 0,7 1 2,4 -
Bi 0,08 0,08 0,08 -
Ca 3,3 3,59 0,54 -
Cd 0,04 0,05 0,12 0,6
Ce 131,57 228,02 139,49 -
Co 53 67,6 57,9 -
Cr 65 49 62 37.3
Cs 0,52 0,62 0,55 -
Cu 1256,1 1112 >10000 35.7
Fe 6,55 7,04 7 -
Ga 19,2 22,5 17,5 -
Ge 0,1 <0,1 0,2 -
Hf 0,21 <0,05 <0,05 -
Hg <0,01 0,01 <0,01 -
In 0,04 0,05 0,05 -
K 0,48 0,53 0,28 -
La 79,5 124,7 84,6 -
Li 12 14 17 -
Lu 0,23 0,28 0,5 -
Mg 2,26 2,19 1,65 -
Mn 0,04 0,04 337 -
Mo 3,81 4,25 6,11 -
Na 0,13 0,2 0,04 -
Nb 0,53 0,2 1,32 -
Ni 399,1 395,9 232,1 18
P 5217 5084 1233 2000
Pb 5,8 55 8,3 35
Rb 36,2 51,9 29,2 -
Re <0,1 <0,1 <0,1 -
S 0,2 0,16 0,6 -
Sh 0,19 0,26 <0,05 -
Sc 9,7 12,7 13,4 -
Se <1l 2 2 -
Sn 3,8 4,5 4,4 -
Sr 42 43,2 19,7 -
Ta <0,05 <0,05 <0,05 -
Th 0,65 3,53 1,28 -
Te 0,34 0,47 0,19 -
Th 11,8 13,4 17,3 -
Ti 0,16 0,15 0,11 -
Tl 0,18 0,08 0,11 -
] 9,98 9,91 7,52 -
\ 135 151 116 -
% 0,7 0,4 0,7 -
Y 18,76 23,79 41,91 -
Yb 15 2,2 3,6 -
Zn 23 24 53 123
Zr 3,8 4.4 9,2 -
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6.3 — Influéncia dos parametros ambientais e da sazonalidade na
composicao da comunidade microbiana classificada por 16S rRNA na
barragem de rejeitos e na drenagem acida de mina

O perfil taxonémico, que sera discriminado no proximo tépico, foi
correlacionado com o0s parametros fisico-quimicos por andlise de
correspondéncia candnica (CCA), agrupando as amostras em quatro habitats
distintos: (i) amostras de agua coletadas na estacéo chuvosa, (ii) agua coletada
na estacao seca, (iii) sedimentos do periodo chuvoso, e (iii) de sedimentos da
estacdo seca, com excecdo de uma amostra de profundidade da agua da
barragem coletada na estacao seca (iv) amostras de drenagem acida de mina.
Alcalinidade, turbidez, pH, O, dissolvido, concentracfes de célcio e aluminio
foram as principais varidveis ambientais que influenciam a composicdo da
comunidade microbiana da 4gua, principalmente nas amostras da barragem de
rejeitos (Figura 8 B). Enquanto as concentracdes de carbono e enxofre foram
0s principais metadados correlacionados ao sedimento (Figura 8 A). Os valores
de pH verificados podem estar relacionados a adicdo de surfactantes, como
ditiofosfatos e xantatos usados no processo de flotacéo.

Um teor mais baixo de O, foi observado no periodo chuvoso. Segundo

Méndez 1©°

a concentracdo de O, cai conforme aumenta a distancia da
interface ar-agua, enguantoa interface agua-sedimento pode sofrer
perdassubstanciais de oxigénio, em razdo de atividade bacteriana ™. Os
valores de turbidez mais altos no periodo chuvoso eram esperados. HaA um
aumento consideravel da concentracdo de material em suspensdo na agua
visto que este € o periodo que normalmente apresenta um aumento no
escoamento superficial apds intensas precipitacdes, e consequentemente um
aumento de material drenado para dentro dos cursos d’agua. O aumento dos
valores de turbidez pode ainda influenciar em uma diminuigdo consideravel da

atividade fotossintética.

Além disso, no sedimento, a matéria organica poderia complexar tragcos
metélicos e outros contaminantes. Sua degradacéo, seja aerGbia ou anaerobia,
influencia nos processos de oxirredugdo do ambiente. Em ambientes anoéxicos,

por exemplo, bactérias redutoras de sulfato entram em ac&o diminuindo a
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carga de matéria organica, o que pode promover o sequestro e imobilizacdo de
diversos metais (Zn, Cd, Pb, Ni e Cu) na forma de sulfetos secundarios. Assim,
€ possivel afirmar que sedimentos que apresentam abundancia de sulfato e
escassez de matéria organica, apresentardo uma baixa concentracdo de
sulfetos, ja que ocorrera pouca sulfidizacéo pela falta de matéria organica a ser

oxidada *"*.
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Figura 8 - Analise de correspondéncia canbnica (CCA) entre a abundancia do perfil
taxondmico ao nivel de género e os parametros fisico-quimicos. As OTUs estédo
representadas com o simbolo +. As amostras estdo representadas com circulos, coloridos de
acordo com o ambiente a qual pertencem. Os parametros fisico-quimicos, com maior
correspondéncia aos perfis de cada grupo de amostras, estdo representados com os vetores.

A) Amostras de sedimento: OUT (azul), ABR (rosa), AMD (verde); B) Amostras de agua: gQ
1M_OUT (rosa), 15M_OUT (azul), 1IM_ABR e 15M_ABR (verde), AMD (alaranjado).



6.3—Andlise de alfa e beta diversidade em ambientes de mineracao:
buscando unidades taxondmicas operacionais importantes para as
comunidades microbianas da barragem de rejeitos e drenagem acida de
mina

O numero de sequéncias obtidas, apos o filtro de qualidade, foi superior
a 300 mil por amostra (tabela 2).

Tabela 2 - Estatisticas gerais da montagem de bibliotecas shotgun

OUT.BAS OUT.BAP OUT.BSD ABR.BAS ABR.BAP ABR.BSD AMD.JUN_1 AMD.JUN 2
N° de contigs 13249 8983 121 29118 8698 535 247381 252735
N° de bases
em todos os 10805941 8939228 75369 23408791 6768606 346434 289161051 259561566
contigs
N50 779 987 660 779 691 636 1541 1125
Tamanho do 123508 373103 2225 234461 107207 2473 796214 795300
maior contlgs
Tamanho
médio do 557 653 529 546 526 564 601 574
contigs
. ;
% contigs > 100 100 88 100 100 93 99.96 99.91
200 b
% contigs >
500 b 63 90 56 61 58 81 70.16 67.51
. .
& Conl(tl')gs >1 13 21 12 13 9 10 21.89 17.14
. )
% conktk|)gs >5 1 1 0 1 1 0 2.01 1.35
N° de genes
X 22.522 17.516 117 50.531 14.172 724 47.339 44.131
preditos
0
N° de genes 1.457 1.840 41 9.767 2.203 117 2.755 2.788
anotados
% de genes 6,47 10,50 35,04 19,33 15,54 16,16 5,82 6,32
anotados

*N50: Dado um conjunto de sequéncias de comprimento variavel, N50 é definido como o comprimento N em que 50 %
da soma de todas as bases das sequéncias estéo contidas no comprimento L < N. Por exemplo, no conjuntoL= 2, 2,
2,3,3,4,8,80valor de N50 é 4 .OUT_BAS (agua superficial da barragem de rejeitos coletada em outubro),
OUT_BAP (agua de profundidade da barragem de rejeitos coletada em outubro), OUT_BSD (sedimento da barragem
de rejeitos coletada em outubro), ABR_BAS (agua superficial da barragem de rejeitos coletada em abril), ABR_BAP
(Agua de profundidade da barragem de rejeitos coletada em abril), ABR_BSD (sedimento da barragem de rejeitos

coletada em abril), AMD_JUN (&gua superficial de drenagem &acida de mina)
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A curva de rarefacdo € uma ferramenta que permite avaliar a
profundidade da amostragem realizada. Para a maioria das amostras
analisadas, a curva de rarefacdo resultante atingiu um platé (figura 9),
indicando que a amostragem e 0 sequenciamento foram suficientes para
representar os principais grupos taxonémicos do ambiente. E interessante
considerar que as amostras de sedimento da barragem representam as curvas
da parte superior da figura, o que indica uma maior diversidade desse ambiente
em relacdo aos demais ambientes representados. Existe uma tendéncia dos
solos mais argilosos, como o0s Amazbnicos, em apresentar maiores
quantidades de biomassa microbiana, por serem capazes de promover maior
retencdo de umidade por formar complexos organo-minerais e servindo de

H 2. Inesperadamente a amostra proveniente de

tampdo as mudancas de p
drenagem &cida também apresentou maior nimero de unidades taxondémicas
identificadas em comparag¢do com outras drenagens acidas descritas com pH
préximo a 4'"3. Essa maior riqueza pode estar relacionada a inimeros fatores
como o periodo chuvoso em que a amostra foi coletada, a correcdo de pH
adotada pela empresa nas proximidades ao local de coleta ou ao tempo de

formacao dessa drenagem.
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Figura 9 - Curva de rarefacdo para as amostras analisadas. O eixo X apresenta o
namero de sequéncias por subset. O eixo Y apresenta o nimero de OTUs observadas
a cada subset. Cada amostra € representada por uma curva no grafico. As descri¢cdes
das amostras estdo apresentadas ao lado das respectivas curvas.

Alguns indices de alfa e beta diversidade foram calculados a fim de
verificar diferencas quantitativas entre as comunidades (tabela 5). O indice de
Shannon fornece a idéia do grau de incerteza em prever qual seria a espécie
pertencente a um individuo da populacdo, de modo que quanto maior o valor
de seu H’, maior a diversidade da area em estudo. Esse indice considera peso
igual para as espécies raras e abundantes, e em ecossistemas reais varia entre
1.5 e 3.5, raramente ultrapassando 4 ™. Devido ao elemento logaritmico da
funcdo, ndo € possivel afirmar se pequenas diferencas numéricas séo
traduzidas em uma grande ou pequena diversidade real. Isso porque o valor de
H pode ser influenciado tanto por sua riqueza (numero de espécies
identificadas) quanto por sua equitabilidade (propor¢éo de individuos atribuidos

a cada espécie em relacdo ao total de individuos na comunidade). Ainda sim,
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esse indice é rotineiramente usado em estudos de ecologia e particularmente

util para comparacao de ecossistemas semelhantes 7.

O indice de Simpson é derivado da teoria de probabilidades. A partir
dele é possivel averiguar, por exemplo, se, ao coletar aleatoriamente 2
individuos da comunidade, estes obrigatoriamente pertencerdo a 2 espécies
diferentes. Neste contexto, valores mais proximos de 1 indicam menor
diversidade amostral, de modo que uma comunidade de espécies com maior
diversidade deve possuir uma menor dominancia. Os resultados para as
amostras de agua sugerem gue este ambiente € ligeiramente menos diverso
(diversidade moderada) que o sedimento. Vale lembrar que o indice de
Shannon da maior peso a riqueza de espécies do que o indice de Simpson *°.
A drenagem &cida apresenta um maior nimero de espécies que o sedimento
da barragem, porém menores indices de Shannon e Simpson, pelo maior grau
de incerteza estatistica na atribuicdo das unidades taxonémicas por uma maior
diversidade amostral (grupos raros que podem nao influenciar na conservagéo
e estrutura da comunidade). Além disso, foi possivel observar uma diminui¢ao
da equitabilidade ao longo do gradiente longitudial (menor proporcdo de
individuos dentro de cada espécie em relacdo ao total de individuos da

superficie para o sedimento).
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Tabela 5 - Principais medidas de alfa diversidade observadas por amostra. N&o foi
encontrada nenhuma diferenca significativa entre as amostras para 0s parametros aqui

apresentados.
N° de N° de Simpson
sequéncias Dominancia Shannon Evenness Equitabilidade Chao-1
filtradas OTUs
1IM.OCT.1 862.116 107,000 0,015 0,985 4,411 0,769 0,944 107,000
1M.OCT.2 751.365 89,000 0,016 0,984 4,290 0,820 0,956 89,000
1IM.OCT.3 697.272 79,000 0,018 0,983 4,194 0,839 0,960 79,000
15M.0CT.1 586.789 45,000 0,029 0,971 3,679 0,880 0,966 45,000
15M.0CT.2 811.531 73,000 0,021 0,979 4,073 0,805 0,949 73,000
15M.0CT.3 717.446 42,000 0,032 0,968 3,583 0,856 0,959 42,000
1IM.APR.1 472.386 54,000 0,032 0,969 3,702 0,750 0,928 54,000
1IM.APR.2 451.205 58,000 0,029 0,971 3,792 0,765 0,934 58,000
1IM.APR.3 696.408 91,000 0,020 0,980 4,184 0,721 0,927 91,000
15M.APR.1 945.350 52,000 0,028 0,972 3,741 0,811 0,947 52,000
15M.APR.2 642.310 74,000 0,069 0,931 3,039 0,282 0,706 74,000
15M.APR.3 1.051.774 127,000 0,015 0,985 4,477 0,693 0,924 127,000
SED.OCT.1 433.093 166,000 0,008 0,992 4,927 0,831 0,964 166,000
SED.OCT.2 631.325 120,000 0,011 0,989 4,622 0,848 0,966 120,000
SED.OCT.3 656.756 113,000 0,011 0,989 4,624 0,902 0,978 113,000
SED.OCT.4 573.519 189,000 0,008 0,992 4,995 0,782 0,953 189,000
SED.OCT.5 539.001 129,000 0,009 0,991 4,752 0,898 0,978 129,000
SED.OCT.6 673.523 191,000 0,009 0,991 4,896 0,700 0,932 191,000
SED.APR.1 544.771 131,000 0,011 0,989 4,640 0,791 0,952 131,000
SED.APR.2 630.150 157,000 0,009 0,991 4,878 0,837 0,965 157,000
SED.APR.3 359.331 104,000 0,017 0,983 4,160 0,616 0,896 104,000
SED.APR.4 322.311 159,000 0,011 0,989 4,673 0,673 0,922 159,000
SED.APR.5 375.613 151,000 0,009 0,991 4,860 0,855 0,969 151,000
SED.APR.6 296.627 242,000 0,008 0,992 4,990 0,607 0,909 242,000
SED.APR.7 335.913 75,000 0,018 0,982 4,115 0,816 0,953 75,000
SED.APR.8 338.896 150,000 0,009 0,991 4,812 0,820 0,960 150,000
SED.APR.9 335.591 205,000 0,008 0,992 4,982 0,711 0,936 205,000
AMD.APR.1 862.116 127,000 0,014 0,986 4,484 0,697 0,926 127,000
AMD.APR.2 751.365 77,000 0,032 0,968 3,619 0,484 0,833 77,000
AMD.JUN 1 171.802 76,000 0,020 0,980 4,116 0,807 0,950 76,000
AMD.JUN 2 86.986 61,000 0,021 0,979 3,992 0,888 0,971 61,000
AVD-SEDJU 458,764 185,000 0,009 0,991 4,907 0,731 0,940 185,000
Dominancia: 1-Simpson. D = sum ((ni / n) 2), onde ni € o ndmero de individuos do taxon i. Varia de 0, onde todos os
tAxons s&do igualmente presentes, a 1, onde um taxon domina a comunidade completamente.
Simpson: 1-D. Mede a "uniformidade" da comunidade, variando de 0 a 1. Observe a confus@o na literatura, muitos
confundem dominéncia e indice de Simpson.

Shannon: H=-sum((ni/n)In(ni/n)). indice de diversidade que leva em considerac&o o nimero de individuos, bem como
namero de taxons. Varia de 0 para comunidades com apenas um Unico taxon para valores maximos para as
comunidades com muitos taxons, cada um com alguns individuos.
Eveness: (D/S). Representa a uniformidade das amostras.
Equitability: H/S ,mede a regularidade com que os individuos s&o divididos entre os téxons presente.
Chao-1: S + N_1(N_1-1)/(2*(N_2+1)), onde S é o numero de espécies observadas, N_1 s&o os singletons e N_2 os
doubletons. Estima a riqueza total a partir do nimero de espécies representadas por apenas um individuo (singletons)
e por dois individuos (doubletons) nas amostras.

Vale destacar que nenhuma comunidade apresentou uma diversidade
maxima, de modo que todas as unidades fossem igualmente abundantes. Para
0 numero total de grupos, a maior parte dos seus constituintes é rara (por
conter poucos individuos representados), enquanto poucos sao dominantes
(comuns; o que pode significar altos valores de importancia). Com base nessa
observacédo, foram testados diferentes modelos de abundancia de espécies,
que utilizam o conjunto total dos valores de importancia de cada espécie,

plotando tais valores contra um ranking de abundéancia (as espécies sao
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plotadas das mais comuns para as mais raras). A linha de referéncia que
melhor se ajusta aos pontos plotados (menor valor de AIC — Aikaike Information
Criterion) corresponde ao modelo que explica a diversidade encontrada. Quatro
modelos principais foram avaliados neste estudo: a série geométrica
(preemption), a série logaritmica, a distribuicdo logaritmo-normal, e o modelo
Zipf. Conforme apresentado nas Figuras 10 e 11, as amostras se ajustaram
melhor, na maioria dos casos a série Mandelbrot. Os modelos Mandelbrot e
Zipf sdo interpretados como o0 processo de sucessdao no qual espécies
colonizadoras tardias tém as maiores necessidades de um nicho especializado
e por isso sao mais raras que as espécies colonizadoras iniciais. Esse seria um
indicio de que este ambiente se encontra em constante transformacdao, ja que a
mina esta em atividade ha apenas 12 anos e o aporte de rejeitos minerais (tipo

177 1sso

e teor do minério) e as condi¢des climaticas mudam ao longo do ano
significa que a presenca de uma espécie depende de condi¢cbes fisicas e
ecolégicas prévias. As espécies pioneiras possuem baixo custo ecoldgico,
sendo pouco exigentes (como exemplo o0s microorganismos autotréficos),
enguanto as espécies tardias tém o custo ecoldgico elevado de energia, tempo
e organizagcdo do ecossistema antes de se estabelecerem (como exemplo os

organismos heterotréficos) 8.

66



Mull —_— Lognormal Mandelbrot ——
Preemption ——— Zipf —_—
D 1DG 200 EHJD 0 100 200 300
1 1 1 1 1 1 1 l 1 1 1 1 1 1 1 |
15M.0CT 1 15M CICT2 15M.OCT.2 | 1M.OCTA 1M.OCT.2
3000 - -
1000 - | L
300 - | =
I% n 1 I~
‘? ] Y C
1M.OCT.3 1M.APR.1 1M.APR.2 1M.APR.3 | 15M.APR.1
ol 1 A - 3000
1 1 l. C 300"
=1 1 1 1 = 100
9 14 1 1 - 10
E 1= a t - |2 C3
2 15M.APR.2 | 15M.APR.3 | AMD.APR.1 | AMD APR.2 | AMD.APR. 3
é 3000 ' L
1000 1 B
% . | \ C
1 ] \L \,\_ -
i1 - = e C

-
AMD1.JUN.01/AMD2.JUN.01

\\

T T T 717 717 T T
0 100 200 300
Rank

Figura 10 - Modelo de distribuicdo de tdxons para amostras de agua, baseado
nas bibliotecas de 16S rDNA. Os dados das amostras de agua apresentaram melhor
ajustate ao modelo de distribuicdo Lognormal.
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Figura 11 - Modelos de distribuicdo de tdxons para amostras de sedimento,
baseado nas bibliotecas de 16S rDNA. Os dados das amostras de agua
apresentaram melhor ajustate ao modelo de distribuicdo Mandelbrot.

Duas das trés amostras de profundidade da agua da barragem de
rejeitos de outubro (periodo seco) se adequaram ao modelo Log-normal. Esse
modelo indica padrdes mais complexos de sobreposicdo de nicho e uma
uniformidade intermediaria. Nesse modelo a maioria das espécies possui
abundancias intermediéarias, ndo sendo nem raras, nem comuns. Deste modo,

a distribuicdo logaritmo-normal provavelmente deriva de espécies coexistindo
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em condicbes de competicdo parcial, em vez de direta, com adaptacOes
promovendo uma diferenciacdo de nicho sem uma exclusdo competitiva no
habitat.

O numero de sequéncias que puderam ser classificadas nas diferentes
amostras varioude 80 a 95%. Considerando as sequéncias que tiveram algum
hit com sequéncias nos bancos de dados usados, houve um predominio
significativo do dominio Bacteria em todos os ambientes de barragem de
rejeitos, com excecdo deuma amostra de 4gua de profundidade, em que o
dominio Archaea representou cerca de 27%. Nas amostras AMD_ABR_1 e
AMD_ABR_2 de drenagem &cida de mina também foi possivel observar uma
alta representatividade de Crenarchaeota, Euryarchaeota e Parvarchaeota.
Essa diferenca pode ser explicada pelos parametros de acidez e temperatura
supracitados, pelos quais a drenagem acida se caracterizou como um ambiente
favoravel a sobrevivéncia de organismos extremofilos, como os da familia
Halobacteriaceae, os da ordem WCHD3-30 e da classe Thermoplasmata E2,
esses dois ultimos descritos em ambiente hipersalino. Além disso, no sorting
celular, a ser descrito posteriormente, foram separadas células com baixa
concentracdo de DNA, possivelmente células ARMAN-like do filo

Parvarchaeota, descritas anteriormente em AMD 7 10,

A comunidade microbiana presente nos diferentes ambientes e épocas

do ano é diferente ja ao nivel de filo (figura 1).
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1MOCT
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SED OCT
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15MAPR

SED APR

AMD APR

AMD JUN

SED AMD

Figura suplementar 1 - Perfil taxondmico da comunidade microbiana das amostras de
agua e sedimento da barragem de rejeitos e drenagem acida de mina. O eixo X representa
a média da abundancia relativa entre as réplicas. 1M OCT (a4gua superficial da barragem de
rejeitos coletada em outubro), 15M OCT (a4gua de profundidade da barragem de rejeitos
coletada em outubro), SED OCT (sedimento da barragem de rejeitos coletada em outubro), 1M
APR (adgua superficial da barragem de rejeitos coletada em abril), 15M APR (agua de
profundidade da barragem de rejeitos coletada em abril), SED APRD (sedimento da barragem
de rejeitos coletada em abril), AMD APR (agua de drenagem acida de mina coletada em abril),

AMD JUN (agua de drenagem &acida de mina coletada em junho), SED AMD (sedimento de

drenagem &cida de mina coletada em junho).
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Essa diferenca também esta evidenciada na andlise de agrupamento
das amostras. Através dos resultados observados na figura 2, pode-se

70



perceber que houve a formacao de trés grupos distintos sendo eles compostos

por amostras de sedimento de barragem, agua de barragem e AMD.

Figura suplementar 2 - Analise de agrupamento de amostras baseada em
Principal Coordinate Analysis (PCoA). Representagao criada a partir da matriz de
abundéancia taxondmica de OTUs. As figuras geométricas representam as amostras, e
estdo coloridas de acordo com a descri¢cdo do local e época de amostragem. Elipses
em preto representam a tendéncia de agrupamento das amostras.
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A Figura 1 apresenta um panorama geral ao nivel de filo, e algumas
classes de Proteobacteria, presentes na comunidade microbiana das diferentes
amostras estudadas. Com relacdo a comunidade microbiana da agua da
barragem de rejeito, 0s grupos taxonbmicos predominantes foram
Actinobacteria seguido de Betaproteobacteria e Bacteroidetes, com excecdo da
amostra da superficie de abril de 2013, em que Alphaproteobacteria foi mais
prevalente que Bacteroidetes. E interessante considerar que em abril (periodo

chuvoso) houve um aumento na incidéncia do Filo Verrucomicrobia.
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Actinobacteria e Proteobacteria séo filos numericamente dominantes em uma
variedade de sistemas de aquaticos, tais como rios, mares, agua salobra %',
Proteobacterias sé&o os principais membros que contribuem para o metabolismo
de ferro e enxofre em comunidades de drenagem acida de mina. Em geral
Bacteroides sdo importantes decompositores de matéria organica e estao
diretamente envolvidos no ciclo de carbono. Além disso, foi possivel notar um
aumento de Alfaproteobacteria, intimamente relacionado com um aumento do
género Acidiphilium, na &gua na estacdo chuvosa. Estas sdo bactérias
redutoras de ferro, e esse aumento pode ter relacdo com a maior solubilidade
do ferro durante este periodo. A maior abundéancia de Betaproteobacteria em
outubro, periodo seco, ja havia sido descrita em lagos por Pernthaler e

colaboradores &,

No ambiente de drenagem acida o0s microorganismos
oxidadores de ferro e nitrito do filo Nitrospirae (ex. Nitriliruptorales,
Nitrosomonadales, Nitrospirales) estavam diferencialmente representados. A
oxidagdo anaerdbia da amodnia com nitrito levando a N, (ANAMMOX) é uma
reacdo mediada por microrganismos que apresenta grande potencial para

remoc&o de nitrogénio de aguas residuarias'®:.

As amostras de sedimento de barragem e drenagem acida aparentam
ser ambientes mais diversos. Na barragem provavelmente devido aos
microorganismos e matéria organica depositada a partir da camada superior de
agua, fornecendo uma matriz mais complexa de nutrientes e regidées anodxicas,
e dando suporte a diferentes tipos de metabolismo para 0 crescimento
microbiano ®*. Dentro desse grupo, apesar das amostras apresentarem o
mesmo perfil taxondmico geral, foram encontradas diferengas nas abundancias
relativas dentro de cada taxon considerando as duas épocas do ano. Em
outubro, o filo mais representado foi Firmicutes seguido de Bacteroidetes,
Betaproteobacteria e Delta/Epsilonproteobacteria. Os dois filos pouco
caracterizados WS5 e Elusimicrobia também estavam mais representados na
estacdo seca. Em abril, houve um aumento dos grupos Verrucomicrobia,
Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Acidobacteria e Planctomycetes.
Verrucomicrobia € um grupo ubiquo e abundante em ecossistemas terrestres
185 “incluindo na floresta amazonica ', bioma natural da regido de Carajas. A

ecologia deste grupo ndo é clara, mas eles tém sido descritos recentemente
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com potenciais papéis na oxidacdo de metano '®’. Aumentos de matéria
organica (nitrogénio total e carbono total), mais disponiveis na estacao
chuvosa, pela mistura da coluna de agua, foram significativamente associados

188

com a incidéncia de Verrucomicrobia e Acidobactéria Cianobacterias

fotoautotréficas sdo comuns em ambientes aquaticos com pH neutro ou
ligeiramente alcalino e estdo frequentemente associadas a presenca de
particulas soélidas. Planctomycetes foram detectados em ambientes terrestres,
tais como solos e sedimentos. Firmicutes aparecem como a maior parte de
todas as bactérias descobertos em sedimentos de lagos contaminados por

metais 8% 190,

No sedimento da barragem e da drenagem &cida foram encontradas
importantes familias de bactérias redutoras de sulfato a enxofre como
Peptococcaceae, Thermodesulfovibrionaceae, Desulfobacteriaceae,
Desulfobulbaceae, Nitrospinaceae. A reducdo dissimilativa de sulfato esta
diretamente relacionada ao aumento da alcalinidade e a formacéo de sulfetos,
que sdo aspectos de grande de interesse nos processos de biorremediacéo .
Dentro da familia Peptococcaceae diferentes OTUs foram identificadas, essas
OTUs estavam representadas por membros dos géneros Desulfurispora,
Desulfotomaculum e Desulfitobacter. Esta Ultima mais representada nas
amostras do sedimento de abril, enquanto Desulfuromonadales sdo mais

representados no sedimento da barragem de outubro.

A fim de averiguar se a alta abundancia das OTUs mostradas na Figura
suplementar 3 também correspondiam as OTUs significativamente super
representadas em cada um dos grupos, foi realizado o teste DESeq com base
em um modelo de distribuicdo binomial negativa. Essa analise comparou a
abundancia de OTUs em todas as amostras de agua da barragem de rejeitos
(quadrante superior direito da Figura 12 A) contra todas as amostras de agua
da drenagem acida de mina (quadrante inferior direito da mesma figura). Em
outra analise, foram comparadas todas as amostras de sedimento da barragem
(quadrante superior direito da Figura 12 B) contra todas as amostras de
sedimento da drenagem &cida de mina (quadrante inferior direito da mesma

figura)
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Principais classificacoes das OTUs:

Methanomassiliicoccaceae
ACK-M1(Actinomycetales )
NRP-J (Crenarchaeota)
Betaproteobacteria

C111 (Acidimicrobiales)
Phycisphaerales (Planctomycetes)
LD19 (Verrucomicrobia)
Synechococcus (Cyanobacteria)
ACK-M1(Actinobacteria)
Chitinophagaceae

Principais classificagbes das OTUs:

Kaistobacter
Methylophilales
Acidobacteriaceae
0319-7L14 (Actinobacteria)
SIA-4 (TM6)
Betaproteobacteria

Figura 12— Comparacdo entre a abundéncia de OTUs usando DESeq2. Os circulos plotados
representam as OTUs. O eixo x mostra a abundancia de cada OTU plotada. O eixo y representa 0s
valores de log-ratio (medida na escala logaritmica relacionada a quantas vezes as OTUs plotadas sé@o
mais abundantes em um grupo quando comparado ao outro). A linha vermelha do eixo X divide os
conjuntos de amostras da seguinte forma: A) Entre amostras de agua da barragem de rejeiros
(quadrante superior) e de 4gua de drenagem acida de mina (quadrante inferior). B) Entre amostras de
sedimento da barragem de rejeitos (quadrante superior) e de sedimento de drenagem acida de mina
(quadrante inferior). Em vermelho estdo indicadas as OTUs diferencialmente abundantes. A direita da
linha preta (quadrantes superior e inferior) do eixo X estdo mostradas OTUs com abundéancia superior

a 100 sequéncias de 16S rDNA.
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Na agua da barragem de rejeitos estavam diferencialmente abundantes
as seguintes OTUs: 01 OTU da ordem Actinomycetales, da familia ACK-M1; 01
OTU de arquea da familia Methanomassilicoccaceae; 01 OTU de
Crenarchaeota da ordem NRP-J; 01 OTU da classe Betaproteobacteria; 01
OTU Unassigned. Estudos recentes tém levantado a importancia de membros
da familia Methanomassiliicoccaceae envolvidos na digestdo anaerdbia de
residuos organicos %2, Foi identificada uma interacdo entre espécies pouco
descritas, chamada "sintrofia elétrica”, que parece acelerar a metanogénese
por uma rapida transferéncia de elétrons entre os organismos, através de
correntes elétricas formadas por minerais semicondutores de 6xido de ferro®,
Outro grupo Iimportante e igualmente pouco caracterizado sao as
actinobactérias ACK-M1, que parecem apresentar quimiotaxia para regides

ricas em amonio °*,

Para as amostras de sedimento sO6 houve diferenca significativa na
abundéncia de OTUs pouco descritas da barragem de rejeitos: 02 OTUs do
género Kaistobacter; 02 OTUs Unassigned; 01 OTUda ordem Methylophilales;
01 OTU da familia Acidobacteriaceae; 01 OTUde Actinobacteria da ordem
0319-7L14; 01 OTUdo filo TM6, classe SJA-4,01 OTU da classe
Betaproteobacteria; Na agua da drenagem acida de mina estavam super
representados: 02 OTUs da ordem Acidimicrobiales, familia C111; 01 OTU
Unassigned; 01 OTU da ordem Phycisphaerales (filo Planctomycetes); 01 OTU
da ordem Methylacidiphilales, familia LD19 (Verrucomicrobia); 01 OTU do
género Synechococcus (Cyanobacteria); 01 OTU da ordem Actinomycetales
(Actinobacteria), familia ACK-M1; 01 OTU da familia Chitinophagaceae. Muitas
das OTUs acima estdo relacionadas apenas a membros nao cultiviveis e
pouco descritos. Em estudo filogenético baseado em 16S, os membros da
familia C111 aparecem proximos as oxidadoras de ferro da espécie

Acidimicrobium ferrooxidans®.

A familia Chitinophagaceae apresenta uma
abundéandia maior nas amostras de sedimento da barragem de rejeitos (SED
OCT 18.784.327 e SED APR 27.195.908 sequéncias de 16S rDNA) e
drenagem &acida de mina (22.764.081 classificadas) quando comparadas as
amostras de agua de superficie da barragem de rejeitos (5.908.459

sequéncias).
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Os resultados apresentados nos capitulos anteriores estéo apresentados

em formato de artigo nos materiais suplementares anexos 1 e 2:

e L,RL.,, M.,JD. PVS, A/, S,AC, V.,A, 0,SC, O0O.,G,
F.,G.R.Linking biodiversity and potential functional role in a copper mine
tailings dam(material ainda ndo publicado).

e M,JD. L.,RL.,O.,S.C., 0.,G. Taxonomic and functional diversity of
microbial community from a mining environment. BMC Bioinformatics,
16(Supp!l 8):A3. Resumo apresentado no Latin American Student
Council Symposium 2014 (LA-SCS 2014). 2015.

6.3.1 — Diferencas entre perfis taxondmicos preditos por andlise de
amplicons 16S rDNA e analise de bibliotecas shotgun

Por causa das curtas sequéncias NGS, atribuicbes taxonémicas
precisas, com base em alinhamentos de sequéncia, permanecem um desafio
computacional tanto para 16S como para bibliotecas shotgun. Além disso, a
falta de organismos referéncia especificos de ambientes pouco estudados,
como os de mineracdo, complicam ainda mais a correta classificacdo

taxondémica das sequéncias metagenémicas.

No presente estudo, em diferentes amostras, ao nivel de filo, j& houve
diferenca entre as prediges taxondmicas usando 16S rDNA e shotgun (Figura
13). Os filos mais abundantes foram preditos por ambas metodologias, como
Armatimonadetes, Cyanobacteria, Fusobacteria, Crenarchaeota,
Gemmatimonadetes, Proteobacteria, Spirochaetes, Tenericutes, Elusimicrobia,
Euryarchaeota, Nitrospirae, Parvarchaeota, Actinobacteria, Planctomycetes,

Firmicutes, Chloroflexi.
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30

16S rDNA

Figura 13 - Gréfico de Venn contendo o n° de filos exclusivos e compartilhados
entre todas aspredicdes por andalise de amplicons 16S rDNA e andlise de
bibliotecas shotgun

Entre os filos exclusivamente preditos pela abordagem shotgun estdo
Chrysiogenetes, Korarchaeota, Deferribacteres, Nitrospinae, Synergistetes,
Thermodesulfobacteria, Deinococcus-Thermus, Dictyoglomi, Thermotogae,
Aquificae, Nanoarchaeota, Thaumarchaeota, Caldiserica. Uma das possiveis
explicacdes para que eles ndo tenham sido identificados por 16S rDNA é que o
par de primers utilizado nesse estudo, para amplificacdo das regides variaveis
V3 e V4, ndo é capaz de identificar esses organismos. Buscando uma
comprovacao para essa afirmacao fizemos uma amplificacao in silico do par de
primers utilizado nesse estudo usando a ferramenta probematch do

Ribossomal Database Project'®

, testando uma base de dados diferente da
Greengenes. Cada um dos filos supracitados possuia pelo menos 10
sequéncias representadas nos respectivos bancos de dados. Mesmo
permitindo 3 mismatches entre as regides amplificadas e os primers, os filos
Chrysiogenetes, Korarchaeota, Nitrospinae, Dictyoglomi e Nanoarchaeota néo
foram identificados. Os outros filos tinham poucas sequéncias identificaveis:
Deferribacteres (apenas 25 sequéncias de 16S rDNA tiveram hit
eml.462presentes no banco de dados), Synergistetes (119 em 2.996),
Thermodesulfobacteria (2 em 249), Deinococcus-Thermus (485 em 5.035),
Thermotogae (160 em 1.199), Aquificae (111 em 2.085),Thaumarchaeota (22
em 38.702), Caldiserica (53 em 361). Isso significa que muitas espécies,

representadas como no hit, ndo seriam passiveis de identificacdo em nossa
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amostra. Possivelmente a classificagdo usando dados shotgun ocorreu porque
todos esses filos possuem pelo menos um representante com genoma
completo depositado no NCBI, possibilitando a identificagéo por outras regioes

gendmicas.

Filos novos ou pouco descritos na literatura, e consequentemente com
poucos representados nos bancos de dados, foram preditos exclusivamente
pela analise do16S rRNA, que s&o os descritos a seguir: 30SBR1093, TM6,
GNO4, NKB19, Fibrobacteres, WS6, Lentisphaerae, WS3, OP3, AC1, NC10,
GAL15, Thermi, GNO2, Bacteroidetes, OP1, GOUTA4, AD3, Chlamydiae,
BHI80-139, PAUC34f, Acidobacteria, OP11, OC31, BRC1, SR1, FCPU426,
Chlorobi.

Até o momento, nenhuma abordagem isolada é capaz de oferecer uma
visdo completa da comunidade microbiana. A escolha de qual abordagem usar
€ geralmente ditada pela natureza dos estudos a serem realizados. Por
exemplo, 16S rDNA é bem adequado para a analise de um grande numero de
amostras, como estudos longitudinais, mas oferece uma resolucdo limitada

(geralmente a género e poucas espécies) %’

. O uso de iniciadores para
diferentes regides do gene 16S rRNA pode conduzir a resultados discordantes.
Isso ocorre porque existem distintas afinidades de ligacdo para as diferentes
regides flanqueadoras conservadas. Além disso, para cada regido variavel
existem diferentes niveis de resolucdo entre os taxons °®. A metagenémica
shotgun, por outro lado, € mais custosa financeira e computacionalmente, mas
oferece uma maior resolucdo, permitindo uma classificagcdo taxonémica e
funcional mais especifica para cada sequéncia ou contig, bem como a
descoberta de novos genes e genomas bacterianos. Além disso, dependendo
do método de coleta e objetivo do projeto, também permite o estudo simultaneo

de arquéias, virus, fagos e eucariotos'®.
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6.5 — Perfil funcional dos ambientes de mineracdo: a flexibilidade
metabdlica da barragem de rejeitos e a adaptagcdo ambiental na drenagem
acida de mina

Inferir a fungdo a partr dos metagenomas é uma tarefa
computacionalmente mais custosa do que inferir a taxonomia. Essa informacéo
extra ndo sO permite uma melhor utilizacdo dos dados, mas também adiciona

uma camada nova de informagdes que podem ser ecologicamente relevantes.

Ao total, a comunidade microbiana da barragem de rejeitos presente em
amostras de agua e solo nos trés estratos (1M, 15M e sedimento) foram
analisadas quanto ao conteudo total de DNA (shotgun), durante duas estacdes
contrastantes (seca e chuvosa), totalizando a construcdo e analise de 6
metagenomas da barragem. Para representar a drenagem acida de mina
apenas agua do periodo seco pdde ser analisada até o presente momento.
Cada metagenoma foi formado por réplicas bioldgicas coletadas
separadamente, mas unidas para essa analise, com o intuito de aumentar a
cobertura total de sequéncias por amostra possibilitando melhorar os
resultados da montagem e consequentemente da predicdo génica. A
montagem de novo do metagenoma shotgun resultou em contigs de bom
tamanho, com N50 médio de 800 pb. As informacbes detalhadas com as
estatisticas da relacdo entre sequéncias filtradas e contigs estdo resumidas na

tabela suplementar 2.

Dos 197.057 genes preditos, apenas cerca de 21.000 puderam ter uma
categoria funcional atribuida, isto €, foram confiavelmente anotados em relagcéo
a proteinas com func¢des conhecidas. Muitos genes (~15%) foram relacionados
a proteinas preditas com funcdo desconhecida, enquanto o restante
aproximadamente 75% n&o apresentou nenhuma correspondéncia com as
bases de dados Uniprot e KEGG. Apesar do baixo numero de proteinas
preditas e classificadas nas amostras de sedimento da barragem de rejeitos foi
possivel obter uma visdo geral do papel funcional dessa comunidade e
correlacionar esses perfis com os dados de 16S rDNA e dados da
literatura.Devido a maior diversidade identificada com as bibliotecas de 16S
rDNA, fica clara a importancia em garantir a quantificacdo de unidades
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taxonGmicas com bibliotecas de amplicons. Os rRNAs apresentam maior
sensibilidade e s&o capazes de identificar 80% das bactérias presentes em
uma amostra %>>.No futuro, um maior esforco de sequenciamento permitira uma

maior resolucdo das peculiaridades espaco-temporal nesta camada.

De modo geral, os metagenomas foram classificados em 156
subsistemas envolvidos com ampla diversidade de funcdes metabdlicas (Figura
16). Os cinco processos mais abundantes na barragem de rejeitos foram:
metabolismo de carbono, biossintese de aminoéacidos, fosforilagdo oxidativa,
ribossomo e biosintese de aminoacil-tRNA enquanto na drenagem &cida de
mina foram metabolismo de carbono, transportadores ABC, metabolismo de
purinas, biosintese de aminoacidos e sistema regulatério de dois componentes.
Os metagenomas também apresentaram genes que codificam proteinas para
degradacdo de compostos aromaticos e xenobidticos, como a presenca de
genes que codificam proteinas envolvidas na producdo de catecol e no
catabolismo de fenol e benzeno. A partir da analise com DESeq néo foi
possivel encontrar KOs com abundancias significativamente diferentes entre as
amostras de sedimento e agua, bem como comparando a estacdo seca e
chuvosa. Isso pode ser explicado pelo fato que diferentes grupos taxonémicos

sdo capazes de desempenhar papéis ecoldgicos semelhantes.
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Figura 14 - Resumo das vias mais abundantes identificadas nos metagenomas
de barragem de rejeitos e drenagem acida de mina. Estdo representadas as
amostras da barragem de rejeitos coletadas em outubro (adgua de superficie
OUT_BAS, 4gua de profundidade OUT_BAP e sedimento OUT_BSD) e abril (dgua de
superficie ABR_BAS, agua de profundidade ABR_BAP e sedimento ABR_BSD), e as
amostras de 4gua de drenagem &cida de mina (AMD). O eixo x mostra as categorias
funcionais do KEGG reportadas para as amostras analisadas. O eixo y representa o
namero de sequéncias identificadas por categoria em cada conjunto de amostras.

Na barragem de rejeitos, a importancia de um estilo de vida autotrofico
foi indicada pela presenca de um numero significativo de genes envolvidos na
via de fixacdo de carbono. Estes marcadores de fixacdo de carbono, como
genes que codificam as enzimas das vias do ciclo de Calvin e do ciclo redutivo
do &cido tricarboxilico, foram diminuindo da superficie para a profundidade. Por
outro lado, os genes relacionados aos genes metabdlicos foto dependentes
(por exemplo, rodopsinas fotoliases) e a fotossintese oxigénica do fotossistema
Il parecem prevalecer nas amostras de sedimento, provavelmente em sua zona
fética superficial. A fotossintese de cianobactérias, fotossintese anoxigénica e
de reducdo de sulfato pode ser responsavel por uma parte importante da
precipitacdo de carbonato em amostras de &agua. As subcategorias
responsaveis por uma porcentagem substancial de sequéncias anotadas nas
amostras de agua estavam relacionadas a processos celulares basicos como:
metabolismo e fixacdo de carbono, replicacdo de DNA, fosforilagdo oxidativa,
metabolismo de purina, pirimidina, biossintese de aminoacil-tRNA, metabolismo
de alanina, aspartato e glutamato, biossintese de aminoacidos, transportadores
ABC, metabolismo da vitamina B6. No sedimento, outras vias gerais menos
abundantes, mas igualmente importantes, estavam relacionadas a manutencéo
do ciclo celular caulobacter-like, metabolismo de cisteina, metionina e
glutationa. A biossintese de cisteina a partir de sulfato €, aparentemente, o
principal mecanismo através do qual o enxofre € reduzido na agua. Durante
este processo, 0 sulfato inorganico € reduzido a sulfito e sulfeto. Todos os
genes de reducdo de sulfato pela via assimilatoria foram recuperados
(cysDNCH).

Vale lembrar que a barragem de rejeitos € um ambiente oligotrofico, por
isso podem ser necessarias outras reagfes metabdlicas que suportem o

metabolismo autotréfico. A frequéncia de marcadores relacionados ao
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metabolismo de nitrogénio, tais como genes envolvidos nas vias de
desnitrificacdo (NIRK) diminuem da superficie para o fundo da barragem. No
entanto, o potencial para a conversao de nitrogénio tipicamente encontrado em
outros ambientes aquaticos (vias da reducao de nitrato
assimilatéria/dissimilatéria e de fixagcdo de nitrogénio) ndo foi identificado no
sedimento e parece reduzido na agua. Estes resultados ndo parecem
consistentes com a abundancia taxondmica baseada em 16S rDNA, em que
foram encontradas bactérias fixadores de nitrogénio, tais como membros da
filos nitrospira (género Thermodesulfovibrio) e Proteobacteria (beta e
Gammaproteobacteria provavelmente estavam contribuindo para a nitrificagao,

bem como desnitrificagéo).

Por outro lado, foram identificados muitos mecanismos relacionados a
baixa disponibilidade de nutrientes no meio, como a utilizacdo de
transportadores ABC e sistemas de dois componentes. Para possibilitar a
sobrevivéncia de uma variedade de espécies neste ambiente sdo necessarios
mecanismos de adaptagcao a curto e longo prazo, que visem reduzir a energia
metabdlica e aumentar a eficiéncia catabdlica. Em ambas épocas do ano (seca
e chuvosa), foram identificados genes codificadores de transportadores para
absorcdo de aminoacidos de cadeia ramificada, transportadores de niquel
(operon ABCDF), transportadores de zinco (znuA, znuB, znuC) e o sistema
completo de transporte de cobalto/niquel (CBIM, cbiQ, CBio). Ademais, em
resposta a baixa dispoinbilidade de fésforo na agua, foram encontrados genes
envolvidos nos mecanismos de reciclagem de fosfato, como por exemplo
transportadores com alta afinidade ao fosfato (psta, PSTB, PSTC, e pstS),
transportadores de fosfonato (Phnc, phnD, phne, phnH, phnl, phnJ, PHNL,
phnM, phnP, phnx) e reguladores de fosfato (PHOR, phoA, PHOP, phoA, phod
e regx3).

Organismos anaerdbios foram detectados abaixo na &agua de
profundidade e sedimento, onde provavelmente ocorre reducéo de ferro férrico
e sulfato através da via dissimilatoria. Essa reducao parece estar impulsionada
por bactérias redutoras de sulfato das familias Peptococcaceae,
Thermodesulfovibrionaceae, Desulfobacteriaceae, Desulfobulbaceae,

Nitrospinaceae. Esse processo € crucial para o desenvolvimento de tecnologias
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relacionadas a biorremediacdo pois conduz a um consumo de proétons,
aumentando assim a alcalinidade e a formagédo de sulfetos. Estes resultados

estdo de acordo com estudos anteriores em minas de ferro? 204205,

Apenas nas amostras de agua foi identificado um repertério génico
potencialmente relacionado a ambientes extremos, como baixo pH (kdpA, clpX
e CLPP) e estresse oxidativo (DNAX, clpPX, e groEL). Nas amostras de agua
do periodo seco também foi identificado o operon relacionado a sintese de
estruturas extras da parede celular (murABCDEFGQ). Vale lembrar que todos
os residuos do processo de mineracdo de cobre sdo transportados para a
deposicao final na barragem de rejeitos. Neste ambiente a oxidacdo de
minerais sulfetados (contendo ferro e enxofre) fica limitada desde que os
residuos permanecam saturados com agua. Em regibes ndo cobertas, a
lixiviagcdo dos rejeitos resulta em um aumento de oxianions em solugdo (como
sulfato, arsenato, molibdato). Ao longo da vida Gtil da mina ou uma vez que as
atividades cessam, 0s niveis de agua represada na barragem caem, criando
zonas altamente oxigenadas *** e levando a formacdo de drenagem &cida de
mina dentro do ambiente da barragem de rejeitos. Apesar de ndo estarem
presentes em grande numero na barragem, a abundéancia dos organismos
biolixiviadores poderia aumentar a medida que a barragem de rejeitos va se
tornando saturada. Além disso, pode ocorrer transferéncia horizontal de genes
de resisténcia, como ja relatado em AMD entre L. ferrodiazotrophum, L.
rubarum e Ferroplasma em relacdo a genes de resisténcia a acidifacacao
(operon gadBC) 2°°. Uma visdo geral da relacéo entre e a diversidade funcional
e taxondmica encontrada na barragem de rejeitos esté representada na Figura
17.
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Figura 15 - Visdo geral dos principais aspectos funcionais encontrados na
barragem de rejeitos. A) fixagdo de carbono, B) oxidacdo de ferro, C) adaptagéo
ambiental , D) metabolismo de enxofre. O numero entre parénteses apresenta a
guantidade de genes completos preditos e atribuidos ao determinado taxon
relacionados a via de interesse.
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Na drenagem acida de mina existe o favorecimento de uma comunidade
microbiana baseada em quimiolitrofia, metabolismo geral ligado a oxidagéo e
redugcéo de ferro e enxofre, bem como fung¢des relacionadas aos ciclos do
nitrogénio e carbono 2. A transformac&o bioquimica primaria do ferro nesses
sistemas é a oxidacdo do ferro ferroso, implicita pela predominéncia de
bactérias oxidadoras de ferro quando comparada com a de espécies redutoras

207 As enzimas relacionadas envolvem uma cadeia de

de ferro férrico
transporte de elétrons em que os elétrons sao transferidos das espécies
reduzidas para o primeiro componente. Nessas amostras foi encontrada tanto a
cyt ¢ que codifica a proteina da membrana exterior do citocromo C, quando a
que codifica a membrana periférica (apenas relacionada a oxidacédo do ferro
ferroso). Também foram identificadas as “proteinas azuis” de cobre
rusticianina, rusA e sulfocianina, e a Iro (ferro oxidase). As transformacdes
envolvidas no ciclo do enxofre sdo mais complexas devido a variedade de
estados de oxidacdo adotada por este elemento (politionatos como tiossulfato e

tetrationato, enxofre elementar, sulfeto).

Grande parte do sistema Sox, relacionado a oxidacdo de compostos
reduzidos de enxofre a sulfato sem a formacao do intermediario sulfito, foi
encontrado. Esse sistema é expresso em mais de 15 genes que codificam
varios citocromos e outras proteinas como: o complexo RISC, CydAB
(relacionado a A. thiooxidans, A. ferrooxidans e A. caldus), o complexo
citocromo d ubiquinol oxidase, bo3 oxidase (cyoABCD) e o complexo bc 1
(relacionado a A. ferrivorans).Nas arqueias muitas enzimas que realizam esse
processo pertencentem a ordem Sulfolobales ?®®. A principal diferenca em
relacdo a outras transformacfes quimicas que envolvem RISCs é que a
enzima-chave do processo € uma enxofreoxigenase redutase (Sor), que
catalisa a oxidacdo e reducédo simultanea de enxofre. Na barragem de rejeitos
foram encontradas enzimas tipicas de arqueias termofilicas como Sor, teth e
DoxDA. A assimilacado de enxofre, geralmente na forma de sulfato, parece ser
realizada por meio de um sistema de captacdo de ABC ou sulfato de permease
(SulP). Os genes que codificam as enzimas da via para reducdo de nitrato
assimilatério foram mapeadas a diversos taxons bacterianos, principalmente

pertencentes a grupos de alfaproteobactérias.
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Fontes de carbono séo severamente limitadas em AMD, por esse motivo
a ciclagem de carbono é uma atividade primordial. Alguns membros da
comunidades parecem conter genes de fixacdo de CO? pelo ciclo de Calvin-
Benson-Bassham (CBB) (associado com o género Gallionella-like), fixacado de
carbono inorganico pelo ciclo redutor de acido tricarboxilico (RTCA) (associado
a Leptospirillum-like). Fixacdo de carbono tipica de arqueia também foi
identificada, como o ciclo do 3-dimetil-hidroxipropionato ,4-hidroxibutirato e via

redutiva de acetil-CoA, mas sem associacdo a nenhum taxon especifico.

Além dos mecanismos de resisténcia a metais pesados e ambientes
acidos ja descritos na barragem de rejeitos, também foram encontrados genes
relacionados a formacéao de biofilme, como genes associados com motilidade e
quorum sensing (fIACDEFGHIMNOPQR, motAB, cheABDRWY). A formacéo
de biofilme pode ser um dos mecanismos de resisténcia a agentes
antimicrobianos, pela adsor¢cdo dos antimicrobianos disponiveis no meio pela
matriz de polimeros extracelulares, diminuindo sua interacdo com as células do
biofilme 2°°. Uma visdo geral da relacdo entre e a diversidade funcional (fixacdo
de carbono, metabolismo de enxofre, oxidacéo de ferro e adaptacdo ambiental)
e taxondmica encontrada na drenagem acida de mina esta representada na

Figura 18.
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Figura 16 - Visdo geral dos principais aspectos funcionais encontrados na drenagem
acida de mina.A) metabolismo de nitrogénio, B) oxidacao de ferro, C) adaptacédo ambiental, D)
metabolismo de enxofre. O numero entre parénteses representa a quantidade de genes
completos preditos e atribuidos ao determinado taxon relacionados a via de interesse.
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7- Conclusdes e Perspectivas

No presente estudo foram possiveis as seguintes observacgées:

A Barragem de rejeitos se caracterizou como uma comunidade
microbiana menos diversa na agua, que parece em parte com a
estrutura das comunidades comumente relatadas em agua doce
natural. O sedimento, mais diverso, possui poucos grupos
relatados em solos brasileiros e sedimento amazonico, abrigando
uma diversidade de bactérias redutoras de sulfato potencialmente

Uteis para remediacdo de drenagem acida.

A Drenagem acida de mina parece ser comunidade microbiana
muito diversa, que difere em abundéancia em relacdo a AMD de
baixo pH. Esse ambiente se caracterizou como propicio para o

isolamento de microrganismos biolixiviadores.

Tanto a barragem de rejeitos como a drenagem acida de mina
parecem suportar o crescimento de microrganismos heterotroficos
e acidofilos (tais como Acidibacillus, Acidiphilium, Acidobacterium
e bactérias redutoras de sulfato) que provavelmente vivem em
lisados e exsudatos (como o carbono organico dissolvido)
derivados de microorganismos produtores primarios, como 0s
autotroficos (ex. Cyanobacteria e Nitrospira). Essa comunidade é
aparentemente bem adaptada ao ambiente, apresentando genes
de resisténcia a metais pesados, tolerancia a solventes organicos,
a baixa disponibilidade de nutrientes e rotas variadas para

oxidacao e reducao de ferro e enxofre.

A importancia da integracdo de diversas fontes de informacéo
relevantes ao estudo foi demonstrada através da construcédo de

um banco de dados relacional.

Até o momento foram gerados como produtos:
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e A padronizacdo de um fluxo de trabalho para analise
bioinforméatica de dados metagendmicos, incluindo ferramentas
intermediarias desenvolvidas in house para mudancas de
formatos, integragéo dos dados em formato tabular e visualizagao
de alguns resultados (modelos de distribuicdo, mapas de calor,

recrutamento).

e Uma lista continua de genes e taxons presentes nas amostras
analisadas organizada em forma de um banco de dados

relacional.

Além disso, essa pesquisa revelou um numero expressivo de novos
genes preditos com funcédo desconhecida. Esses genes confirmam a existéncia
de um acervo metabdlico inexplorado que pode estar relacionado a processos
de biomineracdo. A integracdo de dados gendmicos, metagendmicos,
ambientais e funcionais (incluindo a transcritbmica e metabolémica) é
necessaria para a elaboracdo de modelos de funcionamento dessas
comunidades, que poderdo ser usados no controle de processos de
biolixiviacdo e biorremediacdo. Neste contexto, o banco de dados gerado a
partir deste projeto podera ser complementado com dados de outros projetos
do Laboratério de Informética de Biossistemas e Gendmica realizados com
amostras provenientes da mina de Sossego e de outras minas. Assim, modelos
in silico podem ser criados, com base no conhecimento te6rico acumulado, e
validados in vitro, por exemplo, através da observacdo do comportamento de

sistemas experimentais miniaturizados, ou microcosmos.
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8- Considerac®es finais

Dentro do projeto Vale tive a oportunidade de contribuir em outros
trabalhos como a montagem e anotacdo de genomas individuais obtidos de

amostras de drenagem acida de mina.

8.1 — Potencial biotecnolégico de genomas isolados a partir de amostras
de drenagem acida de mina

Com o intuito de melhor descrever a diversidade néo cultivavel presente
na drenagem &cida de mina, em Junho de 2014, foi coletada uma amostra de
agua para o isolamento aleatério de células Unicas (SAGS). A técnica de Single
Cell Genomics visa proporcionar novas perspectivas para a compreensao da
genética, permitindo uma maior resolucédo de diferencas ao nivel celular, e uma
melhor compreensdo da funcdo da célula individual no microambiente. O
isolamento das células individuais e seus respectivos sequenciamentos, do
16S rDNA e do genoma completo, foram realizados no Single Cell Genomics
Center Bigelow (CSGS).

A partir da analise filogenética do 16S rDNA fornecida pelo laboratorio
Bigelow, onde as analises foram realizadas, foram identificadas quatro SAGs
de arquéias, duas classificadas como Methanosalsum, e uma como
Methanomethylovorans (cada taxon com apenas um genoma sequenciado até
0 momento), e seis SAGs de bactérias pertencentes a familia
Chitinophagaceae (filogeneticamente proximas a Hydrotalea acidophilamas

sem genoma sequenciado).

As arqueias supracitadas apresentaram alta representatividade nos
metagenomas shotgun de drenagem &cida, compreendendo 52.898, 66.450 e
36.647 pares de sequéncias mapeados exatamente uma vez nos respectivos
genomas montados. Uma andlise detalhada das SAGs de Chitinophagaceae
sera parte da tese de doutorado de Julliane Dutra Medeiros para 0 programa
de pds graduacdo em genética. A tabela 3 exibe uma descricdo geral desses

genomas.
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Tabela 3 - Estatisticas gerais da montagem de genomas isolados

N°Ade. N° de bases Densio!gde de Fechamento ) o
Genoma Seduéncias em todos o0s Tqmanho do N° de regioes % Contetido CIaSS|fA|ca.<;ao
apos o_flltro scaffolds maior scaffold scaffolds codificadoras GC % taxonémica
de qualidade %
A10 9.882.300 602.644 37.750 66 91,32 98,12 43 Methanosalsum
N19 8.305.741 430.242 31.611 55 93,51 82,82 43 Methanosalsum
M14 17.527.795 731.904 28.935 79 89,82 82,45 43 Methanomethylovorans
A04 10.804.334 710.749 53.598 68 93,41 94,83 36 Chitinophagaceae
B16 15.096.731 1.752.129 108.731 125 92,95 82,60 37 Chitinophagaceae
Jo4 9.535.305 1.579.673 54.353 116 88,98 100,00 37 Chitinophagaceae
K06 16.014.599 1.106.849 59.529 90 88,64 99,47 37 Chitinophagaceae
L11 13.017.028 1.105.265 66.431 92 88,85 97,27 37 Chitinophagaceae
P17 14.832.439 2.082.446 71.392 131 90,49 99,35 37 Chitinophagaceae
HF 10.481.874 3.413.796 288.419 116 93,12 99,00 36 Hydrotalea flava
ITVO1 5.082.656 3.164.591 318.792 72 88,15 94,19 52 Acidibacillus ferrooxidans

O sulfeto de dimetilo (DMS) representa um fator de impacto no
aguecimento global, na precipitacdo acida e no ciclo global do enxofre devido a
formacéo de seus produtos de oxidacdo, como acido metanossulfénico e SO..
Haloarquéias foram avaliadas para a biorremediacdo em ambientes com
contaminantes organicos, tratamento anaerobio de lamas, residuos agricolas,
municipais e no tratamento de aguas residuais da industria téxtil. Por causa da
producdo de biotensoativos elas podem desempenhar um papel importante na
reparacdo rapida de ambientes salinos poluidos por petrleo®®.
Methanosalsum € um grupo recentemente descrito, caracterizado pela elevada
tolerancia ao sal (até 3,5 M Na"), crescimento em ambiente alcalino (pH 6timo
de 9,5) e metilotrofia, utilizando metanol, metilamina e sulfeto de dimetilo (a

baixas concentracdes) como substratos metanogénicos.

Methanomethylovorans, isolada inicialmente de sedimento de lago, é
caracterizada por também ser metanogénica. Além de ser metilotréfica, nao
halofilica e codificar varias proteases extracelulares ?°*. Em todos os genomas
foi encontrado o gene rhlIAB que codifica uma ramnosiltransferase envolvida na
sintese do biossurfactante ramnolipideo. A propriedade emulsificante desse
biossurfante idbnico vem sendo estudada como meio de potencializar o aumento

da degradacéo de hidrocarbonetos em ambientes contaminados com petréleo
202
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Devido a baixa cobertura dos scaffolds montados das SAGs de
Chitinophagaceae, foi preciso validar as anotag¢des utilizando um genoma
referéncia. Para tal sequenciamos, montamos e anotamos 0 genoma da
espécie-tipo Hydrotalea. flava. A alta representatividade de genes dessa
referéncia foi evidenciada pelo recrutamento do genoma montado contra todas
as sequéncias da biblioteca shotgun (Figura 14), sendo possivel afirmar a
presenca de organismos proximamente relacionados a H. flava, com identidade

acima de 95%, na drenagem acida de mina.
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Figura 17 Recrutamento de sequénciasshotgun em relacdo ao genoma de
Hydrotalea flava. A) sequéncias shotgun de agua de drenagem acida de mina B)
sequéncias shotgun de barragem de rejeitos

A Hydrotalea flava CCUG 51397T € a espécie tipo do género
Hydrotalea,e seu DNA foi obtido da cole¢cdo de cultura da universidade de
Gotemburgo (Suécia). Essa bactéria foi originalmente isolada a partir de

amostras de agua no sul da Suécia, sendo caracterizada como gram-negativa,
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aerobia, bastonete e néo flagelada. Em uma analise filogenética baseada no
gene 16S rDNA essa espécie mostrou menos do que 93% de semelhanca com
todas as espécies descritas pertencentes a familia Chitinophagaceae.A anélise
do contetido genético de H. flava revelou a presenca de genes que codificam
para algumas caracteristicas bem conhecidas da familia Chitinophagaceae,
como genes que codificam quitinases (endoglicosil-hidrolases que clivam as
ligagBes glicosidicas da quitina), genes que codificam proteinas da parede
celular relacionados a rod cells (mreBCD, PBP2, Roda), e genes de
motilidade/deslizamento (gldBCDFGHJN). Também foi possivel identificar a
presenca de genes envolvidos em processos de adaptacdo, bem como
relacionados a resisténcia a antibidticos, compostos téxicos e resposta ao

estresse (Figura 15 A).

Outro genoma completo foi isolado em Dezembro de 2013 a partir de
drenagem neutra formada sob pilhas de rejeito de calcopirita de baixo grau.
Nomeado de ITVO1, o isolado é filogeneticamente préximo a Alicyclobacillus
ferrooxidans, sendo igualmente heterotréfica e acidofilica. Ele possui um
repertério completo de genes necessarios para uma vida livre, estilo de vida
quimiolitotréfico, incluindo de fixacdo de CO2, biossintese de nucleotideos e
cofatores, além de conter importantes genes envolvidos na oxidacéo de ferro e
enxofre, tais como uma DYP-likeperoxidase (EC 1.11.1.7), ferritina-like
(EC:1.16.3.1), sulfato adenylyltransferase (2.7.7.4) (Figura 14 B).
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Figura 18 - Viséo geral dos atributos funcionais anotados para os genomas A) da
Hydrotalea flava B) da ITVO1. Lista de faixas, de fora para dentro: 1) Cromossomos /
plasmideos / scaffolds, 2) CDS, forward strand, 3) CDS, reverse strand, 4) RNAs, 5)
CDS relacionados ao metabolismo de enxofre (both strands), 6) CDS relacionadas ao
metabolismo de ferro (both strands), 7) contetdo GC.



Alguns dos resultados apresentados nesse tépico também estédo

descritos nos seguintes artigos, que se encontram anexos, na sessao de

materiais suplementares:

L.,.R.L., M,DJ.,, F.,G.R, A/F, S.,AC, V.,A, 0O.G., O.S.C.Draft
Genome Sequence of Hydrotalea flava Strain CCUG 51397 T. Genome
Announc. May/June 2016 vol. 4 no. 3 e00527-16.

D.H., N.I, J.D.B, O.,R, L,RL.,, P.VS, H,R, G.B.,, C. N, N.,G.L,,
T.,G., F..G.R, D..J, 0.,S.C., O.G. 2016. Draft Genome Sequence of “
Acidibacillus ferrooxidans ” ITV01, a Novel Acidophilic Firmicute Isolated
from a Chalcopyrite Mine Drainage Site in Brazil. Genome Announc. 2016
Mar-Apr; 4(2): e01748-15
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