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Relatdrio Técnico Final

1. INTRODUCAO

No Brasil, os geossistemas ferruginosos estdo inseridos nas areas estratégicas para a
conservagdo da biodiversidade e dos recursos naturais (JACOBI et al., 2015), sendo que estes
geossistemas podem ser analisados como unidades ambientais indicadoras de diversidade
bioldgica (surrogates), e serem usados como alvos de conservacao (MMA, 2007). O Parque
Nacional dos Campos Ferruginosos (PNCF) é uma unidade de conservacao (UC) de protecao
integral, com o intuito de ampliar a garantia da protecao e das exigéncias de compensa¢ao
espeleoldgica, e do novo Plano de Manejo da Floresta Nacional de Carajas (FLONACA) (ICMBio,
2017). Esses ecossistemas sdo pouco conhecidos na América do Sul, e principalmente quanto
aos estudos de ecologia de comunidades, especialmente as microbianas (ICMBio, 2017),
sendo que 0s microrganismos constituem a maior parte da biodiversidade da caverna e
desempenham papel fundamental na manutencdo do ecossistema cavernicola (ORTIZ et al.,

2013).

As cavernas sdo compostas por comunidades subterraneas Unicas de organismos e
microclimas, e frequentemente, sustentam densas popula¢des de extremofilos, abrigando
assim uma grande diversidade microbiana. No entanto, o seu patrimonio geoambiental e
biolégico ainda é pouco conhecido, principalmente quando associado as cangas e as
formacgdes ferriferas (CARMO, 2010). Apesar da importancia e de majoritariamente as
cavernas serem colonizadas por microrganismos (BARTON; NORTHUP, 2007), pouco se sabe
sobre a sua distribuicdo, dindmica populacional e a biogeoquimica da microbiota cavernicola

(GERIC et al., 2004; NORTHUP; LAVOIE, 2004).

As bactérias constituem a maior parte da biodiversidade cavernicola e desempenham
papel fundamental na manutencdo desse ecossistema (ORTIZ et al., 2013), dando suporte

para o crescimento de varios outros microrganismos quimio-organotréficos (CANVERAS et al,




2001), principalmente por estarem presentes sob ambiente oligotréfico, geralmente
sobrevivem modificando sua via metabdlica (IVANOVA et al., 2013), ou ainda, por sintrofia
gue representa um caso especializado de mutualismo, em que dois ou mais microrganismos
combinam as suas capacidades metabdlicas para catabolizar um determinado substrato,

sendo as interagGes sintréficas obrigatdrias ou facultativas (CAVALEIRO; ALVES, 2020).

O conhecimento sobre microrganismos cavernicolas no Brasil e mais especificamente
das cavernas ferriferas dos Campos Ferruginosos, a respeito de sua plasticidade metabdlica
e/ou potencial biotecnoldgico sdo escassos (RIQUELME et al.,, 2017). Neste contexto, o
objetivo dessa proposta baseia-se na necessidade de estudos aprofundados visando analisar
a diversidade filogenética e funcional das comunidades microbianas das cavidades ferriferas
do Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, visto que esta UC estd incluida como darea
prioritaria de investigacdo no Plano Estratégico e de Pesquisas e Gestdo do Conhecimento do
ICMBio, destacando-se a estratégia 1 e 5, para o fornecimento de informacGes aos tomadores
de decisdo acerca do valor econbmico da biodiversidade, partindo dos estudos
multidisciplinares em microbiologia de cavernas, implicando em processos geoldgicos nas
cavidades, e a microbiologia ambiental na identificacdo de novas espécies microbianas e
exploragdao de novas moléculas biotecnoldgicas de fontes cavernicolas, a fim de comunicar a
origem de produtos oriundos de UC’s, para a promog¢ao da expansdo e conectividade de areas

protegidas.

Um dos principais objetivos no estudo da microbiota cavernicola é estabelecer uma
relacdo entre taxonomia, distribuicdo, e suas respectivas funcdes ecoldgicas (STEELE; STREIT,
2005), sendo observado comumente diferentes grupos microbianos em solos, que podem ter
um importante papel ecoldgico em ciclos biogeoquimicos de ecossistemas cavernicolas,
mediando processos de mineralizacdo (GONZALEZ-PIMENTEL et al., 2018), produzindo
compostos bioativos, como antimicrobianos, que permitem o controle bidtico em outras
populacdes (RANGSEEKAEW; PATHOM-AREE, 2019), além de serem capazes de degradar
compostos organicos recalcitrantes (SONIA et al., 2011). Apesar da escassez de conhecimento
sobre a taxonomia e plasticidade metabdlica dos grupos microbianos em ecossistemas
cavernicolas, € bem conhecido que estes ddo uma contribuicdo relevante para os ciclos globais

de carbono, nitrogénio e enxofre (CAVICCHIOLI, 2011; OFFRE; SPANG; SCHLEPER, 2013).



Aidentificagdo de linhagens microbianas de cavernas por muito tempo foi limitada aos
métodos dependentes de cultura, e assim uma infinidade de microrganismos com
necessidades nutricionais diferenciadas permanecia desconhecidos (BARTON; NORTHUP,
2007). Para superar essas limita¢Oes, estratégias baseadas em DNA independentes de cultura
sdo usadas para pesquisar microrganismos de cavernas (CHEEPTHAM, 2013), tais como, o
metabarcoding, que usam as regides V3 e V4 do gene 16S rDNA para identificar espécies
microbianas (HANDELSMAN, 2004; WOOLEY; GODZIK; FRIEDBERG, 2010). Até o momento,
esta técnica tem sido usada para pesquisar microrganismos em solos (THOMPSON et al.,
2019), espeleotemas (ORTIZ et al., 2013), 4gua (WU et al., 2015) e biofilmes (PFENDLER et al.,
2018) de cavernas em diferentes ambientes temperados e extremos, sendo que diferentes
filos parecem predominar no microbioma, principalmente no solo de caverna. As
Actinobacterias sdo o grupo mais abundante, seguido por Proteobacteria (ZHU et al., 2019),

Bacteroidetes e Firmicutes (YASIR, 2018; PAUN et al., 2021).

A caracterizacdo da diversidade metabdlica de amostras ambientais utlizando perfis
fisioldgicos em nivel de comunidade por meio do sistema Biolog EcoPlate (Inc., Hayward, CA,
EUA), tem sido uma ferramenta analitica promissora para determinar a capacidade de
catabolismo de carbono de microrganismos durante o processo de crescimento celular em
condi¢des de placa (FEIGL ET AL, 2017), (SALOMO; MUNCH; ROSKE, 2009; GRZADZIEL;
FURTAK; GALAZKA, 2019), e baseia-se em substratos com compostos de carbono de baixo
peso molecular e podem ser realizadas a partir de culturas mistas ou isoladas de
microrganismos e de amostras ambientais de solo, dgua e residuos (PIERCE; WARD; DOBBS,

2014).

O ambiente cavernicola normalmente é considerado oligotrofico e apresenta
caracteristicas especificas que determinam a microbiota local. A comunidade microbiana
presente nesse ambiente esta exposta continuamente a condi¢des hdstis, sofrendo elevada
pressao de selecdo ambiental e podem ser uma fonte potencial para novas descobertas de
compostos bioativos com potencial biotecnolégico (CHEEPTHAM, 2012; GHOSH; KUISIENE;
CHEEPTHAM, 2017).

Considerando o papel essencial dos microrganismos nos ciclos biogeoquimicos e que
podem influenciar a especia¢do e biodisponibilidade de metais, é relevante a pesquisa para

obtengdo de conhecimento mais abrangente sobre a taxonomia e diversidade da comunidade



microbiana em solos com presenca de metais (HAYAT et al., 2010; COSTA et al., 2015). Neste
contexto, a grande escala e diversidade de metais subterraneos e o impacto da corrosao
desses metais, pode alterar substancialmente a quimica do solo e as comunidades
microbianas (HUANG et al., 2021), sendo assim, necessario a andlise do perfil fisiolégico da
comunidade microbiana, realizado com base na capacidade de usar diferentes fontes de
carbono para caracterizar a diversidade microbiana nesses ambientes cavernicolas

(FERNANDES et al., 2018).

Deste modo, foi proposto um projeto para avaliar e comparar a diversidade
filégenética e funcional da comunidade microbiana, utilizando metabarcoding 16S rDNA
(fildgenética) e microplacas Biolog EcoPlate (funcional), além de isolar e selecionar
microrganismos que apresentem atividades funcionais com aplicabilidade biotecnolégica e
avaliar a tolerancia aos metais desses microrganismos isolados dos solos de cavernas
ferriferas. Essas informacdes sdo fundamentais para ampliar o conhecimento sobre o
patriménio genético e a biodiversidade cavernicola de Carajas e para a elaboragao de plano

de manejo para a conservacado dos recursos naturais espeleoldgicos ferriferos.

2. OBIJETIVOS
2.1 Geral
Analisar a diversidade filogenética e funcional das comunidades microbianas do solo de
cavernas ferriferas no platé Serra da Bocaina do Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, Serra

de Carajés- PA.

2.2 Objetivos especificos

. Analisar a diversidade taxonémica de microrganismos do solo de cavernas ferriferas
por técnicas independentes de cultura (metabarcoding);

. Avaliar a diversidade metabdlica da comunidade microbiana através do perfil
fisiologico e funcional utilizando Biolog Ecoplate;

o Realizar o isolamento e prospecgao de microrganismos com potencial biotecnolégico

a partir do solo de cavernas ferriferas;



. Avaliar a tolerancia aos metais pelos microrganismos isolados dos solos de cavernas
ferriferas da Serra da Bocaina;

. Realizar a determinacdo de metais visando avaliacdo da disponibilidade de elementos
téxicos e/ou de interesse comercial;

. Construcdo do inventdrio e estabelecer uma colecdo de culturas de linhagens
microbianas em agar estoque e criopreservada (-80 2C) das cavernas ferriferas do Para, com
objetivo de promover a conservacdo do patrimonio microbiano espeleoldgico e da sua

biodiversidade

3. METODOLOGIA
3.1 Local de estudo e coleta das amostras de solo das cavernas ferriferas

O estudo foi realizado no Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, no municipio de
Canaa dos Carajas, localizado na regido sudeste do Estado do Para, no platé da Serra da
Bocaina (Figura 1). As cavernas GEM-1423 (SB-0012) e GEM-1462 (SB-0051) foram o ponto
focal do projeto (Figura 2 e 3). A coleta ocorreu sob a licenca do Sistema de Autorizacdo e

Informacdo em Biodiversidade (SISBIO) n2 79255-1 e n2? 86153-1.
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Figura 1. Mapa de localizagdao das cavernas GEM-1423 e GEM-1462 na Serra da Bocaina no
Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, Pard, Brasil. Fonte: Ferreira Junior, D.B, 2023

Com base em dados secundarios do Relatério de Diagndstico e Analise de Relevancia
de 235 cavernas da Serra da Bocaina, Canaa dos Carajas (PA) (Pil6 et al. 2014), selecionou-se
duas cavernas de relevancia maxima, de litologia jaspilito/canga GEM-1423 (6218’49.27"'S,
49953’35.06””0) e jaspilito GEM-1462 (6918'59.18’S, 49953’41.71"’0). Além disso, foi
considerado as caracteristicas de morfologia, hidrologia e substratos organicos (matéria
organica, solo e guano), informacgdes estas indicadas no mapa topografico (Figura 2 e 3), ficha

geoespeleologia e bioespeleologia coletadas em campo.
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Figura 2. Mapa topografico da caverna GEM-1423 e respectivos pontos de coleta.

Fonte: Vale S.A, adaptado (2023).
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Figura 3. Mapa topografico da caverna GEM-1462 e pontos de coleta. Fonte: Vale S.A,

adaptado (2023).




Figura 4. Amostragem de solos na caverna GEM-1423 e GEM-1462. Fonte: Scherer, R.S. 2022

As amostras foram coletadas na camada superficial das cavernas, nos primeiros 10 cm
(Figura 4). As cavernas foram classificadas em zonas, de acordo com Trajano & Bichuette
(2006), coletando-se de 100g de solo de trés pontos em cada zona, ou seja, na zona afdtica
(auséncia de luz), na disfética (penumbra) e na zona fética na entrada da caverna, totalizando
9 pontos de amostragem em cada caverna. As amostras foram acondicionadas em sacos
plasticos estéreis (ziplock), com o auxilio da pa de jardinagem estéril, sendo desinfectada a
cada coleta com alcool 70%, identificadas com o nome/nimero da caverna, niUmero da
amostra, data da coleta e nome do coletor responsavel e armazenadas em caixa térmica a 4¢C

para a andlise.

3.3 Isolamento e preservacdo de microrganismos isolados das cavernas ferriferas

No laboratério de Microbiologia e Biotecnologia (LAMIBI) da Universidade Estadual do
Oeste do Parand (UNIOESTE) as amostras de solo foram peneiradas, homogeneizadas,
retiradas subamostras (10 g) e enriquecidas em frascos contendo 90 mL de meio salino

mineral (MSM), com 0,81g de NaCl em 90 mL de agua destilada. As amostras foram incubadas



em agitador orbital (150 rpm) a 282C, por 24 horas. Apds esse periodo, foram realizadas
diluicBes em série, sendo retiradas aliquotas de 100 pL das diluicdes de 10 a 103 e semeadas
nas superficies dos meios Luria Bertani (LB), ISP, (Pridham et al., 1957) e Batata-Dextrose-Agar
(BDA) com o auxilio da alga de Drigalski. As placas foram incubadas a 28°C no periodo de 24 a
48 h. As linhagens microbianas foram divididas por caverna e zona, identificadas como IM
(GEM-1423) e IS (GEM-1426) com o sufixo da zona fética (F), penumbra (P) ou afética (A) e
nimero nominal crescente e, posteriormente conservadas em meio Agar Estoque e a -80 °C.

Os isolados bacterianos foram crescidos em meio LB liquido a 28 £ 2 °C por 24h e, em
seguida, foi realizada a coloracdo de Gram. Os isolados foram observados em microscépio

Optico com aumento de 100 X e caracterizados com base em sua morfologia e coloragdo.

3.4 Determinacgao de teores totais de metais nos solos das cavernas ferriferas

A determinacdo de teores totais foi realizada através da digestdo nitro-percldrica e
HNO3/HCIO4, na proporgdo de 3:1 (AOAC 2015). Transferiu-se 500 mg de cada amostra para
um tubo digestor de 125 ml. Adicionou-se 8 mL da mistura acida, mantendo a frio por periodo
de 3 a 4 h e colocadas no bloco digestor. Posteriormente, as amostras foram aquecidas
lentamente até 120° C, mantendo até finalizar o desprendimento do didxido de nitrogénio
(NO3), em seguida aumentou-se a temperatura para 200° C, sendo esta mantida até concluir
o desprendimento do vapor de acido perclérico HCIO4 durante 3 a 4 horas no bloco digestor.
Apds esse periodo, as amostras foram esfriadas e adicionadas 25 mL de agua destilada. Os
metais foram determinados em espectrofotometria de absorcdo atémica (EEA) (EMBRAPA

2017; Meneghetti, 2018).

3.5 Avaliacao de perfil de suscetibilidade ou resisténcia a antimicrobianos dos isolados
microbianos

O perfil de resisténcia antimicrobiana foi avaliado de acordo com as recomendacdes
do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI) (CLSI, 2018). Os antimicrobianos testados
foram: Amoxicilina (10 pg), Acido Nalidixico (30 pg), Ampicilina (10 pg), Ciprofloxacin (5 pg),
Cloranfenicol (30 pg), Estreptomicina (10 pg), Imipenem (10 ug), Gentamicina (10 pg),
Norfloxacin (10 ug), Trimetoprima (5 ug), Sulfazotrim (25 ug) e Tetraciclina (30 pg). Os



resultados obtidos foram comparados com os dados da tabela padrdao do documento M100-
S17 do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).

Os isolados bacterianos selecionados foram retirados do estoque, com auxilio de alca
bacterioldgica estéril, e semeados no meio sélido Agar LB por estriamento descontinuo e
incubados por 24h a 30°C. Apds esse periodo, foi realizado o inéculo com col6nias isoladas
foram resuspendidas em 5ml de caldo Mueller Hinton (CMH) a fim de se obter uma turvagao
correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Essa avaliacdo foi feita por meio da técnica de
disco-difusao de Kirby-Bauer (Bauer et al., 1966) que consiste em apds a homogeneizacao do
inéculo, foi introduzido um suabe estéril dentro do tubo, e em seguida, este foi comprimido
contra a parede do tubo para a remocdo do excesso de liquido. A inoculacao foi feita em forma
de estrias continuas na superficie do dgar em trés direcbes, girando a placa em angulo de 60°
apos cada estria. Antes da aplicacdo dos discos, as placas semeadas foram deixadas em cima
da bancada por aproximadamente cinco minutos, para permitir que o excesso de umidade da
superficie do agar fosse absorvido. Os discos foram retirados do freezer uma hora antes de
sua aplicacdao e deixados em temperatura ambiente. A aplicacao destes foi feita com auxilio
de uma pinca estéril para evitar contaminacdo. Todos os discos foram pressionados
suavemente para o contato total com a superficie do dgar. Apds 24h de incubacgado as placas
foram analisadas para verificar a presenca de contaminantes e a ocorréncia de halos de
inibicdo. A leitura foi realizada com auxilio de um paquimetro. Os testes foram realizados em

triplicata.

3.6 Analise Diversidade Funcional

A determinacdo do perfil metabdlico da comunidade microbiana dos solos das
cavernas, foi avaliado usando Biolog Ecoplate (Biolog EcoPlate ™ Inc., Hayward, CA, EUA)
contendo 31 fontes de carbono sendo os substratos polimeros, carboidratos, acido
carboxilico, aminoacidos, amina/amida e fendlico. As amostras foram padronizadas de acordo
com a escala 0,5 de Mc Farland em solucdo tampao fosfato esterilizado (PBS), e foi retirado
100 pl do indculo em suspensao em cada pogo de uma microplaca Biolog e incubado a 30°C
por 7 dias. Uma suspensdo de cultura pura de Escherichia coli (ATCC 25922) foi usada como
controle positivo, enquanto Agua Milli-Q foi usada como controle negativo, nos pogos da

microplaca correspondentes (KONER et al., 2021).



3.7 Avaliagao de Tolerancia a Metais

O teste de tolerancia a metais pesados foi realizado a partir da determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) e da concentragao bactericida minima (CBM), segundo
metodologia de Wiegand et al. (2018). A CIM foi realizada em placa para cultivo de células de
96 pogos contendo 135 pL de CMH. Posteriormente, foi aplicado 150 uL da solugao mae de
4.000 ppm dos metais cobre (Cu), cromo (Cr), chumbo (Pb), ferro (Fe), magnésio (Mg),
manganés (Mn), potdssio (K) e zinco (Zn) nos respectivos pogos, usando a técnica de diluicao
seriada, nas concentragées de 2,000, 1,000, 500, 250, 125, 62,5, 31,2 e 15,6 ppm. O indculo
de 15 pL da suspensdo bacteriana foi aplicado em cada poco, ajustado a partir da escala 0,5
de Mc Farland (1,5 x 108 UFC/mL). O controle negativo foi realizado somente com CMH e CMH
e solucdo de metal, para controle positivo utilizou-se CMH e suspenc¢do bacteriana. A placa foi
incubada a 30°C por 24h. Apds o periodo de incubacdo, foi adicionado nos pogos 10 uL da
solucdo reveladora resazurina 0,02% e incubado na estufa por mais 2 horas nas mesmas
condi¢Oes. A leitura do teste de CIM foi visualizada a partir da mudang¢a de coloragao da
solucdo reveladora, considerando o resultado positivo a alteracdo da coloracdo de azul para

rosa.

3.8 Extracao e Sequenciamento de DNA

A extracdo de DNA foi realizada a partir de 0,25 g de solo, utilizando o kit de extracado
de DNA QIAGEN PowerSoil® DNA Isolation Kit (QIAGEN, Hilden, German), seguindo as
instrucdes do fabricante. A concentracdao de DNA foi verificada por fluorimetria, através do
Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific). A qualidade foi verificada através de eletroforese em

gel de agarose a 1% (Life Technologies, Thermo Fisher Scientific Inc.).

3.9 Sequenciamento do gene 16S rDNA

A construcao das bibliotecas foi realizada utilizando o protocolo 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation da Illumina (lllumina, San Diego, CA, USA). Para analisar a
composi¢ao taxondmica das comunidades microbianas, as regides V3 e V4 do gene ribossomal
16S foram amplificadas através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Utilizou-se o par de

iniciadores universais (primers): S-D-Bact-0341-b-S-17-N (5'-



TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3') e S-D-Bact-0785-
a-A-21-N (5'- GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3')
(Klindworth et al. 2013). Este par de primers contém sequéncias nucleotidicas chamadas
overhang, que permitem a adi¢ao dos indexes nas etapas posteriores.

Cada reagdo de PCR obteve o volume final de 25uL, contendo: 2,5 puL de DNA (5 ng/uL);
5 uL do primer forward (0,1 uM); 5 uL do primer reverse (0,1 uM); 12,5 pL de 2x KAPA HiFi
HotStart. As reacdes de amplificacdo foram realizadas em termociclador com uma etapa de
desnaturacao inicial de 95°C por 3 minutos, seguida por 25 ciclos de 95°C por 30 segundos,
55°C por 30 segundos e 72°C por 30 segundos, e uma extensdo final de 72°C por 5 minutos.
Em seguida, foi realizada a quantificacdo do DNA através de fluorometria, utilizando o Kit de
quantificacdo de DNA Qubit™ dsDNA HS (High Sensitivity) Assay (Thermo Fisher Scientific) e
fluorimetro Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific).

A qualidade dos amplicons foi verificada quanto ao tamanho dos fragmentos, por meio
de eletroforese capilar, utilizando o Bioanalyzer Agilent Technology 2100 (Panaro et al. 2000).
Em seguida, os amplicons foram purificados utilizando o kit de esferas magnéticas Agencourt
AMPure XP (Bechman Coulter, Inc., Brea, EUA), de acordo com as instru¢des do fabricante.
Em seguida, adaptadores de sequéncias Unicas (indexs/barcodes) foram adicionados a cada
amostra através da etapa de PCR Index utilizando os indexs do Kit de preparac¢do de Biblioteca
Nextera XT (lllumina, San Diego, CA, USA). Logo apds, a biblioteca foi novamente purificada
utilizando o kit Agencourt AMPure XP e quantificada por fluorimetria, através do Qubit ® 3.0
(Thermo Fisher Scientific). Posteriormente, a biblioteca foi padronizada para concentracao de
2nM e o pool gendmico e preparado de acordo com o protocolo 16S Metagenomic Sequencing

Library Preparation da lllumina (Illumina, San Diego, CA, USA).

3.9 Analise estatistica

A capacidade dos microrganismos de utilizar diferentes fontes de carbono em
comunidades microbianas foi medida pelo desenvolvimento médio de cor do po¢o (AWCD)
(GARLAND; MILLS, 1991), onde as leituras serao realizadas no tempo zero (T0), apds 12 horas
de incubacdo, e a cada 24 horas por 7 dias consecutivos, até obtencdo de uma AWCD de 0,8—

1,0 unidade de absorbancia para cada placa.



Para ampliar a uniformidade para caracterizar os niveis de padrdes e utilizacdo de
microrganismos por fonte de carbono (KEYLOCK, 2005; STRONG, 2016), foi utilizado o indice
de diversidade de Shannon-Wiener (H’), afim de representar a razdo do valor de absorbancia
de cada pogo para os valores de absorbancia total de todos os pogos (KEYLOCK, 2005;
SPELLERBERG, 2008). O indice de uniformidade de Shannon (E), foi utilizado para representar
o numero total de fontes de carbono consumidas, e do nimero de pogos que ocorreu variagao
de coloracdo (KEYLOCK, 2005), ja o indice de diversidade de Simpson (D), foi empregado para

refletir a diversidade funcional metabdlica das comunidades microbianas (GE et al., 2018).

As comparagdes entre os tipos de amostra e locais foram conduzidas por analises
multidimensionais, utilizando a Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) com graficos de
dispersdao e Analise de Similaridade (ANOSIM) (CLARK; GORLEY, 2015), e foram gerados
usando OTU identificdvel e abundancia com PERMANOVA estimada pelo indice de Bray-Curtis
(THOMPSON et al, 2019). Posteriormente, os dados foram analisados descritivamente por
meio do Diagrama de Venn de seis vias mostrando os nimeros de OTU compartilhadas entre
cada caverna e amostra de solo. O diagrama foi gerado usando InteractiVenn (HEBERLE et al.,
2015).

Para caracterizar a composicdo das linhagens bacterianas em relacdo ao indice de
degradacdao das fontes de carbono foi utilizado o escalonamento multidimensional nao-
métrico (NMDS) baseado em matrizes de similaridade utilizando o indice de Bray-Curtis e
aplicada uma ANOSIM para verificar a possivel diferenca nesta composicao com o intuito de
determinar o efeito dos perfis metabdlicos em relacdo aos indices das fontes de carbono e
metais.

Para estimar a distancia entre as linhagens de acordo com os perfis metabdlicos e
sensibilidade aos metais, foi aplicado a analise de agrupamentos (Clustering Dendogram), para
isso, sendo utilizados os resultados do NMDS e ANOSIM que apresentardo efeitos
significativos (p < 0,05 e R? > 0,60). A analise dos clusters foi por ANOVA, onde a matriz de
distancia entre os clusters foi medida usando o método de Ward (ANGEL et al.; 2010).

Os experimentos foram realizados em triplicata e os resultados expressos como média
t desvio padrao. Todas as analises foram realizadas no software R Core Team utilizando o

pacote “Vegan”, para o NMDS utilizado a fun¢do “metaMDS” e para o cluster “hcluster”.


https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01375/full#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01375/full#B29
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01375/full#B15
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fmicb.2018.01375/full#B15

3.10 Colegao de culturas de microrganismos cavernicolas

Todos os isolados microbianos foram registrados, catalogados e armazenados em
agar estoque e criopreservados a -80°C para posterior caracterizagao genética, taxondmica e
inclusao na Colegao de Cultura de Microrganismos Multifuncionais de Interesse Ambiental e
Biotecndlogico (CCMMIAB — Unioeste). Essa cole¢do estd registrada no SISGEN n2 CACD8A2.
A CCMMIAB também esta cadastrada nas plataformas nacionais e internacionais, como:
Taxonline (https://www.taxonline.bio.br/ccmmiab-unio) e

SpeciesLink (https://specieslink.net/col/CCMMIAB-Unio),

SISBr (https://collectory.sibbr.gov.br/collectory/public/show/co478).

4. RESULTADOS PLANEJADOS E ALCANCADOS

RESULTADOS PLANEJADOS E ALCANCADOS

1. Identificagdo dos isolados da comunidade microbiana do solo de cavernas ferriferas via técnica
metabarcoding 16S rDNA.

2. Caracterizacdo do perfil fisioldgico e funcional (metabdlico) da comunidade microbiana em
relacdo a utilizacdo de 31 fontes de carbonos utilizando Biolog Ecoplate.

3. Avaliar a presenca de rotas metabdlicas alternativas na ciclagem de nutrientes e atividades
funcionais com aplicabilidade biotecnolégica

3. Identificar a tolerdncia aos metais dos microrganismos isolados dos solos de cavernas ferriferas
da Serra da Bocaina.

5. Analisar a distribuicdo de tdxons e grupos funcionais bacterianos e propor um plano de manejo
ambiental visando a conservacao do patrimonio bioldgico.

4. Colecdo de culturas de linhagens microbianas em agar estoque e criopreservada (-80 2C) das
cavernas ferriferas do Para. O depdsito foi feito na Colecdo de Cultura de Microrganismos
Multifuncionais e de Interesse Ambiental e Biotecnolégico da Unioeste (CCMMIAB-UNIO).

Os resultados planejados foram alcancados e serdo apresentados e discutidos no item

Resultados e Discussao.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Isolamento e caracterizagao dos isolados



https://specieslink.net/col/CCMMIAB-Unio

A partir dos solos coletados nas cavernas, foram isoladas 182 amostras microbianas
das duas cavernas do objeto de estudo, divididas entre estacdo seca e chuvosa, conforme a
Tabela 1.

Tabela 1. Isolados microbianos obtidos das cavernas GEM-1462 e GEM-1423 nas esta¢des seca

e chuvosa e suas caracteristicas morfoldgicas.
Estagdo Chuvosa

Estacao Seca

Ne Ne
GEM-1462 GEM-1462
Bacilo Gram-Positivo 28 Bacilo Gram-Positivo 24
Bacilo Gram-Negativo 22 Bacilo Gram-Negativo 10
Coco Gram-Positivo - Coco Gram-Positivo 7
Coco Gram-Negativo - Coco Gram-Negativo 1
Levedura - Levedura 1
Total 50 Total 43
Estagdo Seca Estagdo Chuvosa
GEM-1423 GEM-1423
Bacilo Gram-Positivo 1 Bacilo Gram-Positivo 5
Bacilo Gram-Negativo 26 Bacilo Gram-Negativo 51
Coco Gram-Positivo 4 Coco Gram-Positivo 1
Coco Gram-Negativo 1 Coco Gram-Negativo -
Levedura - Levedura -
Total 32 Total 57

Deste total de 182 microrganismos isolados das amostras de solo cavernicola, na
primeira coleta, no periodo seco (setembro 2022), obteve-se 50 isolados da caverna GEM-
1462 e 32 isolados da caverna GEM-1423. Na segunda coleta, que compreende o periodo
chuvoso (margo 2023), foram isolados 43 microrganismos na caverna GEM-1462 e 57 na
caverna GEM-1423. Os isolados foram caracterizados quanto a coloracdao de Gram e
morfologia. Ap6s caracterizacdo, os isolados foram repicados e armazenados em agar estoque
e submetidos a criopreservacao a -802C em ultrafreezer.

Para as analises de avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos e atividade de tolerancia
a metais foram selecionadas 51 bactérias de forma aleatdria, de duas cavernas distintas,

sendo classificadas como 51% Gram-positivas e 49% Gram-negativas.

5.2 Determinagao de metais pesados nos solos
Foram realizadas analises de determinacdo dos teores de metais nas diferentes amostras de cada
zona da caverna GEM-1423 e GEM-1462 (Tabela 2).

O conhecimento sobre os teores naturais de micronutrientes e elementos-traco em
diferentes solos amazo6nicos, como o ambiente cavernicola, pode evitar que niveis irrealistas
de determinacdo e até mesmos de remediacdo sejam impostos em areas de entorno das
cavidades.



Tabela 2. Teores de metais encontrados nas diferentes amostras de cada zona da caverna GEM-1423
e GEM-1462

Caverna |Estagao Zona ID |Cu ZIn Mn Ni Pb Cd |Co Fe Ca Mg K Na pH

GEM-1462 Fdtica 3| B893,83) 4478 2455,39| 2964| 2,34 0| 48,81) 193609,4| 1995,2| 1120 175 2B125| 3,98
GEM-1462 Fdtica 3| B893,83) 4478 2455,39| 2964| 2,34 0] 48,81 193609,4| 1995,2| 1120] 175| 28125] 3,98
GEM-1423 Fética 6| 38896| 5787 232,31|20,75| 136 0| 30,66| 246048,3| 1194,1| 790| 362,5 375| 4,18
GEM-1423 Fdtica 6| 38896| 5787 232,31|20,75] 136 0| 30,66| 246048,3| 1194,1] 790| 362,5 375 4.18
GEM-1423 Penumbra 5| 444,35| 366 240,78 7246| 189 0| 30,22| 237482,7| 1039,8| 960| 112,5] 312,5] 4,18
GEM-1423 Chuosa/Marco Penumbra 5| 444,35| 366| 240,78| 7246| 1,69 0| 30,22| 237482,7| 1039,8| 960| 112,5| 312,5| 4,18
GEM-1423 Afdtica 4| 430,17 2588| 162,58| 24,53| 2,65 0| 30,58| 228025,6| 1044,8| 970 100| 34375 4.18
GEM-1423 Afatica 4| 430,17) 2588| 162,58| 24,53| 2,65 0] 30,58| 228025,6| 1044,8| 970| 100| 34375] 4,18
GEM-1462 Afatica 1| 1085,81| 15554 700,38| 57,22 36 0] 512 179247.4| 5612,5| 1480 350| 312,5| 3,98
GEM-1462 Afdtica 1| 1085,81| 15554 700,38| 57,22 36 0| 512] 1792474| 5612,5| 1480 350 312,5] 3,98
GEM-1462 Penumbra 2| 6802 16,19) 7177,35| 42,88| 126 0| 42,22| 1657904 | 1114,5| 990| 312,5| 40625 3,98
GEM-1462 Penumbra 2| 6802 16,19| 7177,35| 42,88| 126 0| 42,22| 165790,4| 1114,5| 990| 312,5| 40625 3,98
GEM-1462 Afdtica 7|1233,65| 1302| 311,58| B8,09| 1,58 0| 38,83| 103134,2| 3965,8| 750| 237,5| 2B125| 3,98
GEM-1462 Penumbra 9| 5431| 7485| 385271791 232 0| 1944| 100543| 1199,1] 760 150 2B125| 3,98
GEM-1462 Penumbra 9| 5431| 7p85| 38527|1791| 232 0| 1944| 100543| 1199,1| 760 150 28125 3,98
GEM-1462 Fdtica 5| 1811,31| 1456| 4037,25| 20,84| 2,98 0| 39,7| 120908| 1154,3| B70| 425 28125 3,98
GEM-1462 Fética §) 1811,31) 1456| 4037,25| 20,84| 2,98 0] 39,7 120908 1154,3| &70] 425| 28125] 3,98
GEM-1423 | Seca/Setembro |Perumbra | 10| 33948| 3693| 15164| 2277 2,57 0| 32,03| 226521,9| 1099,5| 950 125| 312,5| 4,18
GEM-1423 Pernumbra | 10| 33948| 3693| 15164| 22,77| 2,57 0| 32,03) 226521,9| 1099,5| 950 125| 312,5] 418
GEM-1423 Fética 11| 434,39| 4058) 52017 34| 294 0] 37,02| 269218,7) 1024,9) 950 125 375| 4,18
GEM-1423 Fética 11| 434,39| 4058) 52017 34| 294 0] 37,02| 269218,7) 1024,9) 950 125 375| 4,18
GEM-1423 Afatica 12| 398,15| 4489| 563047| 20,43 2,56 0| 42,45| 2544599,3| 1019, 920| 337,5| 40625| 4,18
GEM-1423 Afatica 12| 398,15| 4469| 563047 20,43 2,56 0] 42,45| 2544599,3| 1019,9| 920| 337,5| 406.25| 4,18

De forma geral, os valores de pH encontrados em todas as amostras de solo
demonstram acidez elevada, sendo caracterizados como solos extremamente acidos (pH<
4,18). Os solos da Serra de Carajas, especialmente as cangas, sdo extremamente acidos e
pobre em nutrientes (Nunes et al. 2015; Viana et al. 2016).

As duas cavidades amostradas possuem presenca de agua de percolacdo ou
condensacdo com influéncia acentuada sobre os atributos da cavidade de acordo com a
Instrucdo Normativa 2 do IBAMA de 2017. A caverna GEM-1423 possui lago subterrdaneo
intermitente com influéncia significativa sobre os atributos da cavidade. Nas cavernas da Serra
da Bocaina, foram identificados pelo menos 12 tipos de espeleotemas, sendo que a caverna
GEM-1423 possui 10 dos 12 tipos dos espeleotemas encontrados por Pild e colaboradores
(2014), destacando-se as crostas fosfaticas em relacdo ao P, onde os depdsitos de agua podem
estar lixiviando este mineral para as zonas de penumbra e afética da caverna, e os
microrganismos solubilizando (disponibilizando) a partir da producdo de acidos organicos e
reducdo do pH da agua para 4 nas paredes e pisos da cavidade auxiliando na formacdo de
espeleotemas fosfaticos. Sokol et al. (2022) verificou que a deposi¢do ativa do guano e o inicio
de sua degradacdo por bactérias produzem solucdes acidas (pH entre 3 e 4) equilibradas com

varios fosfatos portadores de Al e/ou Fe 3+ em espeleotemas (folhelhos).



A caverna GEM-1462 é reconhecida pela importancia acentuada sob enfoque local e
regional pela presenca de populagdes residentes de quirdépteros com fun¢dao ecoldgica
importante e sedimentacdo clastica/quimica com valor cientifico, assim como os substratos
organicos que apresentaram alta diversidade. Essa cavidade registrou popula¢des maiores de
100 individuos em uma estacao, considerando que pode haver variacdo sazonal relacionada
com o uso de recursos e habitats do entorno (Pil6 et al. 2014). A maioria das cavernas tropicais
ndo possui sazonalidade de deposicdo de guano e as colonias de morcegos podem migrar
entre cavernas ou entre diferentes locais em uma mesma caverna (Bahia e Ferreira 2005).
Essa caracteristica de irregularidade, pode ter influenciado na decomposi¢cdo ou idade do
guano, sendo este dependente dos fatores fisicos e ambientais (Banskar et al. 2015; Leon et
al. 2018), e diante disso, apresentar altas concentracdes de P na zona afética, onde se
concentra a maior quantidade de espécies de morcegos na caverna GEM-1462.

A deposicdo de guano tem influéncia significativa na adicdo de bases trocaveis como
K, Na, Ca, Mg além de Cu, Mn, e Zn nos solos, concentrando mais nutrientes no interior das
cavernas de Serra Norte e Serra Sul da Flona Carajas (Andrade, 2019). Os valores an6malos
encontrados de Ca (2.460 e 4.210 mg/kg-1) na zona afética da caverna GEM-1462, pode estar
relacionado a alta atividade microbiana, principalmente pela ocorréncia dos depdsitos de
guano no piso, e acarretar o enriqguecimento da matéria organica nessa zona.

A composi¢cdao do guano inclui elementos organicos usuais: C-H-O-N, com P, S e
secunddrios como K, Na, Cl, Ca, Mg, Fe, Al e Si (Wurster et al. 2015; Misra et al. 2019). Os ions
de Ca, podem estar sendo lixiviados da zona de entrada até a zona afdtica, por conta da
ocorréncia da intensa alteracao e hidratacao da rocha, ou seja, as cavernas estdo inseridas em
rochas muito alteradas. Bernard et al. (2022) verificou que as aguas percoladas em bat caves
ferriferas da Flona Carajds sdo acidas, onde o pH chegou a 1,5 com a presenca de fosfato,
ferro, calcio, nitrato e sulfato. A producdo das solugdes acidas, pode ser da decomposicdo do
guano com possivel atividade microbiana, produzindo assim varias formas de corrosado nas
paredes e pisos, resultando na ampliacdo das cavidades subterraneas.

Geralmente, a acidez média (valores abaixo de 5,9) a elevada (valores menores que 5)
em solos na Amazonia, conduz a indisponibilidade de nutrientes essenciais, como N, P, K, Ca,
Mg, S, B e Mo, da mesma forma que promovem alta disponibilidade de Al, de Mn e de Fe
(Segovia et al. 2020). Em contrapartida neste estudo, os valores de Ca nao foram influenciados

pelo pH. Na zona afdtica da caverna GEM-1423 o Ca chegou a 7 mg/kg-1 é o pH em 3,79, pH



este superior ao encontrado na zona de penumbra e afética da caverna GEM-1462, em que
os teores de Ca foram maiores nos solos amostrados.

A anilise fisico-quimico demonstrou altos teores de Mn na zona de entrada (1176,18
mg/kg-1) e na zona afdtica (2991,61 mg/kg-1) da caverna GEM-1462, quando comparado com
a caverna GEM-1423, em que o maior indice encontrado na zona de penumbra (301,22 mg/kg-
1) e zona afdtica (375,57 mg/kg-1). Os depdsitos de guano dos morcegos nos solos das zonas
afdtica e penumbra, pode estar atuando como fonte de carbono e assim impulsionar energia
para a atividade microbiana, bem como este um precursor para o solo em fragdes de matéria
organica. Segundo Zhang et al. (2014), a biodisponibilidade de manganés nos solos depende
de algumas de suas caracteristicas como pH, teor de matéria organica e potencial redox. Nos
solos e sedimentos, o processo de oxidacdo do manganés estd intimamente associado a
atividade microbiana (Martins 2003).

O guano possui elementos quimicos altamente varidveis destacando-se N, Ca, Mg, K,
Al, Fe e S (Abidemi 2011). Dentre os elementos quimicos que se destacam na composicdo dos
solos amostrados, o Mg possui maior concentragdo nas amostras de solo da zona de entrada
(1650 mg/kg-1) e zona afética (2720 mg/kg-1) da caverna GEM-1462. Na zona de entrada da
caverna GEM-1423 ha um decréscimo de Mg que pode ser ocasionado pelo contato da
entrada da caverna diretamente com a Floresta Ombrdfila Densa, e nos periodos chuvosos
ocorrer uma lixiviacdo deste elemento para as outras zonas como observado da zona de
penumbra para a zona afética. Pil6 et al. (2014) coletou 14 amostras de diferentes substratos
das cavernas da Serra da Bocaina, e verificou uma lixiviacdo de Mg, Ca e Si na formacdo de
feicdes de pequeno porte e com mineralogia pertencente aos grupos dos 6xidos/hidroxidos
em ferricrete.

O guano é utilizado como fertilizante, devido este ser rico em nitrogénio, fosfato e
potdssio (NPK) (Dimkic et al. 2021). Os valores de K encontrados neste estudo, foram altos na
zona afdtica de ambas as cavernas analisadas, podendo estar relacionados com os depdsitos
de guano nesta zona. Destaca-se a caverna GEM-1462, possui litologia em jaspilito alternando
as bandas de hematita e jaspe, onde a concentracdo de K nessa rocha é superior devido a
formacgado ferrifera e canga. Macambira e Schrank (2002), através da analise de 62 amostras
de jaspilito de Serra Norte, revelaram teores médios de éxido de K a 0,02% nas bandas do
jaspilito e concluiram que ha muito mais silica intercalado com camadas de éxidos de ferro.

Os teores de elementos-traco como Zn, Ni e Pb estdo abaixo dos VRQ's de solos da



Resolugdo CONAMA 420/2009. Os valores de Zn, sdo superiores aos encontrados nos solos de
Carajas por Corréa (2011) e que reflete a pobreza desse mineral no jaspilito. Neste estudo, os
valores foram mais altos na zona afdtica da caverna GEM-1462 que sua litologia é jaspilito,
porém os valores foram elevados onde hd presenga de guano, indicando associa¢gdo do Zn com
0 guano.

Leon et al. (2018) analisou duas amostras de guano em uma caverna na Filipina, e estas
apresentaram altas concentragdes de P, Ca, S, Zn e Cr, onde os microrganismos presentes no
guano estariam realizando varios processos biogeoquimicos, como ciclagem de nutrientes
organicos e inorganicos, acarretando mudancas no pH e teores nutricionais, determinando
uma influéncia no aumento significativo do crescimento e diversidade bacteriana.

Os elementos-tragos como Zn e Pb diminuem para o topo do perfil de alteragao
intempérica em cavernas de Serra Norte em Carajds, demonstrando que estes sdo elementos
moveis diante dos processos intempéricos (Abreu et al. 2019). Além disso, ha diferencas
marcantes no teor dos elementos determinados, evidenciando o claro processo de evolugcao
do intemperismo. Como hipdtese, sugerimos que o Pb é relativamente imével nos solos das
cavernas na Serra da Bocaina, pois este pode estar absorvendo fortemente as particulas do
solo, como argilas, siltes e até mesmo os oOxidos de Fe, Mn e compostos organicos.
Michopoulos et al. (2005) verificou que o Pb é efetivamente retido nos solos, muitas vezes
devido a forte ligagao com a matéria organica presente nas substancias humicas.

Nos solos amazbénicos ha uma grande variedade de depdsitos minerais, como ferro
(Fe), manganés (Mn), aluminio (Al), cobre (Cu), zinco (Zn), niquel (Ni), cromo (Cr) (Segovia et
al., 2020). Os valores de Cu em 15 das 16 amostras de solos analisadas, foram superiores aos
Valores de Referéncia (200 mg/kg) para a Qualidade dos solos de acordo com a Resolugdo
CONAMA 420/2009.

Os teores de Cu sdo incrementados pela deposicdo de guano nas cavidades, e sua
redistribuicdo nas encostas. Muitos elementos tracos estdo presentes em concentracdes
significativas nos jaspilitos, contribuindo para o acimulo no solo e consequente aumento em
relacdo a rocha, como é o caso do Cu, Ni, Pb e Zn (Corréa 2011). Os valores mais significativos
de Cu (Tabela 4) podem estar condicionados pela Bacia Hidroldgica do Rio Itacaitunas, devido
a existéncia de duas zonas afetadas por intenso hidrotermalismo e mineralizadas
denominadas de Cinturdes Norte e Sul do Cobre (Teixeira e Lindenmayer 2010; Brito et al.

2010; Moreto et al. 2015). Nestes cinturdes estdo localizados grandes depdsitos de cobre do



tipo Oxidos de Ferro-Cobre-Ouro de classe mundial que se localizam principalmente na Bacia
de Carajds (Araujo, 2021).

Os teores de Fe extraivel em todos os solos analisados foram elevados, destacando-se
zona afdtica da caverna GEM-1423. Os solos analisados, sdo caracterizados como solos
perférricos e estdo associados a litologias igualmente ricas em Fe (canga e jaspilito) (Corréa et
al. 2016; Schaefer et al. 2016). No Brasil, duas regides se destacam pela grande ocorréncia
destes solos, o Quadrilatero Ferrifero com itabiritos e itabiritos dolomiticos e a Serra dos
Carajas com os Jaspilitos (Machado 2018). Encaixado na camada de jaspilito, ocorrem corpos
de minério de ferro de alto teor, que sdao gerados por enriquecimento da rocha ferrifera,
através de reacbes e processos quimicos, envolvendo fluidos hidrotermais (Lobato et al.
2005). A mobilizagdo de Fe é intensa em todos os solos, devido a variacdo sazonal do lencol
freadtico que permite a oxi-reducdo do ferro em diferentes escalas (Andrade et al. 2019). Os
valores elevados de Fe e acidez, ndo afetaram a disponibilidade desse micronutrientes
catiénicos, evidenciado que os solos sdo distréficos nas duas cavernas amostradas,
corroborando com os outros estudos de solos em Carajds (Corréa et al. 2016; Schaefer et al.
2015; Schaefer et al. 2016, Andrade et al. 2019).

O Cd foi o Unico metal que nado foi determinado, devido este se encontrar abaixo do
limite de quantificacdo (Tabela 2). Andrade (2019) analisou diferentes amostras de solos de
cavidade subterraneas da Flona Carajas, onde os solos do interior da caverna S11D em Serra
Sul apresentou entre 0.3 e 0.31 mg/dm3, destacando-se a amostra da entrada da cavidade
em que Cd foi de 1,46 mg/dm3, somente uma Unica amostra da entrada e interior da cavidade
que ficou abaixo do limite de quantificacdo (<LQ).

Deste modo, o Cd encontrado no estudo de Andrade (2019) é inferior ao LQ utilizado
neste estudo. O referido LQ é alto e superior ao VRQ's de Cd (3 mg/kg) para solos da Resolucdo
CONAMA 420/2009, podendo assim ter contribuido para a ndo quantificacdo de Cd em todas
as amostras, como observado por Andrade (2019). Para que a quantificacdo da disponibilidade
de um micronutriente ou de um elemento-traco no solo seja correta é fundamental a sele¢do
de um extrator adequado. A solucdo extratora Mehlich-1 utilizada neste estudo, tem sido
empregada com relativo sucesso em solos acidos e com baixos teores de matéria organica
para extracdo de diversos nutrientes, dentre eles o Fe (Bortolon et al. 2009; Bortolon e
Gianello 2010; Soares et al. 2012).

O conhecimento sobre os teores naturais de micronutrientes e elementos-traco em



diferentes solos amazoénicos, como o ambiente cavernicola, pode evitar que niveis irrealistas
de determinagdo e de remediagao sejam impostos em areas de entorno das cavidades. As
peculiaridades dos solos amazobnicos, e principalmente dos solos da Amazénia Oriental que
compreende o Estado do Pard, carecem de valores de referéncia para qualidade de solos
acerca de metais pesados. Assim sendo, se faz necessario estudos que possibilitem
estabelecer valores orientadores da qualidade do solo, pois atualmente os valores
estabelecidos pelo CONAMA n2420/2009 ndo se aplicam e ndo podem ser generalizados para
a tomada de decisdo quanto a presenca dessas substancias nos solos amostrados, e
principalmente com as particularidades das unidades de conservag¢dao. Portanto, hd uma
urgéncia de estudos que possibilitem dispor de valores de referéncia para areas naturais e que
possam ser utilizados como valores de referéncia para a regido amazobnica, especialmente o
Estado do Pard, onde o impacto ambiental por metais pode ser proveniente de atividades de

mineracdo (Ribeiro et al. 2019).

5.3 Avaliagdo do perfil de suscetibilidade/resisténcia a antimicrobianos dos isolados das
cavernas ferriferas

Foi realizada a andlise do perfil de resisténcia a 12 antimicrobianos dos isolados
cavernicolas ao longo de duas estacBes: seca e chuvosa (Figura 5). Dos 51 isolados

selecionados, 58% sdo da caverna GEM-1462 e 42% da caverna GEM-1423.



Figura 5. Teste de suscetibilidade dos isolados bacterianos isolados dos solos das
cavernas ferriferas aos 12 antimicrobianos avaliados.

Foram testados um total de 16 isolados bacterianos da esta¢ao seca da caverna GEM-
1462. Dentre essas, 43,7% bactérias foram resistentes a Amoxicilina e Trimetoprima e 50%
foram resistentes a Ampicilina, enquanto 31,2% apresentaram resisténcia a Sulfazotrim e
Imipenem. Essas bactérias exibiram suscetibilidade a Ciprofloxacina, Norfloxacina
(quinolonas) e Gentamicina (aminoglicosideo). Assim, observa-se resisténcia a multiplos
antimicrobianos, em contraste, a eficacia das classes dos antimicrobianos quinolonas e
aminoglicosideo para grande parte das bactérias (Figura 6).

Na estacdo chuvosa, os isolados bacterianos analisadas apresentaram elevada taxa de
resisténcia. Quatorze bactérias foram testadas, e apresentaram resisténcia a Amoxicilina e
Trimetoprima (85,7%) seguido da Ampicilina (71,4%) indicando a mesma tendencia de
multirresisténcia antimicrobiana. Em contrapartida, Ciprofloxacina, Cloranfenicol e a
Gentamicina mostraram-se eficazes frente a maioria dos isolados da caverna GEM-1462
durante a estagdo chuvosa. Sendo assim, 68,7% das bactérias da estacdao seca apresentaram
resisténcia a pelo menos 2 antimicrobianos, enquanto na estacdo chuvosa, esse numero foi
maior, sendo 92,8%.

Na caverna GEM-1423 durante a esta¢do seca, um total de 9 isolados bacterianos



foram testados e 44,4% deles apresentaram resisténcia tanto a Amoxicilina quanto a
Imipenem, enquanto 33,3% apresentaram resisténcia a Trimetoprima e Ampicilina. Todas as
bactérias exibiram suscetibilidade ao Acido Nalidixico e Ciprofloxacina.

Durante a estagao chuvosa, observou-se maior percentual de resisténcia dos isolados
guando comparados a estacdo seca. Das quatorze bactérias testadas, 42,8% demonstraram
resisténcia a Amoxicilina, 50% a Ampicilina e, adicionalmente, 85,7% das bactérias
apresentaram resisténcia a Trimetoprima. E relevante destacar que, durante a estacdo
chuvosa na caverna GEM-1423, os isolados também foram suscetiveis ao Cloranfenicol e a
Gentamicina, mantendo um padrdo semelhante ao observado durante a estagao seca.

De modo geral, 80% das bactérias sdo resistentes a pelo menos dois antimicrobianos
(Figura 2), apresentando um padrao de resisténcia semelhante ao observado por Candirogl &
Gungo (2020) na caverna Parsik da Turquia. Ambas as cavernas do nosso estudo apresentaram
elevada resisténcia a Trimetoprima, semelhante ao observado por Bhullar et al. (2012) em
60% das bactérias isoladas de caverna da Lechuguilla, e em isolados de cavernas de Onix dos
Estados Unidos (Lavoie, 2017). Além disso, as bactérias também apresentaram elevada
resisténcia a Ampicilina e a Amoxicilina, ambos pertencentes a classe das penicilinas,
corroborando as descobertas de Bhullar et al. (2012) no Estado do Arizona, e Turrini et al.
(2020) na caverna do rio Yumugi, na Nova Guiné. Na nossa pesquisa, foi observado
semelhanca entre os isolados de ambas as cavernas, nas duas estacdes quanto ao perfil de
resisténcia aos antimicrobianos Trimetoprima, Amoxicilina e Ampicilina, colaborando com
informagdes valiosas sobre a dinamica das bactérias nas cavernas em diferentes condi¢des

ambientais.
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Figura 6. Perfis de resisténcia antimicrobiana dos isolados bacterianos nas
estacOes seca e chuvosa das cavernas ferriferas GEM-1462 e GEM-1423 do Par3,

Brasil.

Os elevados indices de resisténcia a antimicrobianos observados pode estar

relacionado com o ambiente, visto que cavernas ferriferas tém como caracteristica ser um

ambiente muito suscetivel as acbes de intemperismo, alto indice de umidade além do

depdsito do minério. Lavoie (2017) traz como hipdtese que essas caracteristicas das cavernas

agregam estresse adicional, resultando no aumento da producdo de antimicrobianos para

reduzir a competicdo ou aumentar a predacgao.

5.4 Avaliag¢do da Tolerancia aos Metais dos isolados de solo das cavernas ferriferas

O teste de tolerancia a metais pesados foi conduzido através da determinacao da

Concentragao Inibitéria Minima (Figura 7) e da Concentragao Bactericida Minima para

avaliacdo da tolerancia dos isolados bacterianos aos metais.

Figura 7. Concentracao Inibitdria Minima dos metais Cr, Zn e Pb da Caverna GEM-
1423 estagao seca.



O ensaio de tolerdncia a metais demonstrou que todas as bactérias ndo apresentaram
CIM para Fe, Mn, Pb, Mg e K e em relagao ao Cu e Cr o crescimento da maioria das bactérias
foi inibido em baixas concentracdes. Na caverna GEM-1462, em ambas as estacdes, ndo houve
bactérias tolerantes ao Cr (Figura 5) e na caverna GEM-1423 na esta¢do chuvosa, poucos
isolados apresentaram tolerancia a esse metal (Figura 9). Portanto, a reduzida tolerancia aos
elementos metdlicos Cu e Cr prevalece durante o periodo chuvoso, corroborando a hipdtese
de que, nesse intervalo, as cavidades subterraneas, enquanto ambientes isolados, recebem
influxo de material organico externo transportado pelas precipitacdes pluviométricas. Esse
transporte pluvial implica no carreamento de comunidades microbianas autéctones de fora
da caverna. Conforme observado por Ferreira et al. (2010), a dgua da chuva aparenta exercer
influéncia significativa no aporte de material organico na Gruta do Roncador (RN), sendo que
diversos recursos sdo introduzidos por meio das enxurradas decorrentes do periodo chuvoso.

As bactérias que normalmente residem na caverna tém desenvolvido mecanismos de
tolerancia a metais presentes naturalmente no ambiente, no entanto, as comunidades
microbianas trazidas pelas chuvas ndao apresentam tais adaptacdes, sendo desprovidas de
mecanismos de resisténcia especificos, tornando-se vulnerdveis a toxicidade desses metais.
Esse fendbmeno destaca a importancia dos mecanismos de adaptacdo e resisténcia das
bactérias em ambientes extremos como as cavernas.

Na estacdo seca, ocorre maior estabilidade e isolamento no ambiente cavernicola,
resultando em uma alteragdo na dinamica das comunidades bacterianas. Durante esse
periodo, é possivel observar que uma parcela significativa das bactérias presentes nas
cavernas demonstra maior tolerancia aos metais pesados. Este fendbmeno pode estar
associado a adaptacao prévia dessas bactérias ao ambiente seco, caracterizado como um
ambiente extremdfilo que exerce uma pressdo seletiva sobre as bactérias. Essa pressao
seletiva pode ser a razdo pela qual essas bactérias apresentam maior tolerdncia aos metais

testados.
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Figura 8. Porcentagem de bactérias tolerantes aos metais entre os isolados
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Figura 9. Porcentagem de bactérias tolerantes aos metais entre os isolados
bacterianos das estacdes seca e chuvosa da caverna GEM-1423.

Possivelmente, a tolerancia a esses metais estd relacionada com a litologia da regido
(Souza et al., 2018). As cavernas ferriferas tém como caracteristica a variedade de depdsitos
minerais, como Fe, Mn, Cu, Zn e Cr (Segovia et al., 2020), onde estdo presentes em

concentragdes significativas nos jaspilitos, contribuindo para o acimulo no solo. Além disso,



os sedimentos encontrados em cavidades subterraneas ferriferas sdo depdsitos ricos em
metais e oferecem oportunidades para descobrir novas rotas metabdlicas para ciclagem de
metais pesados (Xu et al., 2013).

Os elementos metalicos Fe, Mn, Cu e Zn constituem micronutrientes vantajosos para
os microrganismos. Além disso, niveis elevados desses metais tém o potencial de favorecer a
selecdo de populagbes microbianas que demonstram resisténcia ou tolerancia a esses
elementos.

Considerando os mecanismos de interacdo das bactérias com ions metalicos e sua
capacidade de tolerancia aos metais, esses microrganismos podem ser utilizados em
processos de biorremediacdo de ambientes poluidos, com alto potencial de restauracao
ambiental de baixo custo (Iram et al., 2013). Os processos microbianos de biotransformacao
e bioacumulacdo sdo os que estdo envolvidos na remediacdo de metais pesados, sendo que
a bioacumulagdo representa o cenario mais estratégico para investimento em tecnologia de
biorremediacdo microbiana, visto seu potencial para ser implementado em programas/acdes

de recuperacdo de areas impactadas por metais pesados (dos Santos et al., 2018).

A relagdo entre resisténcia a antimicrobianos e tolerancia a diversos metais é antiga e
vem ocorrendo nos ambientes ha milhares de anos, de forma natural e intrinseca em areas
remotas como cavernas isoladas (Bhullar et al., 2012).

Por meio da resisténcia cruzada, as bactérias adquirem resisténcia simultdnea a
diferentes compostos por meio de um Udnico mecanismo. Considerando metais e
antimicrobianos, a obtencdo de proteinas transmembrana, que sdo capazes de bombear
substéancias para fora da célula contra um gradiente de concentracdo, em conjunto com a
diminuicdo da permeabilidade da membrana celular e o desenvolvimento de rotas
metabdlicas alternativas induzidas pela presenca de metais, podem resultar na resisténcia aos
antimicrobianos (Changchun et al., 2020).

Estudos apontam que os mecanismos de resisténcia sdo codificados em plasmideos,
o que correlaciona a resisténcia bacteriana aos antimicrobianos e metais (Peixoto, et al. 2012).
Os plasmideos transportam genes com varias funcdes, e entre elas estd a tolerdncia a metais
e resisténcia a antimicrobianos (Sherley et al., 2004) realizando a transferéncia horizontal de
genes, além disso, carreiam genes que conferem vantagem

seletiva as bactérias em condicBes de estresse abidtico.



A correlagao entre a interferéncia humana e os mecanismos de resisténcia bacteriana
é extensivamente investigada em ambientes que sofrem impactos diretos, como areas
agricolas e rios proximos a cidades. No entanto, ao direcionar nossa atencdo para amostras
de ambientes cavernicolas, que sdo locais isolados e preservados, onde a natureza segue seu
curso sem intervencdes externas, os mecanismos de resisténcia tornam-se intrinsecos aos
proprios microrganismos. A auséncia de pressoes seletivas antropogénicas permite que essas
comunidades microbianas se adaptem exclusivamente as condicdes naturais do ambiente,

resultando na formag¢dao de mecanismos de resisténcia Unicos e altamente especializados.

5.4 Composi¢ao taxondmica baseada no gene 16S rDNA da comunidade bacteriana de

cavernas ferriferas

O presente estudo empregou a abordagem de criacdo de perfis de 16S rRNA baseada em
cultivo, elucidando o primeiro perfil preliminar de comunidade bacteriana cultivavel de solos
de cavernas ferriferas do Parque Nacional dos Campos Ferruginosos na Serra de Carajas (Par3,
Brasil).

Foram avaliados os solos representativos das trés zonas (fdtica, afética e penumbra) das
duas cavernas (GEM-1423 e GEM-1462) nas estacOes seca e chuvosa, além de bactérias

isoladas da Caverna GEM-1423 (Figura 10 e 11).
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Foram observados diferentes dominios de géneros e suas respectivas abundancias
relativas, destacando-se Bacillus, Lactobacillus, Serratia, Enterobacter e um taxon ndo

cultivdvel (Figura 10).

O género Bacillus dentro de Firmicutes sdo frequentemente encontrados em cavernas nos
espeleotemas (Mudgil et al. 2018), sedimentos (Feng et al. 2016) e ar (Dominguez-Moifiino et
al. 2018). Varias espécies de Bacillus estdo envolvidas em processos de biomineralizacao
(Koning et al. 2022) e bioprecipitagdao (Daskalakis et al., 2015) de carbonato de calcio em

cavernas.

A alta abundancia de alguns tdxons microbianos humanos comuns, como Lactobacillus,
sdo na grande maioria bactérias probiodticas exploradas comercialmente por espécies nao
formadoras de esporos (Elshaghabee et al. 2017). Lactobacillus estdo associados
principalmente aos habitos de forrageamento dos morcegos, o que sugere que estas podem
ser prevalentes no guano, como encontrado em cavernas da Itdlia (Biagioli et al. 2023).
Newman et al. (2018) observaram que 3 espécies (Lactococcus garvieae, Enterobacter
asburiae e Lactococcus lactis) foram prevalentes em guano superficial de uma caverna nos

Estados Unidos.

Os membros do género Serratia podem ser encontrados no solo, ar, 4gua, plantas,
insetos e outros animais. Serratia sp. sdo importantes porque sdo patégenos oportunistas que

podem causar doencas graves, as vezes fatais, em humanos (Raffi 2014). Zada (2017) observou



que Serratia sp isolada de caverna, possui capacidade de producdo de antibidticos, provocar
alteragdes fisicas e quimicas nas pecas de polietileno de baixa densidade (PEBD) e degradacgao

de PEBD foi aumentada em meios aumentados com calcio.

Andlises moleculares tém revelado uma dominancia inesperada de grupos bacterianos
nao cultivados em cavernas (Zepeda-Mendoza et al. 2016; Morse et al. 2021; Haidau et al.
2022), como demonstrado neste estudo. Paula et al. (2021) verificou que taxons de bactérias
nao cultivaveis representaram 24,22% em nivel de género de uma caverna carbonatica em
Goids no Brasil. Para Barton et al. (2004) muitas das espécies microbianas identificadas estdo
suficientemente adaptados ao estilo de vida oligotréfico do ambiente cavernicola, portanto,
permanecem resistentes usando técnicas de cultivo padrdo. Deste modo faz-se necessario
estudos utilizando métodos independentes de cultura afim de conhecer a diversidade
microbiana em diferentes litologias e amostras como paredes, espeleotemas, guano e

sedimentos.

A auséncia parcial (zona de penumbra) ou total de luz (zona afética) em areas mais
distantes da entrada (zona fética) e a limitacdo de recursos contribuem para a singularidade
do ambiente cavernicola, resultando em caracteristicas microbianas, como a auséncia de
organismos fototréficos (Paula et al. 2020). O baixo numero de isolados encontrados na zona
afética das cavernas analisadas, pode estar relacionado a impossibilidade do processo de
fotossintese microbiana, selecionando assim os microrganismos com diferentes mecanismos
para a obtencdo de energia, a partir da utilizacdo de compostos inorganicos como hidrogénio,

nitrito, sulfeto ou ferro disponiveis nas cavernas ferriferas (Oliveira et al. 2021).

A contagem de microrganismos do solo em placas de Petri neste estudo demonstrou
apenas uma parte da comunidade real existente no ambiente cavernicola ferrifero. A
utilizacdo do metabarcording (Figura 6 e 7) demonstrou que esta ferramenta é fundamental
para o conhecimento e revelar um maior nimero de taxons. Porém, quando se trabalha com
um numero grande de amostras, a técnica de diluicdo em placa de Petri torna-se um
instrumento de grande utilidade. As condicbes de cultivo utilizado neste trabalho,
demonstraram que os fatores estudados isoladamente ou associados influenciaram no
crescimento e na diversidade bacteriana total, principalmente quanto aos isolados da zona
afética que ndo possuem capacidade fotossintética em que o nimero de isolados foram

menores nas duas cavernas analisadas.



Apesar da alta abundancia e diversidade, as informacbGes sobre a ecologia e
biotecnologia sobre os filos identificados em cavernas sdao escassos, podendo ser atribuidas
em grande parte as dificuldades em cultivar a maioria dos filos bacterianos e sua cobertura
pobre em colegdes de culturas bacterianas (Da Rocha et al. 2009; Navarrete et al. 2013). Além
das dificuldades das condic¢des de cultivo, os fatores ambientais como pH e nutrientes podem

conduzir a dindamica das comunidades microbianas (Fierer et al. 2007; Lauber et al. 2009).

O advento das novas ferramentas para o estudo e caracterizagdo de microbiomas
facilitou muito as investigacdes da estrutura e funcionalidade da comunidade microbiana
cavernicola (Wu et al. 2015). O sequenciamento pela plataforma lllumina dos isolados
bacterianos das cavernas GEM-1423 e GEM-1462 gerou cerca de 5.747.072 pb de dados para
anadlise. A composicdo taxondmica dos 29 isolados, apresentou 19 filos bacterianos distintos
e categorizou em cinco filos principais, Actinobacteria, Firmicutes e Proteobacteria foram
identificados em 28 dos isolados, seguido de Planctomyctes (27) e Acidobacteria (25). Turrini
et al. (2020) verificou no sequenciamento do gene 16S rRNA de amostras de uma caverna em
Nova Guiné, que Proteobacteria (49,6%) e Actinobacteria (40,4%) sao os filos predominantes.
Os filos menos prevalentes foram Acidobacteria (1,8%) e Firmicutes (1,7%). Para Zhu et al.
(2019) as Proteobacteria (41,1%), seguido de Actinobacteria (37,6%) e Firmicutes (10,4%)

foram mais abundantes no ambiente cavernicola.

Embora a diversidade de microrganismos difira pelo método utilizado (dependente ou
independente de cultura), pela area de amostragem e tipo de amostra (parede, solo e
superficie do espeleotema), os principais filos relatados em estudos sobre a diversidade
microbiana em cavernas s3o Proteobacteria e Actinobacteria (Tomczyk-Zak e Zielenkiewicz
2016). Além destes, a frequéncia de presenca dos filos Firmicutes, Acidobacteria,
Bacteroidetes, Chloroflexi e Planctomycetes em cavernas é consideravel (Youssef e Elshahed
2008; Jurado et al. 2010; Lee et al. 2012; Barton 2015; Wiseschart et al. 2018), e que

corroboram com este estudo.

O conhecimento atual sobre a distribuicdo da diversidade de microrganismos e suas
funcionalidades em ambientes de cavernas naturais no Brasil é incipiente, especialmente no
que diz respeito a cavernas ferruginosas (Hershey e Barton, 2018; Lemes et al., 2018; Parker
et al.,, 2018; Parker et al.,, 2022). Além disso, as bactérias de cavernas precisam de uma

estratégia cooperativa para crescer e sobreviver; portanto, alguns isolados podem ter sido



perdidos com passagens seriais necessarias para o isolamento de culturas puras (Turrini et al.

2020).

5.5 Analise Diversidade Funcional

O sistema EcoPlate, é um método que mede a intensidade de utilizacao de diferentes
fontes de carbono pelos microrganismos e produz um padrdao metabdlico caracteristico
daquela comunidade. Este método auxilia o entendimento da comunidade microbiana e sua
diversidade funcional. Nos estudos ambientais, analises com o sistema EcoPlate podem ser
realizadas a partir de culturas mistas ou isoladas de microrganismos e de amostras ambientais
de solo, dgua e residuos (Pierce; Ward; Dobbs, 2014). A populacdo de microrganismos fornece

um padrdo de resposta caracteristico chamada impressao digital metabdlica.

Este estudo revelou a distribuicdo da diversidade metabdlica funcional de
comunidades microbianas em diferentes zonas das cavernas GEM-1423 e GEM-1462, nas
estacdes seca e chuvosa, pela primeira vez. Ressaltamos que a metodologia Biolog EcoPlate
possui uma configuracdo fechada, e a resposta alcancada estd dentro de um espectro
esperado, ou seja, dentro das fontes estudadas pela metodologia. Nossos dados sdo de
natureza exploratéria e destacam a necessidade de compreender melhor sobre a ecologia da

microbiota do solo de cavernas.

As microplacas Biolog EcoPlate contém 96 pogos, divididos em trés réplicas de 31
fontes de carboNo e um controle redox violeta tetrazdlio (Pierce; Ward; Dobbs, 2014). As 31
fontes de carbono podem ser divididas em seis categorias de nutrientes: acidos carboxilicos,
aminas, aminoacidos, carboidratos, compostos fenélicos e polimeros (Lima; Garcia, 2011). As
amostras sdo inoculadas diretamente sobre as microplacas, incubas em estufa, e a cada 24

horas realiza-se a leitura de absorbancia das comunidades microbianas (Gavrilescu, 2010).

5.5.1 Perfil Fisiologico De Nivel De Comunidade

O estudo do perfil metabdlico utilizando microplacas Biolog EcoPlate foi utilizado a fim
de identificar a capacidade da populacdo microbiana presente no solo das cavernas GEM-1423
e GEM-1462 (estacOes seca e chuvosa), em utilizar diferentes fontes de carbono. Este tipo de

avaliacdo foi descrito e proposto pela primeira vez por Garland e Mills (1991) e tem sido usada
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com sucesso em diferentes ambientes como solos (Leon et al., 2012), lamas (Gryta; Frac;

Oszust, 2014), agua doce, sedimentos (Garland; Mills, 1991; Medihala et al., 2012).

O indice de Diversidade Metabdlica da comunidade reflete a capacidade oxidativa dos
microrganismos, podendo ser utilizado como indicador de atividade microbiana. Ja a Resposta
Metabdlica Média é calculada com base nos resultados medidos pela densidade éptica (D.O)
em microestacdes sendo muito Uteis para descrever a atividade e a diversidade da populacao
de microrganismos. O perfil fisiolégico em nivel de comunidade tem se mostrado um bom
indicador de refletir alteracbes da atividade metabdlica e/ou potencial de versatilidade
funcional de comunidades microbianas expostas a condi¢bes de estress, por exemplo,

mudancas climaticas (Kapanen et al., 2013).
5.5.2 Diversidade Metabdlica da Comunidade

A diversidade metabdlica da comunidade (DMC) é representada pelo numero de
substratos utilizados pela comunidade microbiana, e é analoga a comunidade, e soma o
numero de respostas positivas (pocos de cor roxa) observadas apds a incubacdo.Esses
parametros podem ser plotados ao longo do tempo de incubacgao para fornecer uma cinética

metabdlica da comunidade microbiana cultivavel.
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Figura 12. Diversidade metabdlica da caverna GEM-1462, nas estacbes seca e chuvosa

ao longo de 168 h.
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Com os valores de DMC concluimos que os microrganismos presentes na caverna GEM-
1462 a zona fética, para a esta¢do chuvosa (Figura 12B), apresentaram uma maior eficiéncia
no consumo a partir das 72h de incubacdo. Para a estacdo seca a eficiéncia de consumo de
carbono foi semelhante para as zonas fética e penumbra (Figura 12A). O menor desempenho

de consumo foi apresentado pela zona afética ao longo das 168h avaliadas.
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Figura 13. Diversidade metabdlica da caverna GEM-1423, na estac¢do seca e chuvosa ao longo

de 168h.

Para a caverna GEM-1423, com os valores de DMC concluimos que na esta¢do seca
(figura 13A), as zonas fotica e penumbra atingiram a maior eficiéncia de consumo em 72h e se
mantiveram estdveis e idénticas ao longo das 168h de avaliacdo. Para a estacdo chuvosa
(Figura 13B), a zona fdtica apresentou o maior consumo de fontes de carbono com 96h de
avaliacdo. Assim como na GEM-1462, para a caverna GEM-1423 a zona penumbra de ambas

as estagOes apresentaram a menor eficiéncia de consumo.

As comunidades microbianas das zonas de ambas as cavernas exibiram uma cinética
proxima, o que se sugere que a microbiota destas amostras foram altamente ativas no uso de
diferentes fontes de carbono durante o crescimento celular, exceto para a zona penumbra nas

esta¢Bes seca e chuvosa.



Além disso na estacao chuvosa na zona de penumbra, a comunidade microbiana nesta
area demonstrou que elas tém um periodo de fase lag mais longo, 72h, em relagdao as demais
zonas. Ja para a mesma zona na estacdo seca, o periodo de fase lag, se apresentou mais curto,
24h. A tendéncia de similaridade na utilizacao do substrato de carbono entre as cavernas na
estacdo chuvosa, sugere que a condicdo climatica tem efeito sobre o padrao de assimilacao da
fonte de carbono das comunidades microbianas. Resultados préximos a estes foram
encontrados por Koner et al. (2021) ao avaliar a diversidade metabdlica da microbiota de

cavernas calcdrias.

5.5.3 Resposta Metabdlica Média

A resposta metabdlica média (RMM) descreve a respiracdo média das fontes de
carbono pela comunidade microbiana e fornece uma métrica Unica pela qual as comunidades
podem ser comparadas. A RMM é calculada com a diferenca média entre a D.O dos pocos

contendo fonte de carbono e o poco de controle.
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Figura 14. Resposta metabdlica da caverna GEM-1462 ao longo de 168h. Dados

representados com média e desvio padrao em leitura a 590 nm. Fonte: autores.

Como resultado da caracteristica dindmica da capacidade de utilizacao das fontes de
carbono foi demonstrado que a quantidade de fontes de carbono utilizadas pela comunidade
microbiana das amostras de solo das cavernas GEM-1462 e GEM-1423, aumentou

gradualmente a medida que o tempo de incubacdo foi aumentada. Tendo destaque para a
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zona penumbra em ambas as estacOes para a caverna GEM-1462. Além disso, os valores de
RMM foram relativamente baixos, para as zonas afética e fética em ambas as estagGes (Figura
14 A,B).

Vdrios trabalhos (Zang et al., 2013; Li et al.,2013, Huang et al., 2012) apresentaram uma
curva de desenvolvimento de cor médio, obtido na placa considerando a degradacdo de todos
os substratos, desta forma ndo se ilustra a capacidade maxima de degradacdo de cada
substrato. No entanto, trabalhos como de (Preston-Mafhan; Boddy; Randerson, 2002; Yu-Hing
et al., 2011) ilustram a média da degradagdo como os demais autores e ainda apresenta a

cinética dos substratos que desviaram da metabolizacdo média.

A GEM - 1423 5 B GEM -1423
Estacdo Seca : Estacdo Chuvosa =
1'5 g 1’5 /
O
1,0 5 1
O
0,5 2
’ S 05
0,0 e
Oh 24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h 0
Oh  24h 48h 72h 96h 120h 144h 168h
Tempo (h) Tempo (h)
== FOTICA PENUMBRA AFOTICA =@=—FOTICA PENUMBRA AFOTICA

Figura 15. Resposta metabdlica da caverna GEM-1423 ao longo de 168h. Dados representados

com média e desvio padrdao em leitura a 590 nm. Fonte: autores

Para a caverna GEM-1423 a maior capacidade de utilizacdo das fontes de carbono foi
demostrada na estacdo chuvosa (Figura 15B), principalmente nas zonas fotica e penumbra.
Enguanto na estacdo seca (Figura 15A) a zona fética foi a regido a qual apresentou maior
consumo das fontes.

O desenvolvimento de cor para cada substrato deve seguir uma curva sigmoidal com
tempo assintotico. As respostas individuais durante a degradacdo do substrato e a liberacao
do croméforo (coloragdo), variam no que diz respeito ao tempo, com algumas comunidades
tendo um longo atraso frente a outras. O que pode ser justificado, pelo fato de que a técnica

pode favores microrganismos r-estrategistas, ou seja, aqueles que crescem rapidamente em



substratos, ao invés de microrganismos k-estrategistas, ou seja, espécies oligotréficas que
estdao em desvantagem (Lagerlof et al., 2014).

A estacdo chuvosa na Amazbnia pode ser considerada uma grande perturbacdo nos
ecossistemas das cavernas e pode afetar a dinamica microbiana (Wilson et al., 2011). A maioria
dessas alteracdes pode resultar da liberacdo de compostos organico sollveis no solo, criando
condigGes favoraveis para o crescimento de microrganismos (Furtak et al., 2020).

Em conclusdo, esta analise mostrou que a estacdo chuvosa, provoca alteracées nas
zonas fotica, penumbra e afética, consequentemente com o aumento da umidade do solo
desencadearam um aumento na atividade metabdlica nas zonas. Demostramos que a
diversidade metabdlica da microbiota das cavernas sobre efeito da estacdo chuvosa, foi
distinta da estag¢do seca, com as comunidades microbianas exibindo perfis fisioldgicas distintos
com base em uma variedade de fontes de carbono. Assim, fornecemos informacdes que
reforcam a importancia do estudo e reconhecimento da diversidade funcional e do

funcionamento dos ecossistemas nas cavernas amazonicas.

5.5.4 Porcentagem de Similaridade Estagdo Seca

Em relacdo a similaridade entre as zonas fotica, afética e penumbra na estacdo seca, as
zonas fotica e penumbra de ambas as caverna GEM-1423 e GEM-1462 obteve-se as maiores

porcentagens de similaridade, 96,67% e 93,33% respectivamente (Tabela 1).

Para a caverna GEM-1423 as zonas fotica e afdtica obteve-se a 75,00% de similaridade,
enquanto as zonas penumbra e afética obteve-se a menor similaridade com 67,74%. Ja para a
caverna GEM-1462, as zonas fdtica e afética obteve-se a 77,42% de similaridade, enquanto as

zonas penumbra e afética obteve-se a menor similaridade com 80,65%.

Tabela 3. Porcentagem de similaridade entre as zonas na estagdo seca no teste de Biolog

Ecoplate
SIMILARIDADE
Caverna GEM- 1423 Caverna GEM-1462
ZF - ZP 96,67% |ZF - ZP 93,33%
ZF -ZA 75,00% |ZF -ZA 77,42%
ZP- ZA 67,74% |ZP- ZA 80,65%




Fonte: autores. ZF = zona fética; ZP = zona penumbra; ZA = zona afdtica.

A maior similaridade entre zonas de ambas as cavernas foi para as zonas penumbra
com 96,77%, seguida pela zonas foticas com 87,10% e zonas afdticas com a menor

porcentagem de similaridade, 77,42%.

Tabela 4. Porcentagem de similaridade entre as zonas das cavernas GEM-1423 e GEM-1462 no
teste de Biolog Ecoplate.

ENTRE AS ZONAS
IMF -ISF 87,10%
IMP -ISP 96,77%
IMA -ISA 77,42%

Fonte: autores. IMF = zona fética GEM-1423; IMP = zona penumbra GEM-1423; IMA = zona
afética GEM-1423. ISF = zona fética GEM-1462; ISP = zona penumbra GEM-1462; ISA = zona
afética GEM-1462.

5.5.5 Porcentagem de Similaridade Estagdao Chuvosa

Em relagdo a similaridade entre as zonas fética, afética e penumbra na estacao
chuvosa, as zonas fética e penumbra de ambas as caverna GEM-1423 e GEM-1462 obteve-se

as maiores porcentagens de similaridade, 96,77% e 100% respectivamente (Tabela 5).

Para a caverna GEM-1423 as zonas fética e afdtica obteve-se a 77,42% de similaridade,
enguanto as zonas penumbra e afdtica obtiveram a menor similaridade com 74,19%. Ja para
a caverna GEM-1462, tanto para a comparacdo entre zona fotica e afdtica, quanto para

penumbra e afética a similaridade foi de 67,74% para ambas.

Tabela 5. Porcentagem de similaridade entre as zonas na estacdo chuvosa.

SIMILARIDADE
Caverna GEM- 1423 Caverna GEM-1462
ZF - ZP 96,77% |ZF-ZP 100%
ZF -ZA 77,42% |ZF - ZA 67,74%




ZP- ZA 74,19% |ZP-ZA 67,74%

Fonte: autores. ZF = zona fdtica; ZP = zona penumbra; ZA = zona afética.

A maior similaridade entre zonas de ambas as cavernas foi para as zonas penumbra,
apresentando 100% de similaridade no consumo das fontes de carbono, seguida pela zonas

foticas com 96,77% e zonas aféticas com a menor porcentagem de similaridade, 80,65%.

Tabela 6. Porcentagem de similaridade entre as zonas das cavernas GEM-1423 e GEM-1462.

ENTRE AS ZONAS
IMF -ISF 96,77%
IMP -ISP 100%
IMA -ISA 80,65%

Fonte: As autoras. IMF = zona fética GEM-1423; IMP = zona penumbra GEM-1423; IMA =
zona afética GEM-1423. ISF = zona fética GEM-1462; ISP = zona penumbra GEM-1462; ISA =
zona afética GEM-1462.



6. CONCLUSOES

O estudo da microbiota de cavernas ferriferas emerge como um campo cientifico de
extrema importancia.

Foram isoladas 182 cepas, com maior disparidade na incidéncia de bacilos Gram
positivos e Gram negativos. Os isolamentos ressaltaram a diversidade microbiana desses
ambientes extremos e sua relevancia para a compreensdo da ecologia microbiana em
ambientes subterraneos. Foram observados diferentes dominios de géneros e suas
respectivas abundancias relativas, destacando-se Bacillus, Lactobacillus, Serratia,
Enterobacter e um taxon nao cultivavel.

As bactérias isoladas de ambas as cavernas apresentaram elevada resisténcia aos
antimicrobianos Trimetoprima, Ampicilina e Amoxicilina, em ambas as esta¢des do ano.
Também apresentaram elevada tolerancia aos metais Fe, Mn, Pb, Mg e K. A compreensao dos
mecanismos intrinsecos de resisténcia em ambientes cavernicolas ndo apenas amplia nosso
conhecimento sobre a vida microbiana em condi¢des extremas, mas também nos fornece
informacdes para enfrentar desafios em outras areas, pois estudos detalhados desses
ecossistemas naturais, ndo afetados pela influéncia humana, s3ao cruciais melhor
entendimento da adaptag¢ao microbiana. Essa capacidade adaptativa, aliada as caracteristicas
Unicas desses ambientes, sugere um potencial significativo para aplicacdes biotecnoldgicas,
especialmente em biorremediacdo de areas contaminadas por metais pesados. Estes
resultados ndo sé expandem nosso entendimento sobre a ecologia desses microrganismos,
mas também apontam para perspectivas promissoras no campo da biotecnologia ambiental.

Os solos cavernicolas ferriferos de Carajas caracterizam-se pela alta acidez, e que esta
diminuiu as abundancias microbianas em todas as amostras, logo impactando na significancia

da diversidade microbiana.

A uniformidade significativa dos géneros bacterianos, indica a ocorréncia de
processos de transporte bacteriano através da percolacdao de dgua, em que o gotejamento,
pode estar auxiliando na deposicdo dos grupos bacterianos nas paredes e pisos das cavidades
subterraneas, em virtude de a canga ser mais permedvel, porosa, acumulando dgua por um

longo periodo.



Os depdsitos de guano dos morcegos nos solos das zonas de penumbra e afética e das
cavernas analisadas, podem estar atuando como fonte de carbono, devido a riqueza em
carbono, nitrogénio, fosforo e potassio, e assim impulsionando energia para a atividade
enzimdatica microbiana, visto que os maiores produtores enzimaticos foram os isolados dessas

zonas.

A diversidade metabdlica de ambas as cavernas e esta¢des revelou comportamentos
semelhantes no consumo da fonte de carbono, indicando uma assinatura metabdlica
consistente entre as areas analisadas. No entanto, observou-se uma resposta metabdlica
distinta em relagdo as zonas de penumbra para GEM-1462, que apresentou uma maior
atividade de consumo em ambas as estacOes. Na caverna GEM-1423, a estacdo chuvosa
destacou-se pela resposta metabdlica nas zonas fética e penumbra, sugerindo que a agua da
chuva estimulou um aumento na atividade metabdlica nessas areas. Este estudo revela pela
primeira vez a distribuicdo da diversidade metabdlica funcional das comunidades microbianas
das cavernas GEM-1423 e GEM-1462 durante as duas principais estacdes do ano na Floresta

Amazo0nica, destacando a importancia da pesquisa microbiolégica nessas areas.

Os resultados deste estudo serdo uteis para o Plano de Manejo do Parque Nacional dos
Campos Ferruginosos, no que tange a informa¢des bioespeleoldgicas no campo da
microbiologia, visto que estas sdo escassas, visando assim contribuir para a conservacado das
cavernas ferriferas de Carajas, e principalmente para a elucidacdo da sistematica das

comunidades bacterianas e futuras aplica¢des biotecnoldgicas.
7. PRODUTOS PLANEJADOS E PRODUTOS ENTREGUES

Todos os produtos planejados foram entregues

PRODUTOS PLANEJADOS E PRODUTOS ENTREGUES

1. Planejado: Documento com fotografias de campo e laboratoriais constando as indicacdes dos padrées de
degradacdo das fontes de carbono e de tolerancia de metais

Entregue: Um fotolivro com registros fotograficos das atividades realizadas no projeto (atividades
de campo e laboratoriais) e dos equipamentos que foram adquiridos. Anexo 1 do relatdrio.

2. Planejado: Padronizacdo de andlises de prospeccdao em métodos dependentes de cultura para
isolamento de microrganismos de cavidades ferriferas

Entregue: os dados obtidos nestas analises foram compilados em varias publica¢Ges:
- Desenvolvimento de um Projeto de Iniciagdo Cientifica (PIBIC) da Unioeste:




Prospeccdo e avaliacdo da resisténcia a antimicrobianos e tolerancia a metais de microrganismos
isolados de solo de caverna da Serra de Carajas — PA. resumo expandido Anexo 2

- Apresentacdo oral e escrita de um dos resultados do projeto PIBIC no Encontro Anual de Iniciacdo
Cientifica da Unioeste. Anexo 3

- Publicacdo de um capitulo livro sobre “Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias isoladas
em cavernas ferriferas da Amazonia Oriental-Pard, Brasil”, e apresentacdo do resumo no 32°
Congresso Brasileiro de Microbiologia. Anexo 4

3. Planejado: Promover a identificacdo via metabarcoding do maior numero de linhagens
microbianas de solos de cavernas ferriferas

Entregue: A identificacdo via metabarcoding da comunidade microbiana solo das cavernas ferriferas
e os dados de quantificacdo de metais estdo compondo um artigo cientifico intitulado: Exploring
microbial dynamics in ferruginous caves: Taxonomic and functional diversity across seasons and
cave zones e sera submetido a Revista cientifica brevemente. Anexo 5

4. Planejado: Escalonamento da diversidade de metais subterrdneos e o impacto da corrosdo do
metal na quimica do solo e das comunidades microbianas

Entregues: os dados obtidos nestas andlises foram compilados em vdrias publicacdes:

- Publicacdo de um artigo intitulado “Prospeccdo e avaliacdo da resisténcia antimicrobiana e da
tolerancia a metais de microrganismos isolados do solo de cavernas na Serra de Carajas- PA” na
Revista Contribuiciones Para a Las Ciencias Sociales, v. 16, n. 12, p. 30273-30290. Anexo 6

- Publicacdo de um capitulo livro sobre “Tolerancia a metais de microrganismos isolados de solo de
caverna ferrifera no Para” no livro Tépicos em Espeleologia, v. 1, cap. 1, p. 6-18. Anexo 7

- Dissertacdo de Mestrado no Programa de Pds-graduacdo em Conservacao e Manejo intitulada
“DIVERSIDADE TAXONOMICA E POTENCIAL ENZIMATICO MICROBIANO DE SOLOS DE CAVERNAS
FERRIFERAS DO PARQUE NACIONAL DOS CAMPOS FERRUGINOSOS, SERRA DE CARAJAS-PA, BRASIL”
Anexo 8

5. Planejado: Criacdo de um catalogo descritivo das linhagens microbianas isoladas relacionado ao
perfil biotecnoldgico e sua aplicacdo em processos bioldgicos que apresentam menor impacto
ambiental e menor consumo energético

Entregue: Publicagao de um E-book, “Atlas de Microbiologia cepas padrdes e bactérias de cavernas
da Amazonia — PA” que descreve as linhagens microbianas isoladas e relaciona a sua caracterizacdo
morfoldgica, perfil biotecnoldgico e sua aplicagdo em processos bioldgicos. Anexo 9

DESTAQUE PRODUGAO ACADEMICA:

Os dados obtidos durante a execuc¢do do projeto geraram diferentes produtos académicos:
-1 TCC: um ATLAS de MICROBIOLOGIA

- 1 Projeto de Iniciagdo Cientifica

-1 Dissertagao de mestrado

-2 Capitulos de livros

- 1 Artigo cientifico

-1 Artigo que ird compor a Tese de Doutorado (em elaboracgdo)




8. ANEXOS
TODOS OS ANEXOS CONSTAM DE UM PDF UNICO ENCAMINHADO A PARTE DESTE
RELATORIO

Anexo 1

Registros fotogréaficos das atividades realizadas no projeto (atividades de campo e

laboratoriais) e dos equipamentos que foram adquiridos, encontra-se no anexo deste
relatorio.

REGISTROS FOTOGRAFICOS DE ATIVIDADES
REALIZADAS

Projeto
Diversidade Metabarcoding e funcional de
comunidades microbianas do solo de cavernas

ferriferas do Parque Nacional dos Campos
Ferruginosos - PA




Anexo 2

Resumo expandido, Projeto de Iniciacao Cientifica UNIOESTE (PIBIC)

EIIIE'I “ uLﬂ Fes

I oIengLa

Prospecciio e avaliagio da resisténcia a antimicrobianos e tolerincia a metais de
microrganismos isolados de solo de caverna da Serra de Carajas — PA.

Mayara Maria de Souza (PIBIC/PICY Uniceste), Debora Marina Bandeira, Fabiana
Gisele da Silva Pinto (Crientador), e-mail: mayara_souzalfunioeste. br

Universidade Estadual do Oeste do Parana/Centro de Ciéncias Biologicas e
da Salde/Cascavel, PR.

Area/subdrea: Ciéncias BioldgicasMicrobiologia

Palavras-chave: afividade anfimicrobiana, tolerdncia a metais, perfil de resisténcia
Resumo

Ag comunidades microbianas presentes em cavidades, especialments em ambientes
de litologia ferrifera, permanecem em grande parfe desconhecidas. O isolamento e
caracterizacao da microbiota cavernicola s30 essenciais para a identificacdo de novas
espécies & a obtencdo de substincias de relevancia biotecnologica, tais como
compostos antimicrobianos & microrganismos capazes de tolerar metais pesados. O
objetivo deste estudo foi avaliar a atividade antimicrobiana e a folerdncia a metais de
bactériaz isoladas do solo de uma caverma localizada no Pargue Macional dos
Campos Ferruginosos, na Serra de Carajas, estado do Para. Amostras de solo foram
coletadas nas diversas zonas das cavernas (fotica, penumbra e afatica) e submetidas
a testes de suscetibilidade a antimicrobianos por meio da técnica de disco-difusde e
avaliacdo da tolerdncia a metais pela determinacio da concentracio inibitdria minima
(CIM) & concentracdo bactericida minima (CBM). Quanto ao perfil de resisténcia, as
bactérias apresentaram elevada resisténcia aos antimicrobiancs Jrmetoprima,
Ampicilina & Amoxicilina. Em relacdo a tolerdncia a metais, fodas as bactérias foram
tolerantes acs metais Fe, Mn, B, Mg & K. Estes dadus sdo fundamentais para
compreender o potencial dessas comunidades microbianas em ambientes de litolegia
ferrifera, contribuindo assim para o avanco do conhecimento cientifico nesse campo
especifico de pesquiza, com implicactes significativas para a biotecnologia e
conservacdo de ecossisternas subterrdneos.

Introducio

A pesquisa de microrganismos isolados de cavernas tem se mostrado vital para
a exploracio da biodiversidade subterrdnea, porém o conhecimento atual sobre a
disfriouicdo da diversidade de microrganismos e suas funcionalidades em ambientes
de cavernas naturais no Brasil & incipiente, especialmente no que diz respeito a
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Anexo 4

Capitulo livro sobre “Perfil de resisténcia antimicrobiana de bactérias isoladas em
cavernas ferriferas da Amazénia Oriental-Para, Brasil” no livro “Microbiologia e
Biotecnologia Ambiental in Foco”.
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