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RESUMO

A mineracdo € um importante setor econdmico brasileiro que envolve
grande concentracéo de capital e esta em constante crescimento. A drenagem de
mina é a principal perturbacdo ambiental causada pelas diferentes etapas de
mineracao e compromete a qualidade do solo, da agua superficial e subterranea e,
consequentemente, toda a biodiversidade. A drenagem consiste em uma solugéo
percolante rica em metais pesados, ferro e enxofre. Apesar de suas caracteristicas
extremas, a drenagem de mina fornece um ambiente favoravel para o crescimento
de diversos micro-organismos 0s quais podem ser usados em tecnologias como a
biorremediacao, a biolixiviacdo e outras aplicagdes. Neste trabalho, foi realizado o
pirosequenciamento do gene rRNA 16S de seis amostras de solo em um canal de
drenagem neutra de mina e seis amostras de solo ao lado do canal para avaliar
diferengcas na composicao, estrutura e diversidade das comunidades bacterianas
desses ambientes na mina de cobre do Sossego, Brasil. Os parametros quimicos,
as analises de similaridade ANOSIM, escalonamento multidimensional ndo métrico
(MDS) e a comparagao entre os indices de diversidade revelaram uma diferenca
entre as amostras de solo e drenagem em termos de composicao e estrutura da
comunidade, mas nao em riqueza de espécies. Analises estatisticas mostraram
que o filo Deinococcus/Thermus, especialmente o género Meiothermus, foi em
grande parte responsavel pelas diferencas entre as comunidades, e foi
positivamente associado com a presencga de cobre e outros metais pesados nas
amostras ambientais. Outros parametros importantes que influenciaram a
diversidade e composicao bacteriana foram os elementos potassio, sédio, niquel e
zinco, bem como o pH. Analises estatisticas e da microbiota nucleo da
comunidade bacteriana da drenagem revelaram que a comunidade variou ao
longo do canal de escoamento em estrutura e diversidade de espécies. A
comunidade da drenagem apresentou uma OTU (Unidade Taxondmica
Operacional) generalista, identificada como Meiothermus e nenhuma OTU
especialista foi encontrada. A microbiota da drenagem é basicamente formada por
bactérias heterotréficas, com gupos resistentes a metais e a sal e com potencial
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para a degradacao de diversos compostos xenobibticos, além de apresentar
grupos bacterianos ainda pouco caracterizados. A comunidade bacteriana do solo,
assim como a comunidade da drenagem, também variou ao longo do canal.
Foram encontradas duas OTUs generalistas e duas OTUs especialistas. A
microbiota do solo é basicamente formada por bactérias heterotréficas, com
alguns grupos resistentes a metais. No entanto, grande parte da microbiota nucleo
desse ambiente permanece pouco caracterizada. Os resultados obtidos
contribuem para a compreensdo da diversidade bacteriana em solos impactados
por drenagem neutra de mina, e demonstram que os metais pesados tém um

papel importante na formagao da comunidade microbiana nesse tipo de ambiente.
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ABSTRACT

Mining is an important and constantly growing Brazilian economic sector
that involves large investiments. Mine drainage is an important environmental
disturbance caused by the different steps of the mining and compromises the
quality of soil, surface water, and underground water bodies, hence affecting the
biodiversity. Mine drainage consists in a percolating solution that is rich in heavy
metals, iron and sulfur. Despite the extreme characteristics, the mine drainage
provides a favorable environment for many microorganisms that can be used in
bioremediation, bioleaching and others applications. In this work, a pyrosequencing
approach of the 16S rRNA gene, of six soil samples from a neutral drainage
channel and six soil samples next to the channel, was used to evaluate differences
in composition, structure, and diversity of bacterial communities at the Sossego’s
copper mine in Brazil. The chemical parameters, the analyses of similarity
ANOSIM, non-metric multidimensional scaling and the comparison of the diversity
indices revealed differences between the drainage and the soil samples in
composition and structure of the microbial community, but not in their species
richness. The statistical analysis showed that the phylum Deinococcus/Thermus,
especially the Meiothermus genus, was in large part responsible for the differences
observed between the communities, and was positively associated with the
presence of copper and other heavy metals in the environmental samples. Other
important parameters that influenced the bacterial diversity and composition were
the elements potassium, sodium, nickel and zinc, as well as the pH. Statistical
analysis of the Shannon index and the analysis of the core microbiota of the
drainage’s bacterial community revealed that it changed along the flow channel in
structure and diversity. The community of the drainage presented one generalist
OTU (Operational Taxonomic Unit), identified as Meiothermus and no specialist
OTU was founded. The microbiota of the drainage was basically formed by
heterotrophic bacteria, with groups resistant to metals and salt and with the
potential for degradation of a large number of xenobiotic compounds. Bacterial
groups poorly characterized were also identified. Analyses of the soil samples
revealed a heterogeneous bacterial community. Two generalist OTUs and two
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specialist OTUs were found. The soil microbiota was basically formed by
heterotrophic bacteria, with some groups resistant to metals, however, much of the
core microbiota of that environment remains poorly characterized. These findings
contribute to the understanding of bacterial diversity in soils impacted by neutral
mine drainage, and demonstrate that heavy metals play an important role in

shaping the microbial community in mine environments.
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INTRODUCAO

Mineracao: aspectos gerais

A mineracao consiste na retirada das camadas profundas do solo, de
minérios valiosos, como metais e pedras raras; minérios de interesse industrial,
como ferro, carvao e uranio ou minérios de interesse agricola como calcario e
potassio. A extracdo pode ser feita em lavras a céu aberto ou subterraneas,
dependendo do tipo e disposicdo do material que sera extraido (Jain & Karera,
2009; Silvas, 2010). Os processos de mineracao atuais envolvem etapas de
prospeccao, estudo da area de interesse e analise do lucro potencial com sua
exploracdo. Em seguida ocorre a extragdo do material desejado e, finalmente, a
recuperagao do local para outros usos quando a mina € encerrada. Assim, fica
claro que a mineracao € uma atividade que envolve muito planejamento e
investimento (Jain & Karera, 2009).

A atividade mineradora € a base de diversas cadeias produtivas e tem
papel fundamental no equilibrio das contas externas nacionais. Assim sendo, € um
importante setor econdémico brasileiro. Em uma década - 2000 a 2009 - a
producéo de minério de ferro, por exemplo, cresceu mais de 50% (MME, 2010).

Segundo o Ministério de Minas e Energia (2013), no ano de 2012, a
mineracao contribuiu com 17,5 bilhdes de doblares para o PIB (Produto Interno
Bruto) nacional e correspondeu a 14,1% das exportacées brasileiras e a
perspectiva € continuar expandindo. Para o Instituto Brasileiro de Mineracao
(IBRAM, 2011), com o crescimento das economias emergentes e a crescente
urbanizacdo mundial, a producdo mineral brasileira continuara crescendo, nos
préximos anos, entre 10% e 15% ao ano.

A mineracdo de cobre é particularmente importante devido a grande
demanda por esse metal. Segundo o International Copper Study Group (2013), a
demanda mundial do cobre mais que triplicou nos ultimos 50 anos, gracas a
expansao industrial, e a previsao € continuar crescendo. Entre janeiro e marco de

2013, a producéo de concentrado de cobre na mina de Sossego, no Para, por



exemplo, chegou a 27,7 mil toneladas, o melhor resultado desde 2009 (IBRAM,
2013).

Sao significativas e variadas também as perturbacées ambientais causadas
pela extracdo de minérios. Entre essas perturbagcées podemos citar a eroséao e
contaminacdo do solo, a poluicdo de aguas superficiais e subterrdneas e a
consequente perda de biodiversidade dessas areas (Jain & Karera, 2009).

Um dos problemas ambientais mais graves associados a atividade
mineradora é a oxidagao natural (quimica e biologica) de minerais sulfetados que
sd0 expostos a agua, oxigénio e a micro-organismos. Essa oxidacao é
responsavel pela geracdo de uma solucao aquosa denominada drenagem de
mina, que & capaz de comprometer a qualidade dos recursos naturais (Banks et
al., 1997; Jain & Karera, 2009; Pancholi et al., 2009).

Drenagem de mina

Durante as etapas de mineracédo, grande quantidade de solo e rocha é
retirada para adquirir o0 material de interesse. Esses rejeitos, ricos em minerais
sulfetados, sdo oxidados, liberando a drenagem de mina para o ambiente. A
drenagem de mina pode ser acida ou neutra/alcalina, dependendo de uma
complexa interacdo de processos hidroldgicos, quimicos e bioldgicos. Além disso,
drenagens de mina sdo ricas em metais pesados e enxofre (que estavam
presentes nos minerais oxidados), mas pobres em nutrientes. Como resultado, a
drenagem de mina é um poluente multifatorial (considerando aspectos como
acidez ou alcalinidade, salinizacdo, toxicidade por metais e processos de
sedimentacdo) sendo que, a importdncia de cada fator depende das
caracteristicas do ambiente afetado (Gray, 1997; Jain & Karera, 2009; Pancholi et
al., 2009).

Quando a drenagem apresenta um pH menor que trés, ela é chamada de
drenagem acida de mina (DAM). Segundo Kontopoulos (1998) e Mohapatra et al.
(2011) o processo de formagédo da DAM ocorre da seguinte forma:



O oxigénio presente na atmosfera (equacao 1) ou o ion férrico (equacao 2)
juntamente com a agua atuam como agentes oxidantes, e sdo 0s responsaveis

pelas reacdes iniciais da DAM.

FeS, + 7/20; + H,O > Fe?* + 2S04% + 2H* (1)
FeS, + 14Fe® + 8H,0 > 15Fe* + 2S0,% + 16H" (2)

Essas reagbes sao seguidas pela oxidacdo do ion ferroso para o ion férrico

(equacgéo 3), e a consequente precipitacao do hidréxido de ferro (equacgao 4).

4Fe® + O, + 4H* > 4Fe®* + 2H,0 (3)
Fe® + 3H,0 > Fe(OH); +3H* (4)

A oxidacdo feita pelo oxigénio em pH baixo € muito lenta e limita a
formacao da DAM. No entanto, organismos procariotos que oxidam ferro e enxofre
podem catalisar a oxidagao desses ions e, portanto, acelerar a taxa de dissolugéo
dos minerais (Baker & Banfield, 2003).

A oxidacdo dos minerais sulfetados pelas bactérias € mediado pelo ion
férrico (Fe®*). Esse ion oxida os minerais quimicamente e é transformado na sua
forma reduzida, o ion ferroso (Fe®**). O ion ferroso, entdo, é utilizado como
substrato pelas bactérias oxidantes de ferro, as quais re-oxidam o ion novamente,
e o ciclo recomeca. A oxidacao bacteriana pode ocorrer com ou sem contato. A
oxidacao sem contato € basicamente exercida por bactérias plancténicas e com os
ions em solugcédo. Na oxidagdo com contato, as bactérias se ligam a superficie dos
minerais e 0s processos eletroquimicos ocorrem na interface entre a célula
bacteriana e a superficie do mineral sulfetado, preenchida com substancias
poliméricas extracelulares (Vera et al., 2013).

Devido as condi¢des extremas de pH, a comunidade microbiana desse tipo
de drenagem tem sido extensivamente estudada, pois a acidez aumenta
significativamente a mobilidade e a disponibilidade dos metais, interferindo
diretamente na microbiota presente do ambiente afetado (Lottermoser, 2010).



Avaliacbes de composicdo e diversidade ja foram feitas nas comunidades
microbianas em drenagem &cida de mina (Bruneel et al., 2006; Kuang et al.,
2012), sedimentos fluviais contaminadas com DAM (Sanchez-Andrea et al., 2011),
ambientes de mina subterraneos (Johnson, 2011) e sedimentos de DAM (Bruneel
et al., 2006).

Em muitos casos, devido a capacidade de neutralizacdo dos residuos
minerais, ou intervencdo humana com o espalhamento de calcario para precipitar
0s metais, a drenagem pode apresentar valores maiores de pH (4,5 a 8,5), e é
denominada, entdo, de drenagem neutra de mina (DNM). Nesse caso,
componentes como o calcio e 0 magnésio oriundos de carbonatos neutralizam a

acidez e mantém o pH préximo a neutro (equagéo 5).
CaMg(COs)z + 2H* > Ca®* Mg * + 2HCO3™ (5)

Os metais se comportam de maneiras diferentes na 4gua das DNM naturais
e naquelas neutralizadas quimicamente. Enquanto que, no processo de
neutralizagdo quimica, a maioria dos metais € removida da drenagem, as
drenagens de mina neutra/alcalinas naturais sdo conhecidas por conter
concentracdes elevadas de metais e metaldides, os quais podem permanecer
soluveis em pH neutro/alcalino dependendo das condi¢cdes redox do ambiente.
Dessa forma esse tipo de drenagem pode causar problemas ambientais graves
em areas de mineracdo (Banks et al., 1997; Lindsay et al., 2009, Lottermoser,
2010). Em ambientes de solo, no entanto, pouco se sabe sobre 0 comportamento
dos metais presentes na DNM e o seu efeito na microbiota local.

Estudos anteriores tém relatado que a DNM contém uma grande
diversidade bacteriana, enquanto que na DAM, essa diversidade € tipicamente
baixa. Usando abordagens de metagenémica e metaprotedmica, Halter et al.
(2011) encontraram uma grande variedade de bactérias em sedimentos levemente
alcalinos em uma mina francesa, incluindo organismos oxidantes de ferro e
heterotroficos. Reis et al. (2013) encontraram altos indices de diversidade em

amostras de sedimento neutro de rio contaminado com metais pesados liberados



de uma mina de arsénio brasileira. Embora apresente uma grande biodiversidade,
a DNM ainda é um ambiente pouco explorado e pouco se conhece a respeito da
estrutura e diversidade da comunidade bacteriana de locais contaminados com

esse tipo de drenagem.

Diversidade bacteriana em drenagem neutra de mina

Em drenagens neutras € comum a presenca de altas concentracdes de célcio,
magnésio e sbdio, além de metais. Por esse motivo, a drenagem neutra pode
apresentar um impacto negativo sobre 0 ambiente em que se encontra (Rose &
Cravotta, 1998; Lottermoser, 2010). Embora a drenagem neutra de mina seja
preocupante quando presente em ambientes naturais, 0 estudo dos organismos ali
presentes pode proporcionar diversas aplicagdes industriais de interesse. Muitos
trabalhos, por exemplo, vem utilizando bactérias isoladas de ambientes de mina
para biorremediacéo de areas contaminadas com metais pesados (Ma et al., 2013;
Wang et al, 2013; Yang et al, 2013). No entanto, pouco se sabe sobre a
diversidade e potencial metabdlico da comunidade microbiana associada a
drenagem de mina. Além disso, a resolucdo e o numero de filotipos encontrados
dependem das técnicas utilizadas e do tipo de amostra estudados.

Nos rejeitos minerais alcalinos, por exemplo, Piotrowska-Seget et al. (2005)
isolaram a bactéria Variovorax paradoxus (B — Proteobacteria) em pilha de rejeito
estéril de uma mina de prata, na Pol6nia. Por outro lado, no trabalho de Zhang et
al. (2007) foram estudadas as comunidades bacterianas de uma pilha de minério
de chumbo e zinco abandonada a cerca de 100 anos. Devido ao longo periodo de
exposicado a superficie, essa pilha foi colonizada por diversas gramineas e
arbustos. Foram estudadas as bactérias de trés profundidades diferentes na pilha
(10, 100 e 200 cm). Os resultados mostraram que Acidobacteria foi o filo mais
abundante em todas as profundidades, mostrando uma grande diversidade
filogenética e a capacidade de adaptacdo desse grupo de bactérias.
Gammaproteobacteria foi dominante na superficie (10 cm), enquanto que,
Deltaproteobacteria foi dominante nas camadas mais profundas da pilha e esta,

provavelmente, relacionado a reducao de metais desse ambiente.



Em ambientes de drenagem neutra de mina também é possivel encontrar
biofilmes bacterianos. Ferris et al. (1989) avaliaram a composi¢do bacteriana em
biofilmes presentes em um lago contaminado por drenagem de mina, no Canada,
utilizando microscopia eletrénica. Na regidao do lago com pH neutro, o biofilme era
composto basicamente por Cyanobacteria e algumas bactérias Gram-negativas.
Labrenz & Banfield (2004), por sua vez, avaliaram a diversidade microbiana de
biofilmes em aguas neutras no interior de tuneis abandonados de uma mina de
chumbo nos EUA. Essa mina foi completamente inundada, formando um ambiente
anaerobio. O sequenciamento parcial do gene de rRNA 16S revelou que o biofilme
era definido pela interagcdo de bactérias redutoras de sulfato Gram-negativas da
familia Desulfobacteriaceae com bactérias fermentativas e oxidantes de enxofre
(presentes devido a pequenas areas aerobias no biofilme).

Outros trabalhos vém estudando a comunidade microbiana em diferentes
ambientes contaminados por drenagem de mina. Piotrowska-Seget et al. (2005)
isolaram bactérias tolerantes a metais pesados em solos neutros/alcalinos
contaminados por rejeitos de uma mina de prata. Foram encontradas nesses
locais bactérias tolerantes a cadmio, zinco e prata. As principais bactérias
encontradas foram, na sua maioria, Gram-negativas e identificadas como
Pseudomonas, Alcaligenes, Ralstonia, Burkholderia, Comamonas, Variovorax,
Methylobacterium e Flavobacterium. Entre as Gram-positivas foram encontradas
bactérias dos géneros Bacillus, Corynebacterium e outras bactérias do filo
Firmicutes.

Reis et al. (2013) por sua vez, estudaram sedimentos fluviais neutros
localizados no Quadriladtero Ferrifero da Bacia do Rio das Velhas, Minas Gerais,
Brasil, e que estavam contaminados com arsénio e outros metais devido a
atividade mineradora dessa regido. Foram sequenciados fragmentos do gene
ribossomal rRNA 16S e foram encontradas sequéncias afiliadas com
Fusobacteria, Spirochaetes, Gemmatimonadetes, Armatimonadetes e muitos
outros grupos bacterianos. Nota-se, portanto, que as comunidades bacterianas

presentes em ambientes neutros e com altas concentragdes de metais séo



bastante diversas e sua composi¢ao varia de acordo com o local estudado € o tipo
de contaminacao existente.

Em ambientes de mineragdo, as drenagens de mina sao geralmente
armazenas em lagos, onde é possivel avaliar a comunidade microbiana na
solugdo aquosa e nos sedimentos encontrados na parte inferior dos lagos. Majzlan
et al. (2011) avaliaram a microbiologia associada a drenagem neutra de rejeitos
ricos em arsénio na mina abandonada Pezinok, Eslovaquia. Neste trabalho, foram
coletadas amostras da solugdo aquosa da drenagem e do sedimento oriundos de
furos de prospeccado localizados na mina. A acidez gerada pela drenagem foi
neutralizada pela presenca de carbonatos como calcita e dolomina. Foram
realizadas analises de RFLP (Restriction Fragment Length Polymorphism) do
rDNA 16S para avaliar a diversidade microbiana do residuo e observou-se uma
grande proporcdo de fragmentos relacionados a bactérias heterotroficas,
principalmente dos géneros Sphingomonas, Caulobacter e Janthinobacterium.
Também foram encontradas sequéncias afiliadas a bactérias redutoras de ferro
(Geobacter e Rhodoferax) e enxofre (Sulfuricurvum,  Alkalilimnicola,
Acidithiobacillus e  Ectothiorhodospiraceae). A presenca do género
Acidithiobacillus é particularmente interessante uma vez que este grupo é
comumente acidéfilo e presente em drenagens acidas, mas foi capaz de adaptar
as condicdes neutras. Nota-se, portanto, que a comunidade bacteriana associada
a drenagem neutra de mina € bastante variada e se difere de acordo com o local
estudado.

A investigacao das comunidades bacterianas em drenagem neutra de mina
pode, ainda, revelar espécies ainda ndo descritas, as quais podem fornecer um
pool de genes e proteinas com diferentes aplicacées industriais. No trabalho de
Majzlan et al. (2011), por exemplo, 23% do total de sequéncias de rDNA 16S
analisadas nao foram atribuidas a nenhuma bactéria conhecida. Além disso, a
diversidade metabdlica da comunidade microbiana presente em drenagem neutra
de mina torna esse ambiente ideal para estudos de genomas, ecologia, evolucéo,
mecanismos de tolerdncia e de interacdo entre bactérias e fatores ambientais
(Baker & Banfield, 2003; Lauber et al., 2009; Denef et al., 2010).



Influéncia dos fatores ambientais nas comunidades microbianas

A diversidade e a composicdo da comunidade microbiana variam
consideravelmente no meio ambiente devido as alteracdes dos fatores bibticos e
abioticos. Muitos fatores ambientais vém sendo apontados como importantes
moduladores dessas comunidades como, por exemplo, a estacdo do ano (Streten-
Joyce et al., 2013), o pH (Kock & Schippers, 2008), a matéria organica (Bouskill et
al., 2010) e também a interagdo destes e outros fatores.

Ge et al. (2008) avaliaram pela técnica de DGGE (Denaturing Gradient Gel
Electrophoresis) 212 amostras de solo na China para verificar a influéncia de
eventos passados (localizacdo e perfil do solo) e contemporaneos (aplicacao de
fertilizantes) na comunidade bacteriana. Os resultados mostraram que os eventos
passados poderiam ser o fator responsavel pela variagdo da diversidade
bacteriana em uma escala espacial regional (cerca de 1000 km), ao passo que
alguns dos eventos contempordneos causaram variacdo nos Micro-organismos
em uma escala espacial local.

Lauber et al. (2009), por sua vez, avaliaram, por sequenciamento em larga
escala do gene de rRNA 16S, a comunidade bacteriana de 88 solos coletados no
continente americano. Nesse trabalho, o pH foi o fator que melhor explicou a
diferenca na diversidade entre os locais de coleta, influenciando principalmente os
filos Actinobacteria, Bacteroidetes e Acidobacteria. No entanto, muitas outras
variagdes nos filos bacterianos desses solos, cujo pH néo representava uma forte
influéncia, ndo puderam ser explicadas.

A interagdo entre a comunidade bacteriana e os metais pesados presentes
em solo ainda €& pouco estudado. Guo et al. (2009) mostraram que solos
contaminados com metais pesados em minas abandonadas na Australia nao
tiveram qualquer impacto na diversidade bacteriana. Marcin et al. (2013), ao
contrario, reportaram que um alto conteddo de metais pesados em solo de floresta
tiveram influéncia negativa na atividade e na diversidade bacteriana. Iglesia et al.
(2006) estudaram a comunidade microbiana de solos contaminados e
reflorestados em uma mina de cobre, no Chile. Os resultados mostraram que, nas



amostras de solo dessa mina, o cobre foi o fator que mais afetou a estrutura da
comunidade bacteriana, juntamente com o pH e o conteudo de matéria organica.

Nas drenagens acidas presentes em trés minas de carvao chinesas
estudadas por Xie et al. (2011), as caracteristicas fisico-quimicas que mais
afetaram a estrutura e a atividade da comunidade microbiana foram os gradientes
de enxofre, magnésio e boro, os metais pesados cobre e niquel, além de fésforo.
Como as condi¢cdes de cada mina variam de acordo com o clima, tipo de solo e
composicao mineralogica dos rejeitos, a comunidade bacteriana foi fortemente
afetada pelos fatores ambientais locais, enquanto que a distancia geografica entre
as amostras apresentaram pouca influéncia.

Kock & Schippers (2008) encontraram diferencas significativas entre as
comunidades de diferentes minas sujeitas a geomorfologias e climas distintos. Nas
trés minas avaliadas, localizadas na Suécia, Botswana e Alemanha, parametros
como temperatura, pH, difusdo de oxigénio e mineralogia determinaram a
composicao da comunidade microbiana. Apesar dos géneros tipicos desses
ambientes, Acidithiobacillus, Leptospirillum, e Sulfobacillus, serem detectados nos
trés locais, a distribuicdo das espécies e a diversidade foram distintas.

Nota-se, portanto que os padrdes da distribuicdo das bactérias no solo sao
variaveis e depende do numero de fatores analisados (pH, salinidade, metais e
outros), o grau de resolucao filogenética analisada e a escala espacial estudada
(Noguez et al., 2005; Lauber et al., 2009).

O advento das novas tecnologias de sequenciamento em larga escala
oferecem oportunidades de caracterizar essas comunidades bacterianas com
grande profundidade e em um grande numero de amostras. Assim, serd possivel
entender os padrdées de distribuicdo das bactérias nos ambientes e como estas

interagem com os fatores abiéticos.



OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo do presente trabalho é avaliar a comunidade bacteriana em solo
impactado por drenagem neutra de mina e como os paramétros quimicos do solo
influenciam essa comunidade em termos de composicao, estrutura e diversidade

de espécies.

Objetivos especificos
- Comparar as comunidades bacterianas de drenagem e solo em termos de

composicao, estrutura e diversidade de espécies;
- Avaliar a influéncia dos parametros quimicos na composicdo e na
diversidade de espécie das comunidades bacterianas das amostras de drenagem

e solo;

- Caracterizar a microbiota da drenagem e solo quanto a sua estrutura,

distribuicao das OTUs no ambiente e microbiota nucleo.
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MATERIAL E METODOS

Coleta das amostras

As amostras foram coletadas na mina do Sossego, no municipio de Canaa
dos Carajas, Para. A mina foi descoberta em 1997 e, desde entao, é operada pela
companhia Vale para a extragdo, principalmente, de minério de cobre. Nessa
mina, a drenagem escoa de forma continua ao longo de um canal no solo,
partindo da base de uma pilha de minérios até uma bacia de sedimentagdo de
metais. Em seguida, segue pelo canal até o ponto de desague em um canal de
armazenamento. Ao longo de todo o canal, a drenagem é tratada com calcario
para aumentar o pH do solo e precipitar os metais pesados. Seis amostras de
drenagem (D1-6) foram coletadas assepticamente a partir da camada superior do
solo (0-10 cm). Seis amostras de solo ndo contaminadas com drenagem de mina
(S1-6) também foram coletadas (0-10 cm), ao redor de cada amostra de
drenagem. As figuras 1 e 2 (a-f) mostram o esquema da coleta e as fotos dos
pontos de amostragem, respectivamente. As amostras foram estocadas a -20°C.
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Figura 1. Esquema de amostragem de solos contaminados e ndo contaminados

AL

Fim da drenagem
(Desague)

com drenagem na Mina do Sossego, PA. D1-6: Amostras de drenagem de mina
coletadas ao longo do canal. S1-6: amostras de solo do entorno do canal, ndo

contaminadas com drenagem de mina.
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Figura 2. Fotos dos pontos de coleta da Mina do Sossego, PA. a) Saida da
drenagem da pilha de minério (amostras D1 e S1); b) Canal de escoamento da
drenagem (amostras D2 e S2); c) Bacia de sedimentacao (amostras D3 e S3); d)
Canal de escoamento da drenagem (amostras D4 e S4); e) Canal de escoamento
da drenagem (amostras D5 e S5); f) Ponto de desague (amostras D6 e S6). Fotos
fornecidas pela Companhia Vale.
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Analises quimicas

Os parametros quimicos cadmio (Cd), célcio (Ca), chumbo (Pb), cobre (Cu),
cromo (Cr), enxofre (S), ferro (Fe), fésforo (P), magnésio (Mg), manganés (Mn),
niquel (Ni), potassio (K), sédio (Na) e zinco (Zn) foram determinados para cada
usando a técnica analitica EPA SW-846, método 3051A (EPA, 1986). O conteudo
de matéria organica (MO) e o pH (solo/agua = 1:2,5, m/v) foram determinados
como descritos por Camargo et al. (2009). Todas as andlises foram feitas em

duplicata.

Isolamento do DNA, construcao da biblioteca de rDNA 16S e
pirosequenciamento

Antes do isolamento do DNA, os metais pesados foram removidos a partir
das amostras ambientais utilizando o método de Sanchez-Andrea et al. (2011),
com modificagdes. Para isso, as amostras (0,5 g) foram suspensas em 1 mL de
tampao fosfato salino (PBS) (136,9 mM de NaCl, 2,7 mM de KCI, 10,1 mM de
NasHPO4, 1,75 mM de KH.POq4, pH 7,4), agitadas e centrifugadas a 12.000 rpm
em uma microcentrifuga durante 10 min. O sobrenadante foi descartado e as
amostras foram suspensas em 1 mL de EDTA 0,5 M, pH 8 e incubou-se a 4°C
durante 2 h. Apds a incubacdo, as amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm
durante 10 min e o sobrenadante foi descartado. A lavagem com EDTA foi
repetida até que os metais fossem completamente removidos. A amostra foi entao
lavada com PBS, e o DNA foi isolado a partir de uma aliquota de 0,25 g de solo
usando o Power Soil® DNA Isolation Kit (MOBIO Laboratories Inc.) segundo as
especificacdes do fabricante.

A amplificacdo da regiao V3-V4 do gene rRNA 16S foi realizada utilizando
os primers 338F e 806R (Huse et al., 2008; Masoud et al., 2011). As reacdes de
amplificacdo (volume final de 25 uL) foram compostas de 3-10 ng de DNA, 0,6 pM
de cada primer, 0,5 U de AccuPrime® Pfx DNA Polimerase (Invitrogen) e Reaction
Mix AccuPrime Pfx® 1X (Invitrogen).

A amplificacdo foi realizada sob as seguintes condi¢des: desnaturacéo
inicial a 94°C durante 1 min, 20 ciclos a 94°C durante 15 s, 52°C durante 30 s,
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72°C durante 30 s, e uma extensao final a 72°C durante 2 min. ApGs a primeira
amplificagdo, mais cinco ciclos foram realizados, com um volume final de 50 pL e
usando as mesmas condicdes de amplificacdo, para adicionar os barcodes
especificos para cada amostra e os adaptadores Lib-A e Lib-B. A tabela 1 mostra
os primers utilizados na segunda amplificagéo.

A purificagdo dos produtos de amplificacado foi realizada utilizando o GFX
PCR DNA and Gel Band Furification Kit (GE Healthcare) e a qualidade do DNA foi
verificada em gel de agarose. Uma mistura equimolar das 12 amostras foi feita
para obter 2.400 ng de produto de PCR com uma concentragdo de 16,48 ng/uL.
Os amplicons foram sequenciados na plataforma 454 GS Junior (Roche Company,
Branford, CT, EUA) pela Helixxa.

Processamento das sequéncias e analises estatisticas

Para a andlise da qualidade das sequéncias € 0 agrupamento dessas em
unidades taxonoémicas operacionais (OTUs) (97% ou mais de similaridade) foi
utilizado o pacote QIIME (Caporaso et al., 2010). As sequéncias com qualidade =
25 e tamanho entre 400 e 468 pb (pares de base) foram utilizadas nas analises
posteriores. Nao foram admitidos mismatches nem bases ambiguas na sequéncia
dos primers. As sequéncias quimeras foram identificadas e removidas utilizando o
algoritmo ChimeraSlayer no pacote QIIME. A classificagdo taxonémica das OTUs
foi realizada no banco de dados RDP (Ribosomal Database Project) com um
threshold de 80%. O teste t de Student foi empregado para comparar as amostras
de drenagem e solo em relacdo aos parametros quimicos usando o programa
Statistica v.10 (StatSoft Inc., 2003).
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Tabela 1. Sequéncia dos primers utilizados na segunda amplificacdo. A sequéncia em negrito corresponde aos adaptadores,
TCAG (sequencia para verificar a qualidade das bases) e a sequéncia em vermelho corresponde aos barcodes, seguida do

primer 338F.

Amostra Nome do

primer Sequéncia (5'-3")

D1 338F_454-A1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGAGTGCGTACTCCTACGGGAGGCAGCAG
D2 338F_454-A2 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGACGCTCGACAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
D3 338F_454-A3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGACGCACTCACTCCTACGGGAGGCAGCAG
D4 338F_454-A4 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGCACTGTAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
D5 338F_454-A5 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCAGACACGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
D6 338F_454-A6 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATATCGCGAGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
S1 338F_454-A7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGTGTCTCTAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
S2 338F_454-A8 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTCGCGTGTCACTCCTACGGGAGGCAGCAG
S3 338F_454-A9 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGTATCAGCACTCCTACGGGAGGCAGCAG
S4 338F_454-A10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTCTATGCGACTCCTACGGGAGGCAGCAG
S5 338F_454-A11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGATACGTCTACTCCTACGGGAGGCAGCAG
S6 338F_454-A12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACTGAGCTAACTCCTACGGGAGGCAGCAG
Todas 806R _LibL-B.  CCTATCCCCTGTGTGCCTTGGCAGTCGGACTACNNGGGTATCTAAT
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A analise de similaridade (ANOSIM) foi usada para testar a significancia das
diferengas observadas entre as amostras de drenagem e solo, baseada na
distancia de Bray-Curtis, considerando a composicao das OTUs em cada amostra.
O teste t de Student (com 95% de intervalo de confianga) foi utilizado para
determinar se os indices de diversidade Simpson, Shannon e Berger-Parker foram
estatisticamente diferentes em termos de riqueza e dominancia de espécies entre
as amostras de drenagem e solo. Andlises de escalonamento multidimensional
nao métrico (n-MDS) foram realizadas usando a matriz de distancia Bray-Curtis
para plotar a distancia entre as amostras, considerando a distribuicdo das OTUs e
0s parametros quimicos. A analise de SIMPER (Similarity Percentage) foi usada
para identificar os taxa que foram os principais responsaveis pela diferenca
observada entre as amostras de solo e drenagem. Todas as analises foram feitas
com os dados normalizados pelo numero total de sequéncias de cada amostra,
usando o programa PAST (Hammer et al., 2001).

As sequéncias foram submetidas a plataforma automatica MG-RAST
(Meyer et al., 2008) e uma tabela de classificacdo baseada no banco de dados
RDP (80% de identidade, 50 gbp de comprimento minimo de alinhamento e e-
value méaximo de 107°) foi gerada e utilizada no programa STAMP (Parks & Beiko,
2010). Esse programa foi utilizado para comparar a proporcao das sequéncias
afiliadas a um determinado grupo taxonémico entre as amostras de drenagem e
solo baseado no teste t de Student com 95% de intervalo de confianca.

As anadlises de arvore de regressdao multivariada (MRT - Multivariate
Regression Tree), Aggregated boosted tree (ABT) e correlagdo de Spearman
foram feitas para correlacionar os parametros quimicos e os dados bioldgicos.
MRT (De’ath, 2002) foi usado para explorar a relacdo dos parametros quimicos
com a abundéncia relativa dos filos dominantes e os indices de diversidades
normalizados. Essa andlise foi feita usando o pacote mvpart no ambiente
estatistico R, com os parametros padrées. ABT (De’ath, 2007) foi realizado (com
5000 arvores, validacao cruzada 10-fold e interagdo de trés vias) para avaliar a
importancia relativa dos parametros quimicos para a abundéancia relativa dos filos

dominantes, usando o pacote gbmplus no programa R. A correlacdo nao
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paramétrica de Spearman foi utilizada para testar a significancia (p < 0,5) da
relacdo entre os parametros quimicos e a abundancia dos filos dominantes,
usando o programa Statistica v.10.

As OTUs generalistas de drenagem e solo foram definidas como aquelas
OTUs presentes em todas as amostras e que registraram as maiores abundéancias
médias (= 100 na escala logaritmica) no ambiente estudado. As OTUs
especialistas de drenagem e solo foram definidas como aquelas OTUs presentes
em uma ou duas amostras e que registraram as maiores abundancias meédias (=
100 na escala logaritmica) no ambiente estudado. A microbiota nucleo de
drenagem e solo foi definida como o conjunto de OTUs presentes em todas as

amostras do ambiente estudado.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Caracterizacao quimica das amostras

Um total de 16 parametros quimicos foi determinado para cada amostra. O
pH das amostras de solo variou de 4,86 a 8,66 e os da drenagem de 6,08 a 8,05,
0 que caracteriza essa drenagem como neutra. Isso se deve a adicao de calcério
ao longo do canal de drenagem na mina do Sossego, 0 que também aumentou o
pH dos solos ao redor da drenagem. A caracterizagdo quimica completa das
amostras € mostrada na tabela 2.

A distribuicao dos parametros quimicos em drenagem neutra de mina varia
de acordo com a composicdo mineralégica da pilha de rejeitos oxidada. Dessa
forma, é possivel encontrar drenagens de mina com diferentes composicoes.
Heikkinen et al. (2009), por exemplo, avaliaram a composicdo quimica de
drenagem neutra na mina Hitura, Finlandia, onde é extraido minério de niquel e
cobre. Nesse trabalho, os teores de metais como niquel (0,2 a 14,3 mg/L), cobre
(0,003 a 0,02 mg/L), cadmio (0,037 a 0,042 mg/L) e ferro (16,7 a 42 mg/L), foram
menores quando comparados aos teores encontrados no solo (da drenagem e do
entorno) na mina do Sossego (tabela 2). O tipo de amostra estudada também
pode ser determinante para a acumulacao de metais. Em amostras de solo, os
metais podem ser adsorvidos pelas particulas de matéria organica, enquanto que,
em solugdées aquosas (como foi estudado na mina Hitura) os metais podem
precipitar, deixando a agua e acumulando na forma de sedimentos.

Os teores de calcio também foram maiores na mina brasileira devido ao
tratamento com calcario, enquanto que, na mina estudada por Heikkinen, o calcio

foi exclusivamente oriundo da pilha de rejeitos (203 a 445 mg/L).
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Tabela 2. Parametros quimicos das amostras de drenagem e solo. As concentracdes estdo expressas em mg/Kg. O

conteido de matéria organica esta expresso em g/dm?.

Amostra Cd Ca Pb Cu Cr S Fe P Mg Mn Ni K Na Zn pH MO
D1 0,8 15000 5,3 27334 33,2 3000 40906 2000 14700 298 135 186 28 64,2 7,79 21
D2 0,4 20300 3,2 45713 9,1 1600 7825 1900 6800 473 147 2,3 1 20,3 7,81 21
D3 0,7 5700 5 38777 30,3 134000 33820 58500 10700 206 112 132 2,8 37,8 6,08 39
D4 0,5 191000 3,2 63672 11,1 5200 9834 3600 4000 515 127 1,6 1 209 762 25
D5 0,5 8100 4,5 10234 29,1 2300 30632 1500 8500 279 123 186 2,3 30,6 8,05 13
D6 0,7 1500 10,9 2888 23,7 250 42604 220 950 178 29,5 1,6 1 13,2 7,62 16
S1 0,4 1200 3 3209 15,7 280 9508 440 3300 104 572 94 705 122 4,86 6
S2 0,7 7900 13,2 22056 43,7 171000 31834 1000 1300 1178 97,5 166 85 16,3 6,24 30
S3 0,3 131000 29 2120 29,7 580 15997 610 14300 291 459 355 131 79 866 13
S4 0,5 6100 9,3 600 27,1 430 30904 290 1300 690 37,7 229 826 14,7 6,62 53
S5 0,4 10500 1,7 2729 23,2 490 14937 530 6100 157 979 538 181 159 8,78 11
S6 0,5 15100 5 7009 19,3 410 26995 360 3000 259 53,5 229 64 12,3 8,33 21
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Na mina do Sossego, diferencas significativas entre as amostras de drenagem e
solo foram observadas para cobre, niquel, potassio, sddio e zinco (tabela 3). A
concentragdo de metais pesados foi maior nas amostras de drenagem, enquanto que

sddio e potassio foram maiores nas amostras de solo.

Tabela 3. Valores médios dos parametros quimicos das amostras de drenagem e solo e
valores p derivados do teste tde Student. A concentracdo dos metais esta expressa em

mg/Kg. O contetido de matéria organica esta expresso em g/dm?.

Drenagem Solo Valor p
Valores médios  Valores médios
Cadmio 0,60 0,47 0,15
Calcio 40266,67 28633,33 0,76
Chumbo 5,35 5,85 0,82
Cobre 31436,33 6287,17 0,03*
Cromo 22,75 26,45 0,54
Enxofre 24391,67 28865,00 0,90
Ferro 27603,50 21695,83 0,43
Fosforo 11286,67 538,33 0,28
Magnésio 7608,33 4883,33 0,36
Manganés 324,83 446,50 0,51
Niquel 112,25 64,95 0,04*
Potassio 9,32 268,50 0,002**
Sadio 1,82 102,35 0,00**
Zinco 31,17 13,22 0,04*
pH 7,50 7,25 0,73
MO 22,50 22,33 0,98

* Significancia estatistica a 5%
** Significancia estatistica a 1%
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O maior contetudo de metais nas amostras de drenagem era esperado uma vez
que eles faziam parte da composicdo dos minerais no deposito de minério da mina do
Sossego e, depois da oxidacao, tornaram-se soluveis e escoaram ao longo do canal da
drenagem. Em contraste, as amostras de solo continham maiores teores de sédio e
potassio. Esses componentes quimicos podem ter tido um papel importante na
formagdo da comunidade bacteriana nesse ambiente. No entanto, € importante
mencionar que tanto as amostras de drenagem quanto as de solo, apresentaram altas
concentragdes de metais pesados, ferro e enxofre, além de calcio e magnésio. O calcio
€ derivado do calcario que é rotineiramente empregado para aumentar o pH da
drenagem. Portanto, ambos os ambientes, drenagem e solo, apresentaram condi¢coes

extremas.

Composicao taxonoémica

O pirosequenciamento resultou em 102.655 sequéncias de qualidade das 12
amostras ambientais analisadas. O numero de sequéncias por amostra variou de 3.248
a 21.198 (8.554,58 + 5.390,96). Um total de 5.901 OTUs foi encontrado e
aproximadamente 45% eram sequéncias Unicas; ou seja, aparecia uma unica vez em
todo o pirosequenciamento. Dessas OTUs, 5.636 (95,5%) puderam ser atribuidas a,
pelo menos, um filo particular e 24 OTUs foram identificadas como Archaea. A
cobertura de Good das amostras variou entre 83,8 a 99% (93,22 + 4,67%). A tabela 4
mostra as caracteristicas gerais de cada amostra.

As amostras de drenagem apresentaram um total de 3.023 OTUs, enquanto que
as amostras de solo apresentaram 4.031 OTUs. Apenas 1.153 OTUs (19,5%) foram
compartilhadas entre os dois ambientes, sendo que a maioria das OTUs foi encontrada

exclusivamente em um dos ambientes analisados.
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Tabela 4. Informacdes gerais das amostras de drenagem e solo.

Amostra Localizacao Numero de Numero de Cobertura
sequéncias OTUs de Good
D1 6 25 35,52S, 50 3 5,66W 9.280 1.098 94,14%
D2 6 25 36,06S, 50 3 5,48W 10.101 358 98,15%
D3 6 25 36,65S, 50 3 5,5W 7.780 489 96,74%
D4 6 25 37,32S, 50 3 4,03W 4.730 542 94,23%
D5 6 25 50,92S, 50 2 58,42W 12.306 1.316 95,08%
D6 6 25 57,27S, 50 2 58,86W 5.684 933 91,47%
S1 6 25 35,528, 50 3 5,66W 14.857 422 99,04%
S2 6 25 36,06S, 50 3 5,48W 21.198 1.312 97,14%
S3 6 25 36,65S, 50 3 5,5W 3.248 593 91,23%
S4 6 25 37,32S, 50 3 4,03W 5.596 1.654 83,86%
S5 6 25 50,92S, 50 2 58,42W 3.710 676 91,48%
S6 6 25 57,27S, 50 2 58,86W 4.165 1.132 86,1%
Os filos Proteobacteria (25,3%) e Deinococcus/Thermus (25,4%)

dominantes nas amostras de drenagem (figura 3), enquanto que nas amostras de solo
os filos dominantes foram Proteobacteria (26,6%), Chloroflexi (17,7%), Acidobacteria
(15%), Gemmatimonadetes (14,2%) e Actinobacteria (13,1%) (figura 4). Dentro do filo
Proteobacteria, o taxon dominante foi Alphaproteobacteria (44,7% em drenagem e
51,7% em solo), seguido por Betaproteobacteria (26,5% em drenagem e 19% em solo).
Em geral, a abundéncia relativa dos diferentes filos foi mais bem distribuida nas
amostras de solo, mostrando maior equilibrio entre as popula¢des bacterianas nessas

amostras, diferente dos resultados encontrados nas amostras de drenagem
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Figura 3. Abundancia relativa dos filos bacterianos nas amostras de drenagem. Outros:
Armatimonadetes, BRC1, Chlamydiae, Chlorobi, Cyanobacteria, Elusimicrobia,
Firmicutes,  Nitrospirae, OD1, Planctomycetes, Spirochaetes, Synergistetes,

Verrucomicrobia, TM6, TM7, WPS-2, WS3 e bactérias nao classificadas.
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Figura 4. Abundancia relativa dos filos bacterianos nas amostras de solo. Outros:
Acidobacteria, AD3, Armatimonadetes, Chlamydiae, Chlorobi, Elusimicrobia,
Fusobacteria, GAL15, Nitrospirae, OD1, Spirochaetes, Tenericutes, Verrucomicrobia,
TM6, TM7, WPS-2, WS3, WYO e bactérias nao classificadas.
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A andlise da composicao microbiana revelou que a comunidade de bactérias nas
amostras de drenagem foi dominada por apenas dois filos (Proteobacteria e
Deinococcus/Thermus), que corresponderam a 50% da diversidade total. A comunidade
microbiana das amostras de solo apresentaram mais filos com abundancias relativas
semelhantes. Em areas contaminadas com metais pesados, tem-se observado que a
abundancia de bactérias tolerantes aumenta, enquanto que a dos organismos mais
sensiveis diminui (Kunito et al., 1999). Portanto, o teor mais elevado de metais, tais
como cobre, niquel e zinco nas amostras de drenagem, poderia ter atuado para
selecionar as bactérias resistentes que dominaram esse ambiente.

Proteobacteria foi o filo com a maior abundéncia relativa nas amostras de
drenagem e solo. Proteobacteria é reportado como o filo predominante em muitos
ambientes de minas, incluindo sedimentos de mina de arsénio (Halter et al., 2011) e
sedimentos de rios de mina de ouro (Reis et al., 2013). Este filo exibe um estilo de vida
complexo e pode degradar uma variedade de moléculas organicas complexas,
permitindo a sua adaptacao a varios ambientes diferentes (Bouskill et al., 2010).

Os resultados obtidos sugerem que a composicao bacteriana dos ambientes de

drenagem de mina e solo é diferente.

Analise da diversidade
A analise das similaridades (ANOSIM), que considerou a distribuicdo das OTUs,

revelou diferencas significativas entre as comunidades bacterianas de drenagem e de
solo (p = 0,0087). Nenhuma diferenga significativa foi encontrada quando as amostras
de drenagem foram comparadas entre si (p = 1), e o mesmo foi observado para as
amostras de solo (p = 1).

A analise de n-MDS (figura 5) foi realizada para o grupo de amostras
considerando os parametros quimicos e as frequéncias das OTUs. Os resultados
indicaram uma clara separacao entre as amostras de drenagem e solo. As amostras de
solo apresentaram maior dispersdo, sugerindo maior heterogeneidade, e as
concentragbes de sodio e potassio foram os parametros quimicos que mais

contribuiram para a separacdo. As amostras de drenagem mostraram uma distribuicdo
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mais homogénea e foram relacionadas com as quantidades de cobre, cadmio, niquel e
zinco. Estes resultados estdo de acordo com a analise estatistica (teste t de Student)
gue mostra que os valores dos parametros quimicos analisados foram diferentes para
0s dois ambientes. As analises de ANOSIM e n-MDS indicaram que a estrutura da
comunidade bacteriana mudou quando o ambiente foi diretamente impactado pela

drenagem de mina.
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Figura 5. Escalonamento multidimensional ndo métrico usando o indice de
dissimilaridade de Bray-Curtis. As amostras de drenagem estdo em vermelho, as
amostras de solo estdo em azul e os pardmetros quimicos sao indicados pelos vetores
verdes. O valor do estresse € 0,095.

O teste t de Student aplicado aos indices de diversidade revelou que,
considerando-se todas as amostras, ndo houve diferengas significativas entre a
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drenagem e o solo em termos de diversidade (p = 0,210, indice de Shannon) e
dominéncia (p = 0,26, indice de Berger- Parker, p = 0,25, indice de Simpson). A tabela

5 mostra os valores dos indices de diversidade para cada amostra.

Tabela 5. indices de diversidade de Shannon, Simpson e Berger-Parker das amostras
de drenagem e solo. Valores maiores em Shannon e valores proximos a um em
Simpson indicam maior diversidade. Valores proximos a um em Berger-Parker indicam

maior dominancia.

Amostra Shannon (H) Simpson (1-D) Berger-Parker
D1 5,38 0,9836 0,0814
D2 1,956 0,5592 0,658
D3 3,716 0,9087 0,261
D4 4,061 0,9159 0,255
D5 5,651 0,9904 0,038
D6 5,376 0,9837 0,091
St 4,115 0,9542 0,174
S2 4,558 0,9505 0,181
S3 4,867 0,9604 0,172
S4 6,6 0,9965 0,024
S5 5,447 0,9868 0,085
S6 6,163 0,9942 0,042

Dessa forma, as comunidades de drenagem e solo nao diferem em termos de
diversidade de espécies. De acordo com Kandeler et al. (2000), o enriquecimento do
solo com metais pesados reduz a biomassa e a atividade das bactérias, tendo,
portanto, um impacto negativo na microbiota. No entanto, estudos recentes tém
demonstrado que ap6s um século da exposicdo a drenagem, a comunidade microbiana

tende a estabilizar e aumentar a sua diversidade, resultando em um ambiente com uma
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diversidade microbiana semelhante a das zonas nao impactadas (Bouskill et al., 2010;
Reis et al., 2013). A mina do Sossego esta em operagao ha 16 anos e a contaminagao
do solo é considerada relativamente recente. Portanto, esperava-se que a diversidade
fo fosse inferior nos locais de drenagem, porque apenas alguns grupos de bactérias
seriam resistentes as condi¢coes extremas deste ambiente. Por outro lado, tem sido
sugerida que, enquanto a exposicdo aguda tem uma influéncia negativa sobre a
diversidade bacteriana, em ambientes contaminados cronicamente, a proliferacao de
bactérias resistentes pode aumentar a diversidade (Roesch et al,, 2007; Sun et al.,
2013). Esta situagdo € comum em minas, como ocorre na mina do Sossego, onde a
drenagem flui constantemente do depédsito de minério. Além disso, concentracdes
elevadas de nutrientes podem aumentar a diversidade em sedimentos contaminados
com metais pesados (Zhou et al.,, 2002; Reis et al., 2013). Na mina do Sossego, a
drenagem flui sobre o solo até uma area de desague, a qual esta localizada a cerca de
700 m do depésito de minério, e a vegetacao nesta area proporciona elevados niveis de
matéria organica. O teor de nutrientes natural deste solo pode, portanto, desempenhar
um papel fundamental na promogé&o da diversidade bacteriana.

Uma vez constatada uma diferenca na composi¢ao e estrutura da comunidade
microbiana entre os ambientes estudados, a analise de SIMPER foi usada para mostrar
quais as OTUs que mais contribuiram para essa diferenca. As cinco principais OTUs
responsaveis pela diferenca observada sdo mostradas na tabela 6.

A OTU que mais contribuiu para as diferengas entre as comunidades de solo e
de drenagem foi a 824 (12,7% da dissimilaridade total), pertencente ao género
Meiothermus, que foi muito abundante nas amostras de drenagem. As OTUs 3607 e
4974 foram classificadas como Gemmatimonas e foram mais abundantes nas amostras
de solo. Juntas, estas OTUs representaram 4,43% da diferenca observada entre solo e
drenagem. A OTU 1366 foi identificada como Acidobacteria, um filo contendo géneros
comumente encontrados no solo e na drenagem (Johnson, 2011). A OTU 303 foi
classificada como Bacteria e apresentou 95% de identidade com as bactérias de solo.
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Tabela 6. Principais OTUs responsaveis pelas diferencas observadas entre as

amostras de drenagem e solo.

OoTU Contribuicao Abundancia Abundancia RDP classifier
dissimilaridade Drenagem Solo [bootstrap]
(%) (%) (%)

824 12,7 23,3 1,09 Meiothermus [99%]
3607 2,69 2,5 3,31 Gemmatimonas [99%]
303 1,8 0,19 3,11 Bacteria [100%)]
1366 1,78 3,45 0,37 Acidobacteria [100%]
4974 1,74 0,012 3,06 Gemmatimonas [89%]

A maior contribuicdo da OTU 824 ¢é particularmente interessante, uma vez que
essa OTU foi dominante em todas as amostras de drenagem. Estes resultados revelam
que a presenca da drenagem de mina teve uma influéncia positiva na abundancia
dessa OTU no ambiente. A temperatura étima de crescimento do género Meiothermus
fica entre 50 e 65°C, o pH 6timo é 8,0, e essas bactérias sdo normalmente encontradas
em ambientes quentes e pobres em nutrientes, como fontes geotermais e areas com
influéncia antropogénica (Masurat et al., 2005; Mori et al., 2012; Mackenzie et al.,
2013). Outros pesquisadores tém relatado o filo Deinococcus/Thermus (onde esta
inserido o género Meiothermus), em menor propor¢cao em relacao a este trabalho, em
sedimentos fluviais afetados por uma mina de arsénico (Halter et al., 2011) bem como
em drenagem acida de mina (Kuang et al., 2012). Esta é a primeira vez que este
género foi encontrado em grande abundancia em ambientes de drenagens de mina. A
figura 6 mostra a proporgéo das sequéncias afiliadas como Meiothermus nos ambientes
de drenagem e solo. E possivel observar que este grupo de bactérias foi favorecido

com a passagem da drenagem no solo, uma vez que sua abundancia foi muito maior
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nessas condi¢cdes. Isso sugere uma ampla capacidade de adaptacdo das espécies do
género Meiothermus.

Ieiothermus (p = 0,039)

Proporcio de sequéncias (%)

Drenagem Solo
Figura 6. Grafico box-plot da abundéancia de sequéncias afiliadas com Meiothermus sp.
em amostras de drenagem e solo. Como mostra a figura, houve uma diferenga

significativa na abundancia do género Meiothermus entre as amostras (p < 0,05).

As OTUs 3607 e 4974 foram classificadas como Gemmatimonas e foram mais
frequentemente encontradas nas amostras de solo. O género Gemmatimonas tem sido
relatado em estudos de diversidade em ambientes contaminados ou ndo com
drenagem de mina. Mendez et al. (2008) utilizaram bibliotecas de rDNA 16S para
estudar a composicao bacteriana da mina Klondyke nos EUA. Gemmatimonadetes s6
foi encontrada em amostras ndo contaminadas, com pH em torno de 8,0. Reis et al.
(2013) estudaram sedimentos afetados por metais pesados de areas de mineragdao no

Brasil e constatou que o filo Gemmatimonadetes s6 estava presente em ambientes
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contaminados. Por conseguinte, é possivel que estas bactérias estivessem amplamente
presentes no solo na mina do Sossego e resistiram ao impacto da drenagem, embora a
sua abundancia diminuisse ligeiramente devido a prevaléncia de outras bactérias mais
resistentes aos metais pesados (figura 7).

Gemmatinomas (p =0,651)

Proporgao de sequéncias (%)

Drenagem solo

Figura 7. Grafico box-plot da abundancia de sequéncias afiliadas com Gemmatimonas
sp. em amostras de solo e drenagem. Como mostra a figura, ndao houve uma diferenca

significativa na abundancia do género Gemmatimonas entre as amostras (p > 0,05).

A OTU 1366 foi identificada como Acidobacteria, um filo que inclui géneros
usualmente encontrados em ambientes de solo e drenagem. Essas bactérias sao
encontradas em grande abundancia em estudos de diversidade por métodos
independentes de cultivo e pouco se sabe a respeito de sua importancia ecolégica
(Mannistd et al.,, 2013; Steven et al., 2013). A OTU 303 foi identificada apenas como
Bacteria que apresenta 95% de identidade com uma bactéria encontrada em solo.
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Influéncia dos parametros quimicos na composicao e diversidade microbiana

A anadlise MRT foi realizada para associar os parametros quimicos tanto com a
abundancia relativa dos principais filos encontrados, quanto com os indices de
diversidade normalizados. Na andlise da distribuicdo dos filos dominantes, os
parametros quimicos geraram uma arvore com trés separacées baseadas em cobre,
potassio e ferro (figura 8). A arvore explicou 70% da variacao da abundancia relativa
dos filos. Nesta arvore, o cobre foi responsavel pela primeira divisdo, e parece ser um
forte preditor neste ambiente, uma vez que explicou 58,4% da variancia.
Deinococcus/Thermus foi o filo mais abundante nas amostras que apresentam um teor

elevado de cobre, enquanto que os outros filos eram menos abundantes.

Acidobacteria Cu= 3.306e+04 | Cu==3.306e+04

Actinobacteria
Gemmatimonadetes
Proteobacteria
Deinococcus/Thermus

K< 1975 | K==197.5

Fe=3637e+04 | Fe==3.637e+04 ‘ =-J

| | 0.144 - n=3

Comill
—— il 0.0364 - n=4

0.0415:n=3 0.00089 : n=2

Figura 8. Arvore de regressdo multivariada da relagéo entre a abundancia relativa dos
filos dominantes e os parametros quimicos. Os graficos de barras mostram a
abundancia relativa média de cada filo nos nés terminais. Os numeros sob as parcelas

de barras indicam o erro e o niumero de amostras (n) dentro de cada grupo. Erro: 0.299.
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A segunda e terceira divisdo foram determinadas por potassio (8,2% da
variancia) e ferro (3,5 % da variancia), respectivamente. Proteobacteria foi abundante
nas amostras que continham uma pequena quantidade de potassio e eram mais ricas
em ferro. Em contraste, Acidobacteria e Actinobacteria foram predominantes em
amostras que continham quantidades mais elevadas de potassio e Actinobacteria
diminuiu quando a quantidade de ferro aumentou. Gemmatimonadetes mostrou uma
distribuicdo homogénea ao longo da arvore (figura 8).

A arvore para os indices de diversidade padronizados (figura 9) mostrou uma
divisdo determinada pelo pH. Esta arvore explicou 58,1 % da variancia.

pH>=6.16 | pH<6.16

Simpson
= Shannon
= Berger Parker

[ I:J

489 n=10 297 n=2

Figura 9. Arvore de regressdo multivariada da relagdo entre os indices de diversidade
normalizados e os parametros quimicos. Os gréaficos de barras mostram a média dos
indices de diversidade nos nés terminais. Os numeros sob as parcelas de barras
indicam o erro e 0 numero de amostras (n) dentro de cada grupo. Erro: 0.744.
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Como mostra a divisdo, o indice de Berger-Parker diminuiu em pH acima de
6,16, enquanto os indices de Shannon e Simpson (1-D) apresentaram valores mais
elevados, sugerindo menor dominancia e maior diversidade de espécies em ambientes
alcalinos. Esses dados sugerem que, de forma geral, a comunidade bacteriana da mina
do Sossego esta adaptada as condi¢des neutras/alcalinas.

Os modelos ABT mostraram a importancia relativa dos parametros quimicos
sobre a abundancia relativa dos filos dominantes (figura 10). Em geral, a andlise indicou
gue o cobre e o potassio exerceram uma forte influéncia sobre estes filos. O cobre foi a
principal influéncia sobre Proteobacteria (59,74%) e Deinococcus/Thermus (62,42%) e
uma influéncia intermediaria sobre Acidobacteria (34,16%) e Gemmatimonadetes
(3,12%). Este metal ndo mostrou a influéncia sobre Actinobacteria.

O potassio foi a principal influéncia sobre a distribuicdo das populacdes de
Acidobacteria (44,14%) e Actinobacteria (62,24%) e mostrou uma influéncia
intermediaria sobre Proteobacteria (13,58%) e Deinococcus/Thermus (18,65%). Estes
resultados apoiaram o0s resultados obtidos com a andlise MRT, mostrando a
importancia dos parametros quimicos na formag¢do das comunidades microbianas nos
ambientes de mina. Cromo, calcio, ferro e niquel também foram parametros importantes

que influenciaram a distribui¢cdo dos filos principais.
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Figura 10. Andlise de ABT mostrando a influéncia relativa dos principais parametros
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quimicos sobre os filos dominantes na mina do Sossego.

A analise de correlacdo de Spearman (tabela 7)
ligeiramente positiva entre Acidobacteria e Actinobacterial Proteobacteria (r = 0,69).
Gemmatimonadetes apresentou correlagdes significativas com cadmio, cromo, e
enxofre, enquanto Proteobacteria foi negativamente correlacionada com calcio e pH. O
filo Deinococcus/Thermus apresentou forte correlagcdo positiva com cobre e zinco e foi

ligeiramente correlacionado positivamente com enxofre, fésforo e niquel, reforgcando os

m Deinococcus/Thermus
m Proteobacteria

m Gemmatimonadetes

m Actinobacteria

m Acidobacteria

revelou uma relacao

resultados anteriores para as relagdes entre os dados quimicos e biolégicos.
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Tabela 7. Correlacdo de Spearman entre os paradmetros quimicos e a abundancia relativa dos principais filos

encontrados nas amostras de drenagem e solo.

Parametros Acidobacteria Actinobacteria Gemmatimonadetes Proteobacteria Deinococcus/
Quimicos Thermus
Céadmio 0,18 0,09 0,61* 0,52 0,46
Calcio -0,34 -0,48 0,11 -0,64* -0,04
Chumbo 0,31 0,19 0,45 0,57 0,28
Cobre -0,34 -0,24 0,37 0,16 0,85*
Cromo 0,45 0,45 0,73* 0,35 0,02
Enxofre -0,04 0,17 0,76* 0,15 0,62
Ferro 0,22 0,13 0,56 0,36 0,08
Fésforo -0,31 -0,11 0,51 -0,01 0,67*
Magnésio -0,2 -0,17 0,25 -0,26 0,11
Manganés -0,26 -0,22 0,22 0,06 0,25
Niquel 0,15 0,02 0,41 0,11 0,67*
Potassio 0,45 0,44 -0,14 -0,3 -0,74*
Saédio 0,5 0,51 -0,07 -0,17 -0,59*
Zinco -0,25 -0,35 -0,08 -0,67* 0,7*
pH -0,18 -0,05 0,55 0,27 -0,44
MO -0,1 0,06 0,4 0,08 0,39

*Significancia estatistica a 5%
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As andlises MRT, ABT e correlacdo de Speraman revelaram uma grande
influéncia do cobre na comunidade bacteriana da mina do Sossego. Embora o pH
neutro diminua o cobre disponivel, a sua presengca pode interferir na populagéao
microbiana. Kunito et al. (1999) avaliaram a influéncia das diferentes formas de cobre
sobre a comunidade de micro-organismos do solo, e ndao encontraram nenhuma
correlacao significativa entre o cobre total e a tolerancia das bactérias. No entanto, em
solos alcalinos uma pequena (mas importante) propor¢cao de cobre (cerca de 4% do
total de cobre) pode permanecer adsorvido em particulas de solo e/ou associados com
a matéria organica. A fragdo de cobre associada a matéria organica é parcialmente
soluvel e pode ter um impacto negativo sobre a comunidade bacteriana. Além disso, as
fracOes soluveis e adsorvidas de cobre estdo em equilibrio, ou seja, enquanto o cobre
soluvel reflete a toxicidade do solo, o cobre adsorvido reflete a capacidade de
toxicidade, porque é a fonte de cobre solluvel. Em solos com um elevado teor de metais
pesados, 0s quais competem por locais de adsor¢cao, o cobre € o cation com maior
probabilidade de ser retido por matéria organica, argila e 6xidos. Este processo de
competicdo ocorre principalmente em solos onde existem grandes quantidades de
calcario, uma vez que este elemento aumenta a capacidade de absorcao do solo (Jalal
& Moradi, 2013). Dessa forma, o cobre foi capaz de influenciar a estrutura e a
composicdo da comunidade bacteriana da mina do Sossego, uma vez que o solo foi
exposto a diferentes condi¢cbes de precipitacédo, estado redox e calagem.

O efeito mais interessante do cobre foi observado para o filo
Deinococcus/Thermus, que mostrou uma forte correlacédo positiva com este metal, bem
como com outros metais, como o zinco e o niquel (ver coeficientes de correlagdo de
Spearman). Este filo inclui géneros como Deinococcus, Meiothermus, Thermus e
Trupera, que sado conhecidos por sua resisténcia a condicdes extremas (radiagao,
estresse oxidativo, alta temperatura e dessecacao) (Costa et al., 2006; Tian & Hua,
2010). Apesar de terem uma capacidade de adaptacdo ampla, pouco se sabe sobre a
sobrevivéncia dessas bactérias na presenca de altos niveis de metais pesados, pois,
até o momento, este filo s6 tinha sido detectado em baixa abundéncia em ambientes de
mina. A importancia ecolégica de Deinococcus/Thermus ainda vem sendo estudada
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devido a falta de representantes cultivaveis e, sua presengca em ambientes de mina
poderia proporcionar novas oportunidades para o estudo da resisténcia a metais nesses
microrganismos.

Outro fator importante que influenciou a composi¢cdo bacteriana na mina do
Sossego foi a concentracao de potassio. Potassio e sédio estavam presentes em niveis
elevados nas amostras de solo e foram correlacionados (r = 0,94) entre si. Ambos o0s
elementos podem ter tido sua solubilidade e disponibilidade influenciados pelas
bactérias da rizosfera das plantas que estavam presentes na maioria das amostras de
solo. Essas bactérias sdao capazes de produzir diversas substancias como oxalato,
lactato, gluconato, citrato, entre outros, e utilizar diversos mecanismos (aciddlise,
quelagcdo e oxidoreducdo) para solubilizar nutrientes incluindo o potassio a partir de
minerais, o que explica sua forte correlacdo com esse nutriente (Marschner & Rengel,
2007; Uroz et al., 2009; Miransari, 2013).

A analise MRT revelou alta diversidade bacteriana em amostras com pH elevado.
Uma vez que a exposi¢do ao calcario foi elevada nesses ambientes, a comunidade de
bactérias do solo e drenagem pode ter se adaptado as condi¢gdes neutras/alcalinas, o
que explicaria a maior abundancia de géneros geralmente associados com um pH
elevado, tais como Gemmatimonas e Meiothermus.

Verificou-se, portanto, que o impacto crénico da drenagem neutra de mina no
solo mudou a composicao e estrutura da comunidade bacteriana, mas ndo afetou a
diversidade. Os altos indices de diversidade encontrados nas amostras de solo e
drenagem sao devido a exposi¢ao constante aos metais pesados, bem como a elevada
disponibilidade de matéria organica que pode estar promovendo o crescimento de uma
comunidade microbiana adaptada a essas condigdes.

De modo geral, os resultados obtidos sugerem que os metais pesados e os
nutrientes (potassio e sddio) presentes nas amostras analisadas foram os parametros
qguimicos responsaveis pelas diferencas observadas na composicdo da comunidade
microbiana de solo e de drenagem. O filo Deinococcus/Thermus foi fortemente afetado
por metais pesados (especialmente cobre), e o género Meiothermus foi dominante nas
comunidades de drenagem.
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A comunidade da drenagem

As principais caracteristicas da comunidade de bactérias associada a drenagem
de mina foram analisadas para obter uma melhor compreenséo sobre o comportamento
da microbiota ao longo do canal de escoamento da drenagem.

A analise de escalonamento multidimensional ndo métrico (figura 11) revelou
uma maior semelhanca entre as amostras D1, D3, D4 e D6. A amostra D2 foi separada
das demais devido a menor quantidade dos metais cadmio e chumbo e maior
quantidade de niquel, além de ter uma comunidade com niveis altos de dominancia
(alto indice de Berger-Parker). Essa amostra apresentou 12 OTUs Unicas e outras 97

cuja frequéncia nas demais amostras era extremamente baixa (menor que 0,01).
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Figura 11. Escalonamento multidimensional ndo métrico de similaridade Bray-Curtis
entre as amostras de drenagem com base na distribuicdo da OTUs e nos parametros
quimicos. O valor do estresse é 0,0
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A amostra D5, por sua vez, quando foi comparada com as demais amostras de
drenagem, se diferenciou devido ao seu maior valor de pH e teores menores de matéria
organica, além de uma baixa dominancia de espécies. Essa amostra apresentou 103
OTUs unicas.

A figura 12 mostra a variagdo do indice de Shannon ao longo do canal de
escoamento da drenagem. Com base no grafico € possivel notar que a diversidade cai
bruscamente da amostra D1 (pé da pilha) para a amostra D2 e aumenta a medida que
se afasta da amostra D2, recuperando o valor inicial de riqueza na ultima amostra. A
distribuicao do indice de diversidade sugere uma variacdo da comunidade ao longo do

escoamento da drenagem no solo.
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Figura 12. indice de diversidade de Shannon das amostras de drenagem. Diferencas
estatisticas significativas ao nivel de 5% sao indicadas pelas letras nas barras do
grafico.
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As diferengas entre a estrutura e a diversidade microbiana das amostras de
drenagem, portanto, variam de acordo com a composicao quimica Unica de cada
amostra, sem levar em conta a distancia entre elas, uma vez que amostras proximas ou
adjacentes nao tiveram, obrigatoriamente, composi¢cdes microbianas similares. Os
dados corroboram os estudos de Kuang et al. (2012) que avaliaram a diversidade
bacteriana de 59 amostras de solo de 14 minas chinesas diferentes e observaram que a
variacao de parametros como pH e salinidade contribuiu mais para a diferenciagéo das
amostras do que a distancia geografica.

Em estudos de ecologia € possivel dividir os taxa em generalistas e
especialistas. Uma OTU generalista é amplamente distribuida nos habitats de um
determinado ecossistema, pois possui um metabolismo flexivel capaz de utilizar
diversos substratos diferentes, um de cada vez, ou simultaneamente. Uma comunidade
dominada por estratégias generalistas sugere menos competicdo interespecifica por
recursos, permitindo que muitos taxa utilizem os mesmos recursos. Uma OTU
especialista, ao contrario, é restrita a certos habitats, onde € encontrada em grande
abundancia. Uma comunidade dominada por estratégias especialistas apresenta um
alto nivel de competicéo interespecifica por recursos, resultando no desenvolvimento de
mecanismos metabdlicos para evitar competicdo entre as espécies (Mihuc, 1997;
Barberdan et al,, 2012). Dessa forma, a identificacdo de OTUs generalistas e
especialistas em um determinado ambiente pode revelar caracteristicas relevantes
sobre a estrutura e o comportamento das comunidades bacterianas.

Para a determinagdo de taxa generalistas e especialistas da comunidade de
drenagem, a abundancia e o niumero de amostras onde cada OTU foi encontrada foram

analisadas (figura 13).
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Figura 13. Grafico da ocupacao e abundancia de OTUs nas amostras de drenagem.
OTU generalista, definida por estar presente em todas as amostras e em alta

abundancia, € mostrada em vermelho.

Com base no grafico da figura 13, é possivel observar que, no ambiente de
drenagem neutra, ndo foram encontradas OTUs especialistas e, cinco OTUs foram
consideradas generalistas. As OTUs generalistas foram a 824 (Meiothermus), 1366
(Acidobacteria), 4351 (Bacteroidetes), 205 e 3607 (Gemmatimonas). A OTU 824 foi o
taxon com a maior abundancia relativa em todas as amostras de drenagem, e foi
responsavel pelo indice de dominancia neste ambiente (indice de Berger-Parker).
Esses resultados corroboram os resultados obtidos pela andlise de SIMPER e do
gréfico da abundancia de sequéncias os quais indicaram que esse género foi favorecido
pela passagem da drenagem no solo. Nenhuma OTU se destacou como especialista,
portanto esse ambiente deve ter poucos nichos a serem ocupados ou pouca
competicao interespecifica por recursos na comunidade.

Um total de 60 OTUs foi encontrado em todas as amostras ao longo da
drenagem e, assim sendo, essas OTUs foram consideradas neste trabalho a microbiota
nucleo desse ambiente. A tabela 8 mostra essas OTUs e sua classificagdo no RDP.
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Tabela 8. OTUs presentes em todas as amostras de drenagem e sua classificacao

taxondmica do banco de dados RDP.

OoTU RDP classifier [bootstrap] OoTU RDP classifier [bootstrap]

58 Rhodospirillaceae [92%] 3089 Chloroflexi [95%)]

76 Alphaproteobacteria [96%)] 3100 Acidobacteria_Gp4 [100%)]
104 Rhizobiales [100%)] 3113 Phenylobacterium [100%)]
205 Gemmatimonas [100%)] 3357 Sphingomonas [89%)]
310 Betaproteobacteria [97%)] 3607 Gemmatimonas [95%]
410 Porphyrobacter [99%)] 3730 Acidobacteria_Gp16 [100%)]
442 Bacteria [100%)] 3824 Rhizobiales [100%)]
631 Actinomycetales [87%)] 3837 Acidobacteria_Gp6 [100%)]
824 Meiothermus [98%)] 3843 Acidimicrobineae [93%]
840 Ohtaekwangia [95%)] 3988 Rhodobacteraceae [100%]

1007 Acidobacteria_Gp4 [100%)] 4079 Novosphingobium [100%]
1306 Meiothermus [96%] 4096 Acidobacteria_Gp16 [100%)]
1366 Acidobacteria_Gp16 [100%)] 4351 Ohtaekwangia [88%)]
1464 Alphaproteobacteria [98%)] 4388 Mycobacterium [100%)]
1716 Bacteria [97%) 4461 Meiothermus [99%)]
1900 Bacteria [100%] 4798 Flavisolibacter [97 %]
1950 Geodermatophilaceae [94%)] 4863 Meiothermus [100%]
2035 Nannocystineae [100%)] 4873 Meiothermus [100%)]
2109 Novosphingobium [82%)] 4923 Flavisolibacter [100%)]
2143 Betaproteobacteria [100%] 5002 Bacteria [100%]
2203 Acidobacteria_Gp13[100%)] 5002 Betaproteobacteria [99%)]
2237 Sphingomonadales [100%)] 5118 Rhodobacteraceae [100%)]
2253 Rhodobacteraceae [100%)] 5295 Microbacteriaceae [100%)]
2257 Betaproteobacteria [97%)] 5400 Betaproteobacteria [100%)]
2446 Thermaceae [77%)] 5415 Rhodobacteraceae [99%]
2582 Rhizobiales [99%)] 5436 Microbacteriaceae [100%)]
2774 Rhodocyclaceae [95%] 5577 Rhodocyclaceae [90%]
3004 Actinobacteria [97%)] 5699 Acetobacteraceae [96%]
3047 Bacteria[100%] 5742 Acetobacteraceae [100%)]
3072 Bradyrhizobium [100%] 5874 Rhizobiales [100%]
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A microbiota nucleo pode ser definida como um grupo de micro-organismos
comuns a dois ou mais habitats (Turnbaugh et al.,, 2007; Hamady & Knight, 2009). A
identificagcdo da microbiota nucleo de um dado ambiente pode ser essencial para o
estudo de ecologia, pois a ocorréncia dos mesmos organismos em todas as amostras
de um determinado ambiente sugere que estes desempenhem papel crucial na
manutencdo dessa comunidade. O estudo da microbiota nucleo pode, ainda, ajudar a
prever a resposta da comunidade microbiana as perturbagcdes ambientais (Shade &
Handelsman, 2012). Por esse motivo, a microbiota nucleo da comunidade de drenagem
foi detalhada a seguir.

Os grupos bacterianos mais abundantes na microbiota nucleo da drenagem
foram Meiothermus e Gemmatimonas. Meiothermus e sequéncias relacionadas a
familia Thermaceae apresentaram seis OTUs as quais foram responsaveis por 48,6%
das sequéncias encontradas nessa comunidade nucleo. Gemmmatimonas
apresentaram duas OTUs e foram responsaveis por 7,9% das sequéncias encontradas
em todas as amostras.

Foram identificadas cinco OTUs da ordem Rhizobiales, sendo uma OTU
classificada como pertencente ao género Bradyrhizobium. A ordem Rhizobiales constitui
um grupo heterogéneo formado por bactérias patogénicas de plantas e animais,
endossimbiontes de plantas, oxidantes de metano e, principalmente, um grande nimero
de bactérias fixadoras de nitrogénio. O género Bradyrhizobium contém bactérias
capazes de fixar nitrogénio atmosférico quando estdo em forma de ndédulos associados
a raizes de plantas e sdo comumente tolerantes a metais pesados (Jordan, 1982;
Garrity & Holt, 2001; Sadowsky & Graham, 2006). Dessa forma, acredita-se que esse
grupo de bactérias desempenhe um papel importante no ciclo do nitrogénio no
ambiente de drenagem de mina.

Outras quatro OTUs pertenciam a familia Rhodobacteraceae e uma ao género
Phenylobacterium. A familia  Rhodobacteraceae pertence a classe das
Alphaproteobacterias e contém muitas bactérias encontradas em ambientes marinhos,
além de linhagens presentes em solos hipersalinos; portanto, suas espécies sao
comumente resistentes a altas concentracées de sal (Martinez-Checa et al., 2005; Kim
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et al., 2010). O género Phenylobacterium é comumente encontrado em superficies de
solos (Lingens et al., 1985; Oh & Roh, 2012), mas também ha relatos desse género em
lodo ativado de tratamento de aguas residuais (Aslam et al., 2005) e agua subterranea
alcalina (Tiago et al, 2005), entre outros locais. Esse género possui potencial
biotecnoldgico por conter espécies capazes de utilizar compostos xenobibticos, por
exemplo, os herbicidas (cloridazon e piramidon), como fonte de carbono (Eberspacher
& Lingens, 2006).

Outro grupo bacteriano (cinco OTUs) presente em todo o canal de drenagem
relacionado a ordem Sphingomonadales, incluindo os géneros: Sphingomonas,
Porphyrobacter e Novosphingobium. O género Sphingomonas € amplamente distribuido
na natureza e possui potencial biotecnolédgico devido a capacidade de degradacéo de
contaminantes refratarios (éter difenilico e derivados e dibenzofurano, por exemplo) e
secrecdo de exopolimerossacarideos. E constantemente associado & corrosdo de
tubulacdes de cobre e biosorcdo desse metal (Schmidt et al., 1992; Wittich et al., 1992
White et al., 1996). Vilchez et al. (2007) estudaram a eficiéncia de um biofilme em filtro
para remocao de cobre em aguas subterraneas. A eficiéncia de remogdo do metal
chegou a 90% e o género Sphingomonas foi o organismo predominante nos biofilmes
(78% das sequéncias analisadas).

Wang et al (2010) investigaram a absorcdo de cobre pela bactéria
Sphingomonas paucimobilis e seu potencial para o tratamento de efluentes com altos
teores de metais pesados. A bactéria apresentou absor¢do maxima de cobre de 50,1
mg/g de Cu(ll) em pH 5 e 20°C. Além disso, Altimira et al. (2012) utilizaram
pirosequenciamento para estudar a diversidade bacteriana de solos agricolas
contaminados por cobre no Chile. Foi relatado que o género Sphingomonas continha
genes de resisténcia em plasmideos e poderia contribuir para a distribuicdo desses
genes na comunidade do solo. Portanto, € esperada a persisténcia de Sphingomonas
em todas as amostras de drenagem cujos teores de cobre s&o altos.

Porphyrobacter € um género descrito por Fuerst et al. (1993) e recebeu esse
nome devido a sua capacidade de produzir porfirina (uma a-bacterioclorofila encontrada
em bactérias fototroficas) e carotendides. Alguns membros desse género sao termdfilos
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(Hanada et al., 1997; Rainey et al., 2003) e capazes de degradar compostos aromaticos
como bifenilo e dibenzofurano (Hiraishi et al., 2002). Novosphingobium contém
espécies capazes de metabolizar contaminantes quimicos. Foram identificadas
espécies capazes de degradar policlorofenol (Tiirola et al., 2002), compostos
aromaticos (Liu et al.,, 2005), oestradiol (Fujii et al., 2003), entre outros. Além disso,
Sangwan et al. (2012) encontraram uma grande abundéancia de Novoshingobium e
Sphingomonas em solos contaminados com o pesticida hexaclorocicloexano. Dessa
forma, as caracteristicas descritas acima sugerem que este grupo de bactérias possui
propriedades biotecnoldgicas promissoras.

A familia Rhodospirillaceae (uma OTU), por sua vez, € composta por bactérias
fototréficas produtoras de bacterioclorofila e capazes de fixar nitrogénio atmosférico
(Traper & Schleifer, 2006). Muitos dos membros dessa familia tém sido reportados
como resistentes a altas concentragdes de sal (Jonkers & Abed, 2003; Choi et al,
2009). A familia Acetobacteraceae (duas OTUs) € caracterizada pela oxidagdo aerdbia
de etanol e formacdo do acido acético, enquanto que algumas espécies ainda séo
capazes de oxidar o acido acéticom produzindo gas carbbnico e agua (Kersters et al.,
2006). Apesar de serem amplamente associados a industrias de bebidas, alguns
géneros sdo normalmente encontrados em solos e estdo relacionados, em alguns
casos, com a fixacao de nitrogénio (Saravanan et al., 2008; Margesin & Zhang, 2013).

Na comunidade de drenagem também é possivel encontrar sequéncias afiliadas
a subordem Nannocystineae (uma OTU) a qual inclui géneros encontrados em
ambientes marinhos e de solo. Esse grupo pertence a ordem das mixobactérias,
conhecidas pela producao de metabdlitos secundarios e por se alimentarem de células
de outros micro-organismos (Shimkets & Woese, 1992; Shimkets et al., 2006; Garcia et
al., 2010).

A familia Rhodocyclaceae, representada por duas OTUs, também dominou os
ambientes de drenagem. Essa familia tem sido reportada em diversos estudos de
diversidade de solo contaminado com xenobibticos. Singleton et al. (2011) analisaram a
diversidade bacteriana por pirosequenciamento do gene de rRNA 16S em biorreatores
de tratamento de solos contaminados com hidrocarbonetos policiclicos aromaticos. Os
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autores encontraram sequéncias relacionadas com a familia Rhodocyclaceae
degradadoras desses compostos. Martin et al. (2012) avaliaram a diversidade
bacteriana em solo contaminado com fenantreno. Nesse trabalho, as
Betaproteobacteria, incluindo aquelas pertencentes a familia Rhodocyclaceae, foram
predominantes e estavam relacionadas com a mineralizacao do fenantreno.

Outro filo presente na comunidade de drenagem foi Acidobacteria (sete OTUSs).
Acidobacteria tem sido encontrada em diversos ambientes como solo, sedimentos,
aguas termais, solos contaminados com metais pesados, entre outros, e possuem um
metabolismo bastante diverso (Rappé & Giovannoni, 2003; Thrash & Coates, 2010).
Esse filo € amplamente distribuido em solos, sendo detectados em grande quantidade
em estudos de diversidade por técnicas moleculares (Mannisté et al., 2013; Steven et
al., 2013). No entanto pouco se conhece sobre as caracteristicas fisiolégicas e papel
ecolégico desse grupo de bactérias.

Outros grupos importantes foram as familias Microbacteriaceae (duas OTUs) e
Geodermatophilaceae (uma OTU) e o género Mycobacterium (uma OTU), todas do filo
Actinobacteria. A familia Microbacteriaceae possui um grande numero de bactérias
predominantemente Gram-positivas e aerdbias, presentes em diversos ambientes
terrestres e aquaticos. A familia Geodermatophilaceae, por sua vez, € um grupo ainda
pouco explorado (Evtushenko & Takeuchi, 2006; Normand, 2006). Mycobacterium
possui espécies frequentes em solos e sdo capazes de crescer na presenca de
diferentes fontes de carbono, inclusive hidrocarbonetos e compostos aromaticos.
Micobactérias também sao capazes de produzir dois tipos diferentes de sideréforos
(exoquelins e micobactins) ainda pouco caracterizados e de interesse em processos de
biolixiviacdo (Hartmans et al., 2006).

Finalmente foram encontradas sequéncias identificadas como Flavisolibacter e
Ohtaekwangia.  Flavisolibacter ~sdo bactérias Gram-negativas, aerdbias e
quimioheterotréficas cujos primeiros individuos foram isolados de solos agricolas sul
coreanos. Espécies desse género também foram isoladas de florestas tropicais (Yoon &
Im, 2007; Zhang et al., 2007). Ohtaekwangia € um género bacteriano descrito por Yoon
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et al. (2011) de amostras de areia da Coréia do Sul e possui apenas duas espécies
descritas. Portanto, pouco se conhece a respeito da sua ecologia e aplicabilidade.

Por meio da analise dos micro-organismos presentes na microbiota nucleo das
amostras de drenagem de mina, conclui-se, de modo geral, que essa comunidade é
basicamente formada por bactérias aerdbias, a maioria heterotroficas, com crescimento
6timo em pH neutro a alcalino, mesofilos e alguns terméfilos com metabolismo variado.
Muitas bactérias foram relacionadas a taxa com potenciais biotecnologicos para a
degradacao de compostos xenobiodticos e outros ainda pouco explorados. A microbiota
também apresentou resisténcia a metais pesados e alguns grupos sao associados com

resisténcia a altas concentracdes de sal.

A comunidade do solo

A comunidade do solo também foi analisada para melhor compreensao da
microbiota desse ambiente. A figura 14 mostra a analise de n-MDS feita para as
amostras de solo.

Segundo a andlise de n-MDS, as amostras S3, S4, S5 e S6 foram mais
semelhantes entre si em termos de distribuicdo das OTUs e teores de célcio, potassio e
sédio. A amostra S1 apresentou 212 OTUs Unicas e se diferenciou das demais
amostras devido a estrutura da sua comunidade (distribuicdo das OTUs). No entanto,
nenhum parametro quimico pdde explicar sua diferenga. A amostra S2 se diferenciou
das demais amostras de solo por apresentar 759 OTUs unicas além de ser a amostra

que apresentou os teores mais elevados de metais.
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Figura 14. Escalonamento multidimensional ndo métrico de similaridade Bray-Curtis
entre as amostras de solo com base na distribuicdo da OTUs e nos parametros
quimicos. O valor do estresse é 0,127.

A figura 15 mostra a variagdo do indice de diversidade de Shannon entre as
amostras de solo. Com base nesse gréafico € possivel observar que todas as amostras
de solo foram diferentes em termos de diversidade. Assim como ocorreu na drenagem,
a comunidade bacteriana das amostras de solo também variou ao longo do canal de
drenagem em termos de estrutura e diversidade. Novamente, as amostras proximas
ndo apresentaram, necessariamente, a mesma microbiota e, portanto, essa é

influenciada pela combinacao dos parametros quimicos unicos de cada amostra.
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Figura 15. indice de diversidade Shannon das amostras de solo. Diferencas estatisticas

significativas ao nivel de 5% sao indicadas pelas letras nas barras do gréfico

A figura 16 mostra o grafico de dispersdo das OTUs das amostras de solo com
relagdo a sua abundancia e numero de amostras ocupadas, a fim de determinar as
OTUs generalistas e especialistas desse ambiente.

As OTUs 303, 2446 e 3340 foram especialistas no solo. A primeira OTU nao
pode ser classificada em nenhum taxon, a segunda OTU foi identificada como
Acidobacteria e a terceira OTU pertence a ordem  Rhodospirillales
(Alphaproteobacteria). As OTUS generalistas foram a 310 e a 3824. A OTU 310 foi
identificada como uma bactéria pertencente a subordem Frankinae enquanto que a
OTU 3824 foi identificada como Alphaproteobacteria. Apesar de essas OTUs
acrescentarem poucas informacdes a respeito da comunidade do solo, o fato do solo
apresentar OTUs especialistas indica que esse ambiente € mais heterogéneo em
termos de nichos, o que pode favorecer a especializagdo das bactérias a determinados

ambientes.
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Além disso, essa comunidade pode apresentar um maior nivel de competicao
interespecifica por recursos o que resultou em grupos bacterianos mais adaptados a

nichos especificos.
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Figura 16. Grafico da ocupacéao e abundancia de OTUs nas amostras de solo. As OTUs
especialistas, definidas por estarem presentes em poucas amostras em alta
abundancia, sdo mostradas em azul. As OTUs generalistas, definidas por estarem
presentes em todas as amostras em alta abundancia, sdo mostradas em vermelho.

Candidatos a especialista.

Um total de 17 OTUs foi encontrado em todas as amostras de solo, portanto,

esse grupo de bactérias foi considerado a microbiota niucleo desse ambiente (tabela 9).
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Tabela 9. OTUs presentes em todas as amostras de solo e sua classificacdo
taxonémica no banco de dados RDP.

OoTU RDP classifier [bootstrap]
310 Betaproteobacteria [97%)]
2022 Alphaproteobacteria [100%)]
2237 Sphingomonadales [100%)]

2299 Acidimicrobineae [99%]
2390 Acidimicrobineae [99%]
2756 Acidobacteria_Gp6 [100%)]
3072 Bradyrhizobium [100%)]
3100 Acidobacteria_Gp4 [100%)]
3152 Actinomycetales [100%)]
3730  Acidobacteria_Gp16 [100%]

3824 Rhizobiales [100%)]
4143 Actinobacteria [91%)]
4184 Actinomycetales [100%)]
4342 Blastococcus [92%)]
5211 Acidobacteria_Gp6 [100%)]
5482 Rhizobiales [100%]
5874 Rhizobiales [100%]

O menor numero de OTUs (17) encontradas em todas as amostras de solo
sugere que este ambiente é mais heterogéneo em termos de nichos a serem ocupados,
quando comparado com a drenagem, onde foram encontradas 60 OTUs ao longo do
canal de drenagem. O ambiente mais heterogéneo do solo também justifica o
aparecimento de OTUs especialistas, pois essas bactérias podem estar ocupando
nichos especificos e contribuindo para que a comunidade do solo se torne mais
diversificada.

As ordens Sphingomonadales e Rhizobiales, o género Bradyrhizobium e o filo
Acidobacteria foram encontrados tanto em solo quanto em drenagem. Como

mencionado anteriormente, essas bactérias sdo comuns em solos e apresentam papel
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fundamental na fixacdo de nitrogénio e degradacao de compostos xenobibticos. Estes
taxa podem desempenhar um papel importante na manutencdo da comunidade de
solos contaminados com metais pesados e em pH alcalino uma vez que fazem parte da
microbiota nucleo dos dois ambientes.

Sequéncias afiliadas ao género Blastococcus também foram encontradas na
microbiota nucleo do solo. Blastococcus s&o actinobactérias encontradas em diversos
ambientes como solo (Ahrens & Moll, 1970), mar (Qin et al.,, 2009) e rochas calcarias
(Urzi et al., 2001). A fisiologia desse género ainda é pouco conhecida, mas estudos
vém mostrando que esse grupo de bactérias apresenta maior resisténcia a metais
pesados, do que outros grupos relacionados, além de utilizar uma variedade de fontes
de carbono, o que justifica sua presenca em amostras de solo (Essoussi et al., 2010;
Chouaia et al., 2012).

Muitas OTUs nao puderam ser classificadas com precisdo, como € o caso de
sequéncias  afiliadas aos taxa  Alphaproteobacteria, Betaproteobacteria,
Acidimicrobineae, Actinobacteria e Actinomycetales. De uma maneira geral, pode-se
concluir que a comunidade microbiana do solo é basicamente formada por bactérias
heterotréficas e com alguns grupos tolerantes a metais pesados. No entanto, a maioria
dos grupos de bactérias dessa comunidade continua desconhecida ou pouco
caracterizada.

Golebiewski et al. (2014) utilizaram pirosequenciamento de rDNA 16S de solos
contaminados com metais pesados nas proximidades de uma instalagdo de
enriquecimento de minério de zinco e chumbo. No estudo da microbiota nucleo desse
ambiente, sequéncias afiliadas com o género Sphingomonas, a familia
Acidobacteriaceae, as ordens Rhodospirillales e Rhizobiales e os filos Acidobacteria e
Chloroflexi foram encontradas. Sequéncias representando estes taxa também foram
encontradas na microbiota de drenagem e solo da mina do Sossego indicando que eles
devem ter um papel fundamental na comunidade bacteriana de solos contaminados

com metais pesados, principalmente em condigdes de pH neutro.
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CONCLUSOES

* As comunidades bacterianas de drenagem e solo diferem em termos de

composicao e estrutura, mas ndo em termos de diversidade;

« Com base dos resultados de MRT, ABT e correlacao de Spearman, os fatores
que mais influenciaram a microbiota nos ambientes da mina do Sossego foram
principalmente cobre e potassio. Niquel, ferro e sbdio, também apresentaram

influéncia na microbiota estudada;

* A comunidade bacteriana do solo e drenagem da mina do Sossego apresenta

resisténcia a metais e a ambientes neutro/alcalino;

* O ambiente de drenagem é relativamente homogéneo em termos de nichos, mas
a distribuicdo das OTUs e a diversidade da comunidade bacteriana diferem ao
longo do canal de drenagem;

« A microbiota ndcleo da drenagem é formada basicamente por bactérias
resistentes a metais, com alguns grupos halofilos, possui potencial para
degradacao de diversos compostos xenobidticos e algumas das familias
presentes sdo pouco conhecidas;

*+ O ambiente do solo é heterogéneo em termos de nichos. A distribuicao das
OTUs e a diversidade da comunidade bacteriana diferem entre as diferentes

amostras analisadas;

* A microbiota nucleo do solo é formada basicamente por bactérias heterotréficas,
com alguns grupos que apresentam resisténcia a metais pesados. No entanto,
essa comunidade ainda € pouco conhecida.
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O estudo da microbiota nucleo das amostras de drenagem e solo revelou a
presenca de alguns taxa comuns (Sphingomonadales, Rhizobiales,
Bradyrhizobium e Acidobacteria). Estes taxa podem desempenhar um papel
importante na manutencdo da comunidade de solos contaminados com metais

pesados e em pH alcalino.

O filo Deinococcus/Thermus, especialmente o género Meiothermus, esta
presente em grande abundancia nas amostras de drenagem e apresentou
correlagcao positiva com os metais cobre, niquel e zinco. Esses resultados sao
originais, pois diferem dos demais trabalhos de diversidade em ambientes de

mina publicados.
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