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RESUMO

As cavernas hospedadas em minério de ferro sdo habitats Unicos e extremos, que
abrigam uma grande diversidade de microrganismos ainda pouco conhecida. Assim,
estudos sobre a diversidade taxon6mica, funcional e potencial biotecnoldgico séo de
suma importancia para ampliar os conhecimentos sobre a microbiota associada as
cavernas ferriferas de Carajas. O objetivo deste estudo foi prospectar a microbiota
cultivavel a fim de identificar a diversidade microbiana e o potencial enzimético
associado as cepas bacterianas e caracterizar 0s solos quanto aos aspectos fisicos e
quimicos de cavernas ferriferas do Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, no
estado do Para, Brasil. Foram coletadas amostras de solos da camada superficial das
cavernas GEM-1423 e GEM-1462 em trés pontos nas diferentes zonas (fética,
penumbra e afética). Os solos amostrados foram caracterizados quanto a estrutura
granular e textural. A determinacdo de teores totais de metais foi realizada por
digestdo nitro-percldrica e quantificados em espectrometria de absorcdo atémica.
Para a selecéo das bactérias alvo, subamostras foram diluidas em solucéo de cloreto
de sddio estéril e incubada em agitador orbital overnight por 24 horas. ApGs o periodo
de incubacéo, as solugdes foram diluidas de 102 a 102 e inoculadas na superficie do
meio Luria Bertani (LB). Para a identificacdo dos isolados bacterianos foi extraido o
DNA e sequenciado o gene 16S rDNA com a plataforma lllumina. A analise funcional
dos isolados foi avaliada pelas atividades celulolitica, lipolitica, proteolitica, ureolitica,
solubilizagcéo de fosfato e potassio. Todas as andlises foram realizadas em triplicata e
analisadas estatisticamente pelo software R. Os metais quantificados apresentaram
significAncia nas cavernas e afetam a atividade enzimética correlacionados com o0s
principais géneros abundantes identificados. Foram isoladas 29 cepas bacterianas,
sendo 18 bactérias da caverna GEM-1423 e 11 bactérias da caverna GEM-1462. Os
principais filos identificados foram Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria,
Plactomycetes e Acidobacteria. Os diferentes dominios de géneros associados aos
principais filos, destacaram Bacillus, Blastopirellula, Lactobacillus, Serratia e um tadxon
nao cultivavel como os mais abundantes nas cepas bacterianas isoladas. Todas as
bactérias apresentaram atividade enzimatica para duas a cinco fontes de carbono
testadas e os indices enziméaticos produzidos foram significativos. Os resultados deste
estudo serdo Uteis para o plano de manejo do Parque Nacional dos Campos
Ferruginosos, visando contribuir para a conservacdo das cavernas ferriferas de
Carajas, e principalmente para a elucidacdo da sistemética das comunidades
bacterianas e futuras aplicacdes biotecnoldgicas.

Palavras-chaves: Cavernas ferriferas, Solos, Diversidade microbiana, Potencial
biotecnolégico, Enzimas, Teores Totais de Metais



ABSTRACT

The caves hosted in iron ore are unique and extreme habitats, which are home to a
great diversity of microorganisms that are still little known. Thus, studies on the
taxonomic, functional diversity and biotechnological potential are of paramount
importance to expand knowledge about the microbiota associated with the iron caves
of Carajas. The objective of this study was to prospect the cultivable microbiota in order
to identify the microbial diversity and the enzymatic potential associated with the
bacterial strains and to characterize the soils regarding the physical and chemical
aspects of iron caves in the Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, in the state
of Pard, Brazil . Soil samples were collected from the surface layer of caves GEM-1423
and GEM-1462 at three points in different zones (photic, penumbra and aphotic). The
sampled soils were characterized in terms of granular and textural structure. The
determination of total metal contents was performed by nitro-perchloric digestion and
quantified in atomic absorption spectrometry. For selection of target bacteria,
subsamples were diluted in sterile sodium chloride solution and incubated in an orbital
shaker overnight for 24 hours. After the incubation period, the solutions were diluted
from 102 to 10 and inoculated on the surface of the Luria Bertani medium (LB). For
the identification of bacterial isolates, DNA was extracted and the 16S rDNA gene was
sequenced using the lllumina platform. The functional analysis of the isolates was
evaluated by cellulolytic, lipolytic, proteolytic, ureolytic activities, phosphate and
potassium solubilization. All analyzes were performed in triplicate and statistically
analyzed using the R software. The quantified metals were significant in the caves and
affect enzymatic activity correlated with the main identified abundant genera. 29
bacterial strains were isolated, 18 bacteria from GEM-1423 cave and 11 bacteria from
GEM-1462 cave. The main phyla identified were Actinobacteria, Firmicutes,
Proteobacteria, Plactomycetes and Acidobacteria. The different domains of genera
associated with the main phyla highlighted Bacillus, Blastopirellula, Lactobacillus,
Serratia and a non-cultivable taxon as the most abundant in isolated bacterial strains.
All bacteria showed enzymatic activity for two to five carbon sources tested and the
enzymatic indices produced were significant. The results of this study will be useful for
the management plan of the Campos Ferruginosos National Park, aiming to contribute
to the conservation of the Carajas iron caves, and mainly to elucidate the systematics
of bacterial communities and future biotechnological applications.

Keywords: Iron caves, Soils, Microbial diversity, Biotechnological potential, Enzymes,
Total metal contents
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CAPITULO 1: Subterranean Biology

Diversidade taxon6mica e potencial enzimatico microbiano de solos de
cavernas ferriferas do Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, Serra de
Carajas-PA, Brasil

Brenda Almeida Lima'?, Rafael dos Santos Scherer?, José Augusto Pires Bitencourt?,
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Resumo

As cavernas hospedadas em minério de ferro séo habitats Unicos e extremos, que abrigam uma grande
diversidade de microrganismos ainda pouco conhecida. Assim, estudos sobre a diversidade
taxondmica, funcional e potencial biotecnolégico sdo de suma importancia para ampliar os
conhecimentos sobre a microbiota associada as cavernas ferriferas de Carajas. O objetivo deste estudo
foi prospectar a microbiota cultivavel a fim de identificar a diversidade microbiana e o potencial
enzimatico associado as cepas bacterianas e caracterizar os solos quanto aos aspectos fisicos e
quimicos de cavernas ferriferas do Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, no estado do Para,
Brasil. Foram coletadas amostras de solos da camada superficial das cavernas GEM-1423 e GEM-
1462 em trés pontos nas diferentes zonas (fética, penumbra e afética). Os solos amostrados foram
caracterizados quanto a estrutura granular e textural. A determinac@o de teores totais de metais foi
realizada por digestéo nitro-perclérica e quantificados em espectrometria de absorcdo atdmica. Para a
selecdo das bactérias alvo, subamostras foram diluidas em solu¢do de cloreto de so6dio estéril e
incubada em agitador orbital overnight por 24 horas. Apés o periodo de incubacgéo, as solugbes foram
diluidas de 102 a 10 e inoculadas na superficie do meio Luria Bertani (LB). Para a identificagédo dos
isolados bacterianos foi extraido o DNA e sequenciado o gene 16S rDNA com a plataforma lllumina. A
analise funcional dos isolados foi avaliada pelas atividades celulolitica, lipolitica, proteolitica, ureolitica,
solubilizagcdo de fosfato e potéssio. Todas as analises foram realizadas em triplicata e analisadas
estatisticamente pelo software R. Os metais quantificados apresentaram significancia nas cavernas e
afetam a atividade enzimatica correlacionados com os principais géneros abundantes identificados.
Foram isoladas 29 cepas bacterianas, sendo 18 bactérias da caverna GEM-1423 e 11 bactérias da
caverna GEM-1462. Os principais filos identificados foram Actinobacteria, Firmicutes, Proteobacteria,
Plactomycetes e Acidobacteria. Os diferentes dominios de géneros associados aos principais filos,
destacaram Bacillus, Blastopirellula, Lactobacillus, Serratia e um taxon ndo cultivavel como os mais
abundantes nas cepas bacterianas isoladas. Todas as bactérias apresentaram atividade enzimética
para duas a cinco fontes de carbono testadas e os indices enzimaticos produzidos foram significativos.
Os resultados deste estudo serdo Uteis para o plano de manejo do Parque Nacional dos Campos
Ferruginosos, visando contribuir para a conservacdo das cavernas ferriferas de Carajas, e
principalmente para a elucidacdo da sistematica das comunidades bacterianas e futuras aplicagdes
biotecnolégicas.
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Palavras-chave: Cavernas ferriferas, Solos, Diversidade microbiana, Potencial biotecnoldgico,
Enzimas, Teores Totais de Metais

Introducao

As cavidades naturais subterraneas diferenciam-se substancialmente dos ambientes
de superficie por apresentar caracteristicas Unicas como auséncia de luz, matéria
organica escassa ou irregular (Gabriel e Northup 2013), menor variacdo de
temperatura, maior umidade (Castafio-Sdnchez et al. 2020), oligotrofia, altas
concentracdes de mineiras e metais (Kosznik-Kwasnicka et al. 2022). E notavel a
importancia ecologica das cavidades subterraneas, pois podem ser verdadeiros
hotspots de nutrientes (nitrogénio, fésforo e enxofre) oriundos do guano dos morcegos
e da entrada e saida da matéria organica (Schaefer et al. 2016). O acumulo desses
nutrientes em algumas partes das cavernas torna-se nichos ecoldgicos altamente
especializados, principalmente para os microrganismos (Barton 2006).

Estudos baseados em métodos dependentes e independentes de cultivo microbiano
tém contribuido para a compreensao da abundancia, distribuicdo e origem do habitat,
bem como das fontes de fluidos formacionais epigénicos e/ou hipogénicos em
ambientes cavernicolas (Engel 2015). Para superar as limitacbes dos métodos
dependentes de cultivo o metabarcoding tem sido empregado para pesquisar
microrganismos de cavernas (Pflender et al. 2018; Thompson et al. 2019; West et al.
2020; Burboyne et al. 2021; Haidau et al. 2022; Alaoui-Sosse et al. 2023).

A diversidade de grupos microbianos cavernicolas, tais como Proteobacteria em
processos de biomineralizacdo (D’Angeli et al. 2019); Chloroflexi, Shewanella e
Goebacter na reducdo de Fe (lll) em (Fe (II) em caverna de formacao ferrifera
bandada (Parker et al. 2022); Planctomycetes oxidando amonia anaerobicamente
(Tomczyk-Zak e Zielenkiewicz 2016); Firmicutes com capacidade de reducdo de
sulfato, nitrato, ferro, manganés e atividades antimicrobianas (Engel 2019);
Actinobacteria na producdo de enzimas (Riquelme et al. 2017) e Acidobacteria no
metabolismo de carboidratos (Kielak et al. 2016), demonstram uma grande
variabilidade de perfis metabdlicos microbianos no ambiente subterraneo.

A bioprospeccdo de microrganismos cavernicolas com potencial biotecnolégico, a
partir de produtos metabdlicos secundarios, como as enzimas, pode ser Gtil em
diferentes tipos de aplicacfes, como na industria farmacéutica (Silva et al. 2021) e
alimenticia (Sani e Krishnaraj 2017). Diferentes enzimas hidroliticas produzidas por
microrganismos cavernicolas foram descobertas, como celulases (EC 3.2.1.4),
proteases (EC 3.4) (Lima et al., 2023), lipases (EC 3.1.1.3) (Tomova et al. 2013) e
ureases (EC 3.5.1.5) (Omoregie et al. 2016). A producédo de extremozimas obtidas de
microrganismos extremofilos, como os de cavernas, é um rico nicho a ser explorado
por possuir diversos papéis ecolégicos no ambiente e na sucessao (Cavichiolli et al.
2011), devido as dependéncias interespecificas para ciclagem de
nutrientes (Reboleira et al., 2022) e a combinacéo de uma gama de parametros fisicos
como temperatura, pH, salinidade, estresse oxidativo, produtos quimicos como acido
sulfidrico (H2S), metano (CHa4) e metais (Fe, Cu, Zn, Cd e Pb) (Dalmaso et al. 2015).
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Deste modo, os estudos baseados em 16S rDNA, é uma abordagem compacta para
explorar a visdo geral da impressdo digital metabdlica da comunidade microbiana
cavernicola ferrifera, podendo revelar microrganismos de interesse biotecnoldgico,
como as enzimas (Koning et al. 2022; Lima et al. 2023) que podem refletir a
intensidade e a direcdo de varios processos bioquimicos no microbioma do solo, para
avaliacdo das demandas microbianas por nutrientes e expressar a resposta e
mudanca do ecossistema cavernicola, principalmente para tolerar o estresse a metais
em diferentes concentragbes (Hamedi et al. 2019), uma vez que a presenca desses
metais € um fator ambiental critico que determina a estrutura e funcdo das
comunidades microbianas (Hemme et al. 2010), como nas cavernas ferriferas (Parker
et al. 2022).

O objetivo deste estudo foi realizar a prospeccao da microbiota cultivavel, identificar a
diversidade microbiana, a fim de avaliar o potencial enzimatico e caracterizar 0os solos
guanto aos aspectos fisicos e quimicos de cavernas ferriferas do Parque Nacional dos
Campos Ferruginosos, no estado do Para, Brasil.

Material e Métodos
Local de estudo e coleta das amostras
O estudo foi realizado no Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, no municipio

de Canaa dos Carajas, localizado na regido sudeste do Estado do Par4, no platé da
Serra da Bocaina (Figura 1).

MAPA DE LOCALIZAGAO DAS CAVERNAS AMOSTRADAS NA SERRA DA ]
BOCAINA NO PARQUE NACIONAL DOS CAMPOS FERRUGINOSOS, PARA, Wu"m,en. e GEM
BRASIL N e VAL N

L e
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200~

Serra do
Tarzan
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Figura 1. Mapa de localizacdo 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 Diagnostico e Analise de Relevancia
de 235 cavernas da Serra da Bocaina, Canaad dos Carajas (PA) (Pil6 et al. 2014),
selecionou-se duas cavernas de relevancia maxima, de litologia jaspilito/canga GEM-
1423 (6°18'49.27”S, 49°53’35.06’0) e jaspilito GEM-1462 (6°18°59.18”S,
49°53’41.7170), além disso foi considerado as caracteristicas de morfologia,
hidrologia e substratos organicos (matéria organica, solo e guano), informacdes estas
indicadas no mapa topografico (Figura 2 e 3), ficha geoespeleologia e bioespeleologia
coletadas em campo.
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Figura 2. Mapa topogréfico da caverna GEM-1423 e respectivos pontos de coleta no

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

A amostragem ocorreu sob a licenga do Sistema de Autorizagdo e Informagdo em
Biodiversidade (SISBIO) n°® 79255-1 e SISGEN n° A13D56A. Os exemplares da
amostragem na estacao seca, foram obtidos na camada superficial da caverna, nos
primeiros 10 cm. A caverna foi classificada em zonas, de acordo com Trajano e
Bichuette (2006), sendo amostrado 100 g de solo de trés pontos em cada zona, ou
seja, na zona fotica (presenca de luz), penumbra (luminosidade parcial) e afotica
(auséncia de luz), totalizando 9 pontos de amostragem para cada caverna. As
amostras foram acondicionadas em sacos plasticos estéreis (ziplock) (Figura 4) e
tubos falcon estéreis de 50 mL, com o auxilio da pa de jardinagem estéril, sendo limpa
a cada coleta com alcool 70%, identificadas com o nome/numero da caverna, nimero
do exemplar, data da amostragem e nome do responsavel, e armazenadas em caixa
térmica a 4°C para posterior andlise.
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Figura 4. Amostragem de solos na caverna GEM-1423 e GEM-1462
Fonte: Scherer, R.S. 2022

Analise fisica do solo

Preparo das amostras

As amostras foram colocadas sobre folha de papel em um tabuleiro e destorroadas
manualmente utilizando um rolo de madeira e peneiradas com malha de 2mm.
Posteriormente, as amostras de terra fina seca ao ar (TFSA) foram secas em estufa
com circulacdo de ar forcada, a temperatura de 40°C, e acondicionadas em recipiente
apropriado e devidamente identificado (Embrapa 2017).

Analise Granulométrica e Textural

Para este ensaio foi utilizado o método da pipeta por disperséo total utilizando como
a gente dispersante o hidroxido de sédio (NaOH) por 12 horas antes da agitacédo. Para
cada ensaio foram utilizados 20 g de TSFA, 10 ml de dispersante quimico NaOH a 1
mol/L e 100 mL de agua destilada. A dispersdo mecanica ocorreu via agitacdo com
duracéo de cinco minutos em um dispersor mecanico com agitador orbital.
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As amostras foram colocadas em uma mesa agitadora orbital a 50 rpm por um periodo
de 16 horas. Posteriormente, o material agitado foi transferido para uma proveta de
1000 mL utilizando-se agua e peneira de malha 0,053 mm. O material retido,
correspondente a fracao areia, foi transferido para a estufa para secagem a uma
temperatura de 105 °C por 24 horas. Para determinacédo da fracdo argila, agitou-se
manualmente por 1 minuto a solucdo e retirou-se com ajuda da pipeta 50 ml da
suspensao retida na proveta. A fracdo de silte foi determinada pela diferenca pelo
método da pipeta.

Analise quimica do solo

Determinacédo de pH em Cloreto de Célcio (CaCly)

Para a determinagdo do pH em CaClz2 10 mmol L™, foi utilizada a relagdo solo:solugéo
de 1:2,5, efetuando-se a leitura na suspensao (Embrapa 2017).

Determinagéo de P e K do solo

A solucdo extratora de Mehlichl de HCI 0,05 mol/L e H2SO4 0,0125 mol/L, foi
empregada para extrair P e K, a partir da solubilizagéo desses elementos pelo efeito
de pH, entre 2 e 3. Para extracdo do P, foram pipetados 25ml do extrato de solo e
armazenados em tubo falcon. Posteriormente, foram retirados 5ml desse extrato e
colocado em erlenmeyer del125ml. Adicionou-se 10ml de solucdo acida de molibdato
de amdnio diluida, e adicionado + 30mg de acido ascérbico em pé. As amostras foram
colocadas em agitador horizontal circular durante um a dois minutos até o
desenvolvimento da cor durante uma hora. Apds esse periodo, foi realizado a leitura
da densidade 6tica no fotocolorimetro, utilizando filtro vermelho, comprimento de onda
de 660nm (Embrapa 2017).

Determinacéo de teores totais de metais no solo

A determinacdo de teores totais foi realizada através da digestao nitro-perclorica e
HNO3/HCIO4, na proporgcédo 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 &cida,
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 dioxido de nitrogénio (NO2), em seguida aumentou-se a
temperatura para 200° C, sendo esta mantida até concluir o desprendimento do vapor
de acido perclorico HCIO4 durante 3 a 4 horas no bloco digestor. Apos esse periodo,
as amostras foram esfriadas e adicionadas 25 mL de &gua destilada. Os metais foram
determinados em espectrofotometria de absorcdo atbmica (EEA) (Embrapa 2017
Meneghetti 2018).

Isolamento, cultivo e conservagao dos microrganismos

As amostras de solo foram peneiradas assepticamente, homogeneizadas e retiradas
subamostras (10 g) e enriquecidas em frascos de vidro contendo 90 mL de meio salino
mineral (MSM), com 0,81g de NaCl em 90 mL de 4gua destilada estéril. As amostras
foram incubadas em agitador orbital (150 rpm) a 28°C, por 24 horas. Ap0s esse
periodo, foram realizadas diluicdes seriadas, sendo retiradas aliquotas de 100 uL das
diluicGes de 102 a 102 e semeadas na superficie do meio Luria Bertani (LB), com o
auxilio da alga de Drigalski. As placas foram incubadas a 28°C no periodo de 24 a 72
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horas. As linhagens microbianas isoladas foram criopreservadas a -80°C e meio Agar
Estoque.

Extracdo e Sequenciamento de DNA

A extragédo de DNA foi realizada a partir de 0,25 g de solo, utilizando o kit de extrag&o
de DNA QIAGEN PowerSoil® DNA Isolation Kit (QIAGEN, Hilden, German), seguindo
as instrucdes do fabricante. A concentracdo 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.).

Sequenciamento do gene 16S rDNA

A construcéo das bibliotecas foi realizada utilizando o protocolo 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation da lllumina (lllumina, San Diego, CA, USA). Para
analisar a composic¢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'-

GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATC
C-3") (Klindworth et al. 2013). Este par de primers contém sequéncias nucleotidicas
chamadas overhang, que permitem a adicdo dos indexes nas etapas posteriores.

Cada reacéo de PCR obteve o volume final de 25uL, contendo: 2,5 yL de DNA (5
ng/uL); 5 uL do primer forward (0,1 uM); 5 yL do primer reverse (0,1 uM); 12,5 uL de
2x KAPA HiFi HotStart. As reacdes de amplificacao 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
extensao 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¢cbes 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 preparacdo 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 concentracdo de
2nM e o pool genémico e preparado de acordo com o protocolo 16S Metagenomic
Sequencing Library Preparation da Illumina (lllumina, San Diego, CA, USA).
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Tratamento e Montagem das Sequéncias

A corrida de sequenciamento foi realizada na plataforma MiSeq da lllumina utilizando
o kit de corrida MiSeq V3 600 ciclos. Para identificacdo das assinaturas moleculares
das comunidades bacterianas pertencente as cavidades ferriferas, as sequéncias
brutas serdo submetidas a um pipeline interno para analise de dados de
metabarcoding, que permite a personalizacdo do banco de dados de referéncia para
etapa de classificacdo taxondmica. Este pipeline foi desenvolvido pelo grupo de
bioinformatica do ITV (Oliveira et al. 2021) e tem como base o pipeline QIIME
(Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (Caporaso et al. 2010). Primeiramente,
realizou-se a etapa de trimagem e filtragem por qualidade (Phred >20) utilizando
Prinseq (Schmieder e Edwards 2011). As sequéncias forward e reverse foram
montadas através do montador Pear (Zhang et al. 2014). Ap6s a montagem, ocorreu
a etapa de desreplicacdo na qual foram removidas todas as duplicatas, em seguida
ocorreu um processo que permite a uma contagem de abundancia das sequéncias
(considerando pelo menos duas). Com intuito de melhorar a qualidade do
metagenoma, todas as sequéncias menores que 100 pb foram filtradas. Em seguida,
as sequéncias com similaridade >97% foram agrupadas em Unidades Taxondmicas
Operacionais (UTO) utilizando o USEARCH 7 (https://www.drive5.com/usearch/). A
taxonomia das UTOs foi realizada através da comparacdo com sequéncias
disponiveis no banco de dados publicos SILVA (Quast et al. 2017).

Avaliacdo da atividade enziméatica

Os isolados foram testados quanto as suas capacidades em produzir
carboximetilcelulase, lipase, protease, urease e solubilizacdo de fosfato (P) e potassio
(K) em meios de cultura sélidos. Para isso, as colbnias purificadas dos diferentes
isolados e inoculadas em triplicata no centro das placas de Petri. Para deteccéo das
atividades enziméticas, os microrganismos isolados foram incubados a 28 °C e 30° C
de 24 a 120 h, sendo o pH reajustado de acordo com a especificidade do meio.

Producao de celulase (CMC)

A producéo de celulase foi avaliada utilizando o meio (g/L) contendo 10 de peptona,
10 de carboximetilcelulose (CMC), 2 de K2HPO4, 15 de &gar, 0,3 de MgS04.7H20, 2,5
(NH4) 2S04 em pH 7 por 72 horas de incubagéo a 30°C (Irfan et al. 2012, modificado).
Apés o periodo de incubacéo foi aplicado solucéo reveladora de lodeto de Potassio
(Kl) a 10% para observacao dos halos de degradacéo.

Producao de lipase

Para avaliacdo da atividade lipolitica, foi realizado o ensaio com Polissorbato (Tween)
80, em placas de &gar contendo 10 g de peptona; 5 g de NaCL; 0,1 g de KCI; 15 de
agar, Tween 80 a 20% em 50mL; 950 mL de agua destilada e incubado a 28° C por
120 h dias (Corbellini et al. 2007, modificado). A atividade enzimatica foi verificada
pelo indicador acido-basico da solugcéao vermelho de fenol a 2%.

Producao de protease

A atividade proteolitica foi verificada em meio solido (g/L) contendo 10,0 Triptona, 5,0
Peptona, 3,0 (NH4) 2S04, 2,0 K2HPO4, 0,2 MgSOg4, 1,0 Caseina, 15,0 agar pH 7,0 e
incubados a 28 °C durante 72 h (Luang-In et al. 2019, modificado). Apés o periodo de
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incubacéo, foi aplicado solucéo reveladora de HCI a 3,8%, a fim de verificar os halos
de degradacgéo.

Producéo de urease

A hidrélise da ureia como fonte de nitrogénio foi avaliada no seguinte meio sélido (g
L1 de 4gua estéril): glicose, 20; ureia, 1,3; MgS0a4.7H20, 0,5; CaClz, 0,3; agar, 15 e
vermelho fenol, 0,12, pH 6,8 (Ghasemi et al. 2004). Os isolados foram incubados a
28° C por 24 h. A degradacao da ureia foi indicada pela mudanca colorimétrica do
meio acido-base de vermelho para amarelo.

Solubilizacao de fosfato (NBRIP)

Para o ensaio de solubilizacdo de fosfato, o meio de cultura de fosfato do National
Botanical Research Institute (NBRIP) foi utilizado continha (g/L): 10 g de glicose, 5g
de Cas(POa4)2; 5 g MgCl2.6H20; 0,25 g de MgS04.7H20; 0,2 g de KCl e 0,1 g de (NHa4)
2S04 em pH 7,0. As placas foram inoculadas e incubadas a 28° C por 120 h (Nautiyal
1999, modificado). A formacéo de halo apds incuba¢édo dos microrganismos no meio
cultura indicou habilidade em solubilizar fosfato.

Solubilizacdo de potéassio (K)

O meio de cultivo utilizado nos ensaios de potencial de solubilizagdo de K foi o meio
de Aleksandrov (g/L) composto por 5 g de glicose; 2 g de extrato de levedura; 0,005
MgSOs; 0,08 g de FeCls; 2 g de CaCOs; 15 g &gar 15 g; 1,6 g de KCI como Unica fonte
de potassio, e indicador de Azul de Bromotimol 0,025% 5 mL em pH 7,0 (Hu et al.
2006, modificado). As placas de petri inoculadas foram incubadas a 30°C por 120 h e
depois observado os halos de degradacdo indicando a capacidade dos
microrganismos em solubilizar K.

Determinacéo da atividade enzimatica

A determinacdo da atividade enziméatica (Pz) foi constituida pela atividade (Pz) de
cada isolado, decorrida da razdo entre o diametro da colénia (dc) e o diametro da
colénia mais a area de precipitacdo (dcp), ou seja, o diametro de crescimento
microbiano mais a area do halo de degradacéo, sendo estas medidas coletadas em
milimetros (mm) com o auxilio de um paquimetro. Todas as atividades foram avaliadas
em triplicata, sendo obtido e realizado os seguintes calculos de acordo com a Equacéao
1, onde Pz é a média das triplicatas, e os resultados foram classificados em classes,
como negativos (Pz = 1, classe 1), positivos (0,64 = Pz < 1, classe 2) e fortemente
positivos (Pz < 0,64, classe 3) (Cuzzi et al. 2011).

dc

Pz=—
VA dp

Equacdo 1. Determinacdo da média das triplicatas do crescimento microbiano e halo
de degradacéo enzimatico

Andlises Estatisticas

Os indices de diversidade microbiana foram gerados a partir do pacote Vegan. A
tabela de abundancia de OTUs e de taxonomia utilizou-se os pacotes Phyloseq,
ggplot2, microbiome, vegan, MicrobiomeSeq (Mcmurdie e Holmes 2013; Wickham
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2016). A diversidade alfa da comunidade microbiana foi analisada pelo Indice de
Shannon, a riqueza pelo Indice de Chaol e a estrutura pelo Indice de Simpson. Em
seguida foram aplicados uma analise de variancia (ANOVA), adotando p <0,05 como
significativo. Posteriormente, aplicou-se o teste de Tukey, para verificar se houve
diferencas significativas entres os indices avaliados.

Para a andlise de redundancia (RDA) foram englobados todos os dados amostrados
e utilizou-se ANOVA, a fim de verificar a significancia dos dados ambientais
(parametros fisicos da caverna, andlise fisico-quimica de solos e indices enzimaticos)
com os 5 géneros bacterianos mais abundantes identificados (Whang et al. 2022,
modificado).

Para detectar o compartilhamento de taxons a nivel de género, entre as cavernas nas
diferentes zonas, utilizou-se os pacotes ggplot2 e MicrobiomeSeq para a construgao
do digrama de Venn (Heberle et al. 2015; Mulec et al. 2021).

A analise de mapa de calor utilizou a abundancia relativa dos 5 principais géneros e
correlacionado com os parametros fisicos, analise fisico-quimica de solos e indice
enzimatico dos isolados bacterianos entre as cavernas amostradas e as respectivas
significancias (Biagioli et al. 2023, modificado).

Na avaliacdo dos indices enzimaticos (IE) e indice de solubilizacdo (IS), os testes
foram realizados em triplicata. A normalidade dos dados foi verificada utilizando o
teste Shapiro-Wilk. Os dados foram submetidos a ANOVA de um fator e teste de
Tukey. As atividades enzimaticas de todos os isolados bacterianos das cavernas,
foram comparados pelo teste de Scott-Knott a nivel de significancia de p < 0,05 a fim
de agrupar a partir das médias dos IE e IS dos isolados das cavernas (Alves-Junior et
al. 2021, modificado). Todas as analises foram realizadas usando o software
estatistico RStudio v 4.2.2 (2022).

Resultados e Discussao

Analise granulométrica e textural

As andlises granulométricas demonstraram uma maior participacdo da fracdo areia
em todas as amostras das diferentes zonas nas cavernas GEM-1423 e GEM-1462.
Destacando-se os valores aproximados de areia 63,3 e 65% nas amostras de solos
da zona de entrada (fética) das duas cavernas, é o maior valor em 82,6% na zona
afotica da GEM-1462 (Figura 5). A textura da zona de entrada das duas cavernas
analisadas séo franco arenosa, destacando a zona afdtica da caverna GEM-1462
caracterizada como areia franca (Figura 6).
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Analise granulométrica de sedimentos de cavernas ferriferas
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Figura 5. Mineralogia de fracdes de areia, silte e argila de amostras de sedimentos
da zona fotica penumbra e afética das cavernas GEM-1423 e GEM-1462

Textura do solo de cavernas ferriferas

Afética Entrada Entrada Afética Penumbra Penumbra

GEM-1462 GEM-1423 GEM-1462 GEM-1423 GEM-1462 GEM-1423

Areia franca Franco arenoso Franco argiloso Franco
argiloso
arenoso

Figura 6. Classificacdo da textura das amostras de sedimentos das cavernas com
base nas fracdes de areia, silte e argila

O percentual significativo de areia em todas as amostras das cavernas estudadas,
principalmente da zona de entrada demonstra que esta zona € um meio onde possui
cobertura vegetal nativa e que pode alterar padrdes fisico-quimicos do solo de meios
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subterraneos superficiais e este ser lixiviado para a zona afética da cavidade
subterranea. O aporte organico do ambiente cavernicola, advém da decomposicéo de
matéria organica vegetal da superficie, e pelo fato do horizonte B do solo servir como
uma espécie de filtro para particulas minerais e organicas (Ledesma et al. 2020), e
participacdo da silica na composicao das rochas ferruginosas ser mais expressiva que
nas demais litologias, o que pode explicar, em parte, um valor elevado da fracdo de
areia relacionado ao quartzo (Lindenmayer et al. 2001; Spier et al. 2007).

Além disso, as texturas franco arenosa e areia franca evidencia o quanto os solos
dessas duas zonas sdo jovens, mas também pode estar mascarando a existéncia de
granulometrias inferiores a areias no sistema pedoldgico. Parte das amostras
classificadas como areias possivelmente sdo agregados de argilas e siltes que nao
foram desagregados no processo de dispersao (pseudo-particulas), sobretudo por
serem cimentados por Fe (Machado 2018).

As Formaco0es Ferriferas Bandadas (FFB) como os jaspilitos das cavernas analisadas,
sao caracterizadas por apresentarem coberturas associadas a alto conteudo de areia,
como determinado em todas as amostras das duas cavernas estudadas e comparado
com os valores encontrados de silte e argila (Figura 5). A abundéancia das concrecdes
ferruginosas (canga) nas zonas fotica e afética, pode ter contribuido
significativamente, devido estar intimamente relacionadas as classes texturais nessas
zonas, e pela presenca da canga no topo do platd, onde estdo inseridas as duas
cavernas amostradas, podendo esta ser interpretada como um reflexo do avancado
grau de alteracdo dos itabiritos, bem como a protecdo dos niveis subjacentes contra
a erosao é atribuida a resisténcia mecanica oferecida por ela (Monteiro et al. 2014).

A concentracao de silte € maior na zona de penumbra (21,9%) e (25,9%) na caverna
GEM-1423 e GEM-1462 respectivamente, estando estas relacionadas com a génese
e declividade de cada caverna, onde a génese de solos autoctones sobre as couracas
ferruginosas tende a apresentar um desenvolvimento incipiente, mesmo em areas
com pequena declividade (Carvalho Filho 2008). A caverna GEM-1423 apresentou
desnivel de 2 m e a GEM-1462 de 1,8 m, podendo assim explicar que o elevado
declive que estes solos estdo submetidos exerce um papel preponderante no
transporte de sedimentos ao longo da caverna, devido a densidade de particulas do
solo ser fortemente influenciada pelo material de origem ferruginosa (Machado 2018),
e que a origem do minério friavel é decorrente do enriquecimento residual de hematita,
ocasionado pela lixiviacdo progressiva da silica (Costa 2006; Sobrinho 2012).

As duas cavernas analisadas possuem média acrescida do desvio padréao (311,9 m?),
e sdo consideradas como alta area de projecao horizontal da cavidade em relacdo as
demais cavidades que se distribuem na mesma unidade espeleologica, conforme
definido no § 30 do art. 14 da Instru¢do Normativa 2 de 2017 do IBAMA (Pil6 et al.
2014). A pobreza de silte na zona afética da GEM-1462, pode ser explicada pela
declividade da zona de penumbra para a zona afética, e a intensa dissolugéo e
lixiviagdo do silte, através da percolacdo e gotejamento da dgua na caverna na zona
afética, sendo estd uma caracteristica herdada do material de origem.

As zonas de penumbra das cavernas estudadas apresentaram textura franco argilosa,
destacando-se a caverna GEM-1423 que possui classe textural franco argilosa
arenosa. Correa (2011) obteve o mesmo resultado ao realizar a analise
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granulométrica de solos da Serra do Tarzan, platd este que compreende o Parque
Nacional dos Campos Ferruginosos, e observou a grande participacéo na fragéo argila
nessa textura franco argilosa-arenosa, devendo-se especialmente pelo conteudo
significativo de gibbsita, e na substituicdo do Fe pelo Al na goethita. Segundo Schaefer
e colaboradores (2016) a mineralogia dos solos da Serra Sul de Carajas apresenta
como constituintes dominantes na fragdo argila a hematita, goethita e a maghemita,
sendo que as caracteristicas desses minerais em Oxidos de Fe refletem nas variacdes
na constituicdo da canga, da qual sao formados os solos.

Os valores de argila para a caverna GEM-1423 foram significativos, onde pode-se
observar que a uma crescente concentracdo de argila das amostras desde a zona de
entrada (18%), penumbra (35,2%) e zona afética (35,5%). Essa crescente
concentracdo de argila pode ter ocorrido, por conta da sazonalidade e carreado a
argila da zona de entrada e ter est4 se depositado na zona afética da caverna. De
acordo com Schaefer et al. (2015) a dinamica de formacao das cangas é um processo
continuo e fortemente condicionado pelas variacfes climéticas da fase seca e fase
umida (chuvosa), promovendo a selecdo de particulas mais finas (siltes e argilas) se
concentrarem na superficie pela triagem bioldgica. Nas duas cavidades amostradas a
caracteristicas da rocha é friavel e porosa, em decorréncia da percolacdo de agua em
seu interior. Esse processo provoca a remocdo da silica e, consequentemente, a
hidratacdo da hematita na forma de goethita e enriquecimento relativo em Fe (Tortaro
et al. 2019). A dissolucéo inicial da silica e, posteriormente, de parte da goethita, os
canaliculos irdo se ampliar condicionados por feicdes locais especificas para cada
caverna.

Na caverna GEM-1462, os valores de argila encontrados foram baixos quando
comparados os valores de argila da caverna GEM-1423. O percentual de argila
encontrado na zona de penumbra (35,3%) da caverna GEM-1462 é semelhante aos
valores da zona afética da caverna GEM-1423, porém as amostras da zona afética da
caverna GEM-1462 apresentaram baixa porcentagem de argila, demonstrando que os
solos ao fundo da caverna séo solos intemperizados e ricos em 6Oxidos e hidroxidos
de Fe e Al, devido que a rocha-matriz nessa zona € pouco densa e alterada. Segundo
Corréa (2011), o conteudo de argila pode ser baixo nos ambientes ferruginosos,
devido ao indicativo de desequilibrio entre a precipitacdo/formacdo de minerais e
dissolucéo das cangas ferriferas.

A maior parte dos solos da Serra Sul de Carajas sao caracterizados como plinita,
sendo a sua formacéo constituida de mistura de material de argila com gréos de
quartzo e de outros minerais, pobre em carbono e rica em Fe, ou Fe e Al, que sob
varios ciclos de umedecimento e secagem, consolidam-se irreversivelmente (Corréa
2011). Porém, solos com alto teor de Fe possuem grande quantidade de particulas
agrupadas nas fracdes finas, com mais de 50% dos perfis nas classes texturais
argilosa ou franco siltosa (Machado 2018). Entretanto, autores destacam que as
andlises texturais em solos com alto teor de ferro possuem grandes limitacdes
metodoldgicas na dispersao das particulas, podendo mascarar os valores de argila e
superestimarem os de silte e areia (Donagemma, et al 2003; Carvalho Filho 2008).
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Determinacéo de metais pesados nos solos

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, s&o
extremamente acidos e pobre em nutrientes (Nunes et al. 2015; Viana et al. 2016).

A acidez elevada desses solos pode implicar em menor atividade microbiana,
afetando a mineralizacdo de matéria organica e a disponibilizagéo de nutrientes. Além
disso, impactam sobre a disponibilidade de fésforo (P) (Embrapa 2021), como
demonstrado na Tabela 2 que os valores de P foram menores na zona de entrada,
podendo estar relacionado com a matéria organica e percolacdo da agua em ambas
as cavidades.

Schaefer et al. (2006) mostrou que as formagdes das cavidades subterraneas e solos
associados a Serra Sul de Carajas, mostram valores elevados de P e Capacidade de
Troca Catidnica (CTC), pela ciclagem de nutrientes através da abundancia da fauna
subterranea (térmitas) e deposicédo do guano. Os maiores teores de P foram de 7.680
e 13.380 mg/kg? respetivamente da zona de penumbra e afética da GEM-1462,
seguido da zona de penumbra da caverna GEM-1423 de 250 mg/kg™. Infere-se que
as maiores concentracoes de P pode estar relacionado nas zonas onde 0os morcegos
estavam empoleirados, logo a concentracdo de guano no piso era muito maior do que
na zona de entrada das cavernas analisadas, como demonstrado no indice de
atividade microbiana de solubilizacdo de fosfato (Figura 14).

Os depdositos de guano formam a base do ecossistema cavernicola (IUCN, 2014), e
possuem propriedades distintas, de acordo com a localidade do ambiente, tempo de
deposicao (Ghedin 2021), e principalmente o habito alimentar dos morcegos que afeta
diretamente na composic¢ao fisica e quimica do guano (Ferreira 2019). A sazonalidade
da regido Amazobnica, pode afetar na hidratacdo e desidratacdo dos depoésitos de
guano, causando a solidificacdo deste (Scherer 2017), principalmente nas cavernas
ferriferas, em virtude de a canga ser mais permedvel, porosa, e capaz de acumular
agua por um longo periodo (Carmo e Jacobi 2016).

Pil6 et al (2014) verificou que um dos maiores depdsitos de guano e colbnias
numerosas de morcegos em cavernas ferriferas da Serra da Bocaina, encontra-se na
caverna GEM-1423, assim como alta riqueza de espécies e alta diversidade de
substratos organicos. A alteracao significativa em relacéo as concentracfes de alguns
atributos quimicos do solo neste estudo, pode ter sido influenciada pela temperatura
elevada e essencialmente pela forte sazonalidade na Serra de Carajas (Mota et al.
2015).

As duas cavidades amostradas possuem presenca de agua de percolagdo ou
condensacao com influéncia acentuada sobre os atributos da cavidade de acordo com
a Instrugdo Normativa 2 do IBAMA de 2017. A caverna GEM-1423 possui lago
subterraneo intermitente com influéncia significativa sobre os atributos da cavidade.
Nas cavernas da Serra da Bocaina, foram identificados pelo menos 12 tipos de
espeleotemas, sendo a caverna GEM-1423 possui 10 dos 12 tipos dos espeleotemas
encontrados por Pil6 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 0s microrganismos solubilizando
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(disponibilizando) a partir da producéo de acidos orgéanicos 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 deposicdo 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 populacdes residentes de quir6pteros com funcao ecologica
importante e sedimentacédo clastica/quimica com valor cientifico, assim como o0s
substratos organicos que apresentaram alta diversidade. Essa cavidade registrou
populacdes maiores de 100 individuos em uma estacéo, considerando que pode haver
variacao sazonal relacionada com o uso de recursos e habitats do entorno (Pil6 et al.
2014). A maioria das cavernas tropicais ndo possui sazonalidade de deposicédo de
guano e as colbnias 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 decomposic¢ao 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 deposicéo de guano tem influéncia significativa na adi¢cdo 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 anémalos encontrados de Ca (2.460 e 4.210 mg/kg™) 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
enriquecimento da matéria organica nessa zona.

A composigcdo do guano inclui elementos organicos usuais: C-H-O-N, com P, S e
secundarios como K, Na, CI, 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
afotica, por conta da ocorréncia da intensa alteracéo e hidratacdo da rocha, ou seja,
as cavernas estao inseridas em rochas muito alteradas. Bernard et al. (2022) verificou
gue a as aguas percoladas em bat caves ferriferas da Flona Carajas sao acidas, onde
o pH chegou a 1,5 com a presenca de fosfato, ferro, calcio, nitrato e sulfato. A
producdo das solu¢cdes acidas, pode ser da decomposi¢do do guano com possivel
atividade microbiana, produzindo assim varias formas de corrosdo 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 Amazoénia, 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 néao foram influenciados pelo pH. Na zona afética da caverna GEM-1423 o Ca
chegou a 7 mg/kg? 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 analise fisico-quimico demonstrou altos teores de Mn na zona de entrada (1176,18
mg/kg?l) e na zona afética (2991,61 mg/kg?') da caverna GEM-1462, quando
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comparado com a caverna GEM-1423, em que o maior indice encontrado na zona de
penumbra (301,22 mg/kg?) e zona afética (375,57 mg/kg?). Os depodsitos de guano
dos morcegos nos solos das zonas afética 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 fracdes 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 esta intimamente associado a
atividade microbiana (Martins 2003).

O guano possui elementos quimicos altamente variaveis destacando-se N, Ca, Mg, K,
Al, Fe e S (Abidemi 2011). Dentre os elementos quimicos que se destacam na
composicao dos solos amostrados, 0 Mg possui maior concentracdo nas amostras de
solo da zona de entrada (1650 mg/kg™) e zona afética (2720 mg/kg™) 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. Pild
et al. (2014) coletou 14 amostras de diferentes substratos das cavernas da Serra da
Bocaina, e verificou uma lixiviagdo de Mg, Ca e Si na formacao de feicbes de pequeno
porte e com mineralogia pertencente aos grupos dos oxidos/hidréxidos em ferricrete.

O guano é utilizado como fertilizante, devido este ser rico em nitrogénio, fosfato e
potassio (NPK) (Dimkic et al. 2021). Os valores de K encontrados neste estudo, foram
altos na zona afética 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 concentragao
de K nessa rocha é superior devido a formacédo ferrifera e canga. Macambira e
Schrank (2002), através da andlise de 62 amostras de jaspilito de Serra Norte,
revelaram teores médios de Oxido de K a 0,02% nas bandas do jaspilito e concluiram
que h& muito mais silica intercalado com camadas de 6xidos de ferro.

Os teores de elementos-traco como Zn, Ni e Pb estdo abaixo dos VRQ'’s de solos da
Resolucdo CONAMA 420/2009. Os valores de Zn, sdo superiores aos encontrados
nos solos de Carajas por Corréa (2011) e que reflete da pobreza desse mineral no
jaspilito. Neste estudo, os valores foram mais altos na zona afética da caverna GEM-
1462 que sua litologia é jaspilito, porém os valores foram elevados onde h& presenca
de guano, indicando associacédo do Zn com 0 guano.

Leon et al. (2018) analisou duas amostras de guano em uma caverna na Filipina, e
estas apresentaram altas concentracbes 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-tragcos como Zn e Pb diminuem para o topo do perfil de alteracéo
intempérica em cavernas de Serra Norte em Carajas, demonstrando que estes sao
elementos moveis diante dos processos intempéricos (Abreu et al. 2019). Além disso,
h& diferencas marcantes no teor dos elementos determinados, evidenciando o claro
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processo de evolucdo do intemperismo. Como hipotese, 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 6xidos de Fe, Mn e compostos organicos. Michopoulos et al. (2005) verificou que
o Pb é efetivamente retido nos solos, muitas vezes devido a forte ligacdo com a
matéria organica presente nas substancias humicas.

Nos solos amaz6nicos a 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 Resolucdo CONAMA 420/2009. Destaca-se as amostras da zona de
entrada com 1446, 57 mg/kg? e afética com 2812,48 mg/kg de Cu da caverna GEM-
1462 com o0s maiores teores encontrados.

Os teores de Cu sao incrementados pela deposi¢cdo de guano nas cavidades, e sua
redistribuicdo nas encostas. Muitos elementos traco estdo presentes em
concentracdes significativas nos jaspilitos, contribuindo para o acumulo no solo e
conseguente aumento em relacdo a rocha, como € o caso do Cu, Ni, Pb e Zn (Corréa
2011). Os valores mais significativos de Cu (Tabela 4) podem estar condicionados
pela Bacia Hidrologica do Rio Itacailnas, devido a existéncia de duas zonas afetadas
por intenso hidrotermalismo e mineralizadas denominadas de Cinturbes Norte e Sul
do Cobre (Teixeira e Lindenmayer 2010; Brito et al. 2010; Moreto et al. 2015). Nestes
cinturbes estdo localizados grandes depdsitos de cobre do tipo Oxidos de Ferro-
Cobre-Ouro de classe mundial que se localizam principalmente na Bacia de Carajas
(Aradjo, 2021).

Os teores de Fe extraivel em todos os solos analisados foram elevados, destacando-
se zona afética da caverna GEM-1423, em que Fe foi determinado em 238.050,00
mg/kg?. 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 sao gerados por enriguecimento
da rocha ferrifera, através de reacdes e processos quimicos, envolvendo fluidos
hidrotermais (Lobato et al. 2005). A mobilizacado de Fe é intensa em todos o0s solos,
devido a variacdo sazonal do lencol freatico que permite a oxi-reducédo do ferro em
diferentes escalas (Andrade et al. 2019). Os valores elevados de Fe e acidez, ndo
afetou a disponibilidade desse micronutrientes catidnicos, evidenciado que 0s solos
séo distroficos nas duas cavernas amostradas, corroborando com os outros estudos
de solos em Carajas (Corréa et al. 2016; Schaefer et al. 2015; Schaefer et al. 2016,
Andrade et al. 2019).

O Cd foi o unico metal que nao 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/dm?, destacando-se a amostra da
entrada da cavidade em que Cd foi de 1,46 mg/dm?, somente uma Unica amostra da
entrada e interior da cavidade que ficou <LQ.



29

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
Resolugcdo CONAMA 420/2009, podendo assim ter contribuido para a néo
guantificacdo de Cd em todas as amostras, como observado por Andrade (2019). Para
gue a quantificacao da disponibilidade de um micronutriente ou de um elemento-trago
no solo seja correta € fundamental a selecdo de um extrator adequado. A solucao
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 amazodnicos, como 0 ambiente cavernicola, pode evitar que niveis
irrealistas de determinacéo e de remediacdo sejam impostos em areas de entorno das
cavidades. As peculiaridades dos solos amazonicos, e principalmente dos solos da
Amazonia Oriental que compreende o Estado do Pard, carece de valores de referéncia
para qualidade de solos acerca de metais pesados. Assim sendo, se faz necessério
estudos que possibilitem estabelecer valores orientadores da qualidade do solo, pois
atualmente os valores estabelecidos pelo CONAMA n° 420/2009 néo se aplica e nado
podem ser generalizados para a tomada de decisdo quanto a presenca dessas
substancias nos solos amostrados, e principalmente com as particularidades das
unidades de conservacao. Portanto, h4 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 amazonica, especialmente o Estado do Para, onde
o impacto ambiental por metais pode ser proveniente de atividades de mineracéo
(Ribeiro et al. 2019).
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Cd Ca* Pb Cu Fe p* Mg* Mn Ni K* Zn pH
Caverna Zonas Amostra
mg/kg
GMF1 <LQ 64 11,43 5129 162.240 20 330 207,82 21,05 3.600 84,99
Entrada  GMF2 <LQ 58 6,97 311,42 137.100 10 320 113,83 22,81 3500 68,17 4,18
GMF3 <LQ 57 5,83 248,86 133.530 10 310 137,16 18,14 3.900 65,97
GMP1 <LQ 67 552 307,18 171.920 250 410 187,63 17,63 4.800 98,87
GEM- 1423 Penumbra gMmpP2 <LQ 79 7,83 314,58 160.090 50 430 159,63 18,31 4.100 86,72 3,23
GMP3 <LQ 59 8,69 363,01 172.610 60 490 232,45 20,4 5.700 110,34
GMA1 <LQ 74 6,57 346,3 237.160 10 450 301,22 21,11 6.500 102,64
Afética GMA2 <LQ 68 2,37 137,05 201.110 30 260 115,97 16,49 5.400 4548 3,79
GMA3 <LQ 7 505 454,3 238.050 10 350 315,57 24,33 14.300 93,03
GSF1 <LQ 52 4,66 1446,6 124.400 130 800 1176,2 23,47 6.300 36,16
Entrada GSF?2 <LQ 150 4,65 843,94 137.070 50 1.650 1072,7 42,3 5.300 105,65 3,98
GSF3 <LQ 60 548 572,56 163.190 90 960 627,09 27,58 7.000 84,8
GEM- 1462 Penumbra GSP1 <LQ 110 1,87 457,46 105.850 220 480 328,39 55,96 6.700 52,56 318
GSP3 <LQ 160 3,41 315,14 74940 130 370 219,54 26,25 5.700 27,16
Afética GSA1 <LQ 4.210 1,82 612,13 51.890 7.680 2.720 1776,8 16,71 11.300 194,12
GSA2 <LQ 2460 2,85 28125 32120 13.380 1.540 2991,6 12,95 19.600 168,47 342

LQ (limite de quantificagdo) mg/kg: Cd = 5,0; Ca = 10,0; Pb = 0,5; Cu = 10,0; Fe =100,0; P = 0,5; Mg = 5,0; Mn = 10,0; Ni =5,0; Zn = 5,0

VRQ'’s Resolugao CONAMA n° 420/2009 mg/kg: Cd= 3; Pb= 180; Cu= 200; Fe= -; Mn= -;
* Minerais que ndo se aplica a resolugcdo CONAMA n° 420/2009
Tabela 1. Teores de metais encontrados nas diferentes amostras de cada zona da caverna GEM-1423 e GEM-1462

Ni= 70; Zn= 450
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Composigéo taxonémica baseada no gene 16S rDNA da comunidade bacteriana de
cavernas ferriferas

O presente estudo empregou a abordagem de criacéo 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 Carajés (Para, Brasil).

Foram isoladas 18 bactérias da Caverna GEM-1423. O maior numero de isolados
foram da zona de penumbra (8), seguido da zona de entrada e zona afética que
apresentaram a mesma quantidade de isolados (5). Na caverna GEM-1462 foram
isoladas 11 bactérias, sendo a maior quantidade de bactérias isoladas da zona de
entrada (6), seguida da zona de penumbra (3) e zona afotica (2).

Caverna Zona Amostra Isolado Cddigo
GMF101 C1
GMF1 GMF102 Cc2
Zona Fotica GMF201 C3
GMF2 GMF202 C4
GMF3 GMF301 C5
GMP101 C6
GMP1 GMP102 C7
GMP2 GMP201 C8
GMP301 C9
GEM- 1423 Zona de Penumbra GMP302 C10
GMP3 GMP303 C11
GMP304 C12
GMP305 C13
GMA102 C15
GMAL GMA103 C16
Zona Afética GMA201 C18
GMAZ GMA301 C19
GMA3 GMA302 C20
GSF101 cC21
GSF1 GSF102 C22
" GSF201 C23
Zona Fotica GSF2 GSE202 C24
GSF301 C25
GEM- 1462 GSF3 GSF302 C26
GSP1 GSP101 C27
Zona de Penumbra GSP301 C30
GSP3 GSP302 C31
GSA1l GSA101 C32

Zona Afébtica GSA2 GSA201 C33
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Tabela 2. Isolados bacterianos por zonas das cavernas GEM-1423 e GEM-1462

A auséncia parcial (zona de penumbra) ou total de luz (zona afética) em &reas mais
distantes da entrada (zona foética) e a limitacdo de recursos contribuem para a
singularidade do ambiente cavernicola, resultando em caracteristicas microbianas,
como a auséncia de organismos fototroficos (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 obtencéo de energia, a
partir da utilizagdo 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 de 7 e 8) demonstrou que esta ferramenta é
fundamental para o conhecimento e revelar um maior nimero de tdxons. Porém,
guando se trabalha com um numero grande de amostras, a técnica de diluicdo em
placa de Petri torna-se um instrumento de grande utilidade. As condi¢cdes de cultivo
utilizado neste trabalho, demonstrou que os fatores estudados isoladamente ou
associados influenciaram no crescimento e na diversidade bacteriana total,
principalmente quanto aos isolados da zona de afética que ndo possuem capacidade
fotossintética em que o numero de isolados foram menores nas duas cavernas
analisadas.

Apesar da alta abundancia e diversidade, as informacfes sobre a ecologia e
biotecnologia sobre os filos identificados em cavernas séo escassos, podendo ser
atribuidas em grande parte as dificuldades em cultivar a maioria dos filos bacterianas
e sua cobertura pobre em cole¢bes de culturas bacterianas (Da Rocha et al. 2009;
Navarrete et al. 2013). Além das dificuldades das condi¢cdes de cultivo, os fatores
ambientais como pH e nutrientes podem conduzir a dinamica das comunidades
microbianas (Fierer et al. 2007; Lauber et al. 2009).

O advento das novas ferramentas para o estudo e caracterizacdo de microbiomas
facilitou muito as investigagcbes da estrutura e funcionalidade da comunidade
microbiana cavernicola (Wu et al. 2015). O sequenciamento pela plataforma Illumina
dos isolados bacterianos das cavernas GEM-1423 e GEM-1462 gerou cerca de
5.747.072 pb de dados para analise. A composi¢cdo 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). Os filos menos abundantes foram
BRC1 (2), Dependetiae (1) e Halanaerobiota (1).

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
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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 sdo 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 € 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).

InvestigacBes posteriores revelaram diferentes dominios de géneros e suas
respectivas abundancias relativas, destacando-se Bacillus, Blastopirellula,
Lactobacillus, Serratia e um taxon néo cultivavel.

O género Bacillus dentro de Firmicutes séo frequentemente encontrados em cavernas
nos espeleotemas (Mudgil et al. 2018), sedimentos (Feng et al. 2016) e ar
(Dominguez-Mofiino et al. 2018). Varias espécies de Bacillus estdo envolvidas em
processos de biomineralizagdo (Koning et al. 2022) e bioprecipitacado (Daskalakis et
al., 2015) de carbonato de célcio em cavernas.

O isolamento de Blastopirellula (Plactomycetes), pode levar a exploragdo e
compreensao da diversidade potencial mais ampla, dada a existéncia de membros
desse grupo que utilizam anaerobicamente o enxofre e oxidam amonio. A evidéncia é
de que o6xidos de ferro e manganés sao utilizados como aceptores de elétrons para o
planctomiceto anammox Candidatus Kuenenia stuttgartiensis (Strous et al. 2006). O
anico registro desse género em cavernas, especialmente brasileiras, foi evidenciado
por Lemes et al. (2021) como um dos géneros mais abundantes em cavernas
ferruginosas do Quadrilatero Ferrifero.

Blastopirellula sp sao quimioheterotréficos, embora as vezes oligotréficos. Os
membros desse género possuem papel central na degradacdo de
heteropolissacarideos de plantas e algas, incluindo exopolissacarideos produzidos
por outras bactérias (Fuerts 2017), capacidade de degradar quitina e fixar nitrogénio
(Sreya et al. 2023).

A alta abundancia de alguns taxons microbianos humanos comuns, como
Lactobacillus, sédo na grande maioria bactérias probidticas exploradas comercialmente
por espécies ndo formadoras de esporos (Elshaghabee et al. 2017). Lactobacillus
estdo associados principalmente aos habitos de forrageamento dos morcegos, 0 que
sugere que estas podem ser prevalentes no guano, como encontrado em cavernas da
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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, agua, plantas,
insetos e outros animais. Serratia sp. sdo importantes porque sdo patdégenos
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 producéo de antibidticos, provocar alteracfes fisicas e quimicas nas pecas de
polietileno de baixa densidade (PEBD) e degradacdo 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 tdxons de bactérias ndo cultivaveis representaram 24,22% em nivel de
género de uma caverna carbonatica em Goias 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 padréo. 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.
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de amostragens da caverna GEM-1423 e GEM-1462
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Os indices de alfa diversidade, Chaol, Shannon e Simpson (Figura 9) ndo apontaram
diferencas significativas na composicao de géneros entre as cavernas. Estas podem
ser explicadas pelo grande numero (160) de géneros compartilhados entre elas, e que
estes representam 85% dos géneros identificados (Figura 10), inferindo um
“microbioma central”.
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Figura 9. indices de diversidade alfa (Chaol, Shannon e Simpson) dos isolados
bacterianos das cavernas amostradas
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Figura 9. Diagrama de Venn das cepas bacterianas isoladas exclusivas e
compartilhadas encontradas entre as diferentes zonas das cavernas amostradas

A montagem de comunidades bacterianas demonstrou uma predominancia de
selecdo homogénea em diferentes zonas de amostragem (Figura 9), indicando uma
homogeneidade espacial nas condicdes ambientais e a convergéncia em
comunidades bacterianas (Dini-Andreote et al. 2015). Wang et al (2022) observou que
o perfil da comunidade bacteriana de amostras de rochas da parede de uma caverna
dolomitica da China, possui uma predominancia homogénea em toda a caverna com
uma contribuicdo de 71,43% a 92,86%. A uniformidade dos géneros encontrados pode
estar refletindo uma maior estabilidade dos ambientes cavernicolas incidindo nas
comunidades microbianas menos variaveis entre as zonas das cavernas (Reboleira et
al. 2022).

De acordo com Yun et al. (2016), a uniformidade significativa de grupos bacterianos
em cavernas, indica a ocorréncia de processos de transporte bacteriano através da
percolacdo de agua, como por meio de gotejamento, e estas auxiliarem na formacao
de espeleotemas. Para Michail et al. (2021) o fluxo de agua, seja da chuva ou de
volumes estagnados maiores do ambiente do solo superior, carreia as bactérias em
direcdo ao teto das cavernas e o0 gotejamento auxilia a deposicdo dos grupos
bacterianos nas paredes e pisos das cavidades subterraneas.
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Os téxons bacterianos distintos foram maiores na caverna GEM-1462 que em GEM-
1423. Taxons bacterianos diferencialmente abundantes em cavernas tendem a ser
especialistas, como encontrados em cavidades subterraneas na China (Yun et al.
2016), Tailandia (Wiserchart et al. 2019) e Nova Guiné (Turrini et al. 2020).

A analise de redundéancia (RDA) demonstrou significancia (p <0.001) das variaveis
ambientais (Figura 11), onde todas as enzimas analisadas (celulase, lipase, SLF, SLP,
urease), assim como Ca, P, Mg e Ni foram significativos para RDAL. Ni e pH foram
significativos para RDA1 e RDA 2. Diferentes nutrientes podem atuar como pressoes
de selecao para varios grupos de taxons bacterianos, o que implica que ndo ha uma
Unica variavel ambiental importante que conduza a estrutura de toda a comunidade,
mas uma combinacdo de multiplos fatores influenciando diferentes componentes da
comunidade (Reboleira et al. 2022).
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Figura 11. Andlise de redundancia (RDA) baseada nos dados de género bacteriano
correlacionando com os indices enzimaticos e determinacdo de micronutrientes e
metais

Variagcbes de pH podem moldar grupos bacterianos dominantes em diferentes tipos
de solos (Rousk et al. 2010; Bartram et al. 2014). A acidificacdo do solo diminui as
abundéancias microbianas nos solos (Wu et al., 2006; Xu et al. 2015), logo impactado
a diminuicdo da diversidade microbiana (Zhalnina et al. 2015), como demonstrado em
nosso estudo. Yun et al. (2016) verificou os parametros ambientais (pH, carbono
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organico total e potassio) se correlacionam com a variabilidade da comunidade
bacteriana em todo o ecossistema da Caverna Heshang na China.

Deste modo, inferimos que os metais que apresentaram significancia (Figura 12) e
alta acidez (Tabela 1) dos solos cavernicolas ferruginosos, podem estar afetando a
distribuicdo dos microrganismos nas cavernas avaliadas (Figura 10), logo impactando
na producdo de compostos bioativos como as enzimas (Figura 12).
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Figura 12. Mapa de calor mostrando as abundancias relativas dos parametros
ambientais aos principais géneros bacterianos em cada caverna amostrada. A cor
vermelha representa a maior significancia do género relacionado a metais e enzimas.
A cor azul demonstra nenhuma significancia dos metais e enzimas em relacao aos
principais géneros identificados

Os metais, principalmente os pesados Ar, Cd, Pb e Hg tém efeitos negativos nas
funcgbes bioldgicas do solo, incluindo atividade enzimatica do solo (Khan et al. 2010;
Pan e Yu 2011), abundancia microbiana (Chen et al. 2014), atividade microbiana
(Chodak et al. 2013; Chen et al 2015) e estrutura da comunidade microbiana (Khan et
al. 2010; Frey e Rieder 2013). Estudos tem demonstrado que ambientes com alta
concentracdo de polimetais pode resultar na diminuicdo de Actinobacteria (Xu et
al. 2019), sendo Proteobacteria, Firmicutes e Acidobacteria as mais afetadas pelos
altos teores de metais pesados (Frey e Rieder 2013; Deng et al. 2015; Jiang et
al. 2019).

Em geral, os géneros principais encontrados na caverna GEM-1423 e GEM-1462,
demonstram um grau de especificidade (Figura 12), para metais, destacando-se Cu,
Fe, Mg, Ni e K. As altas concentracdes de Cu, Fe, Mg e Ni (Tabela 2), pode induzir
um estresse toxico e afetar seriamente a abundancia, estrutura e diversidade
microbiana de solos (Zhao et al. 2019), alterando as funcfes do ecossistema (Bai et
al. 2020). Metais pesados afetam uma variedade de genes funcionais, logo alteram as
funcdes ecoldgicas de solos e respectivas atividades funcionais (Yin et al. 2015; Liu
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et al. 2018), resultando em uma reducdo na diversidade microbiana e alterando
expressivamente a estrutura das comunidades microbianas do solo (Liu et al. 2020).

Sugerimos que os microrganismos de solos de cavernas ferriferas, podem ser
tolerantes a metais pesados e com possivel capacidade de remover esses metais ou
converter em formas menos toxicas, para assim conseguirem sobreviver em
condicbes desfavoraveis deste ambiente.

Potassio é significativo em todos os géneros da caverna GEM-1423 (Figura 12),
destacando-se o maior indice de solubilizacdo de K séo dos isolados desta caverna
(Figura 13), e maior atividade enzimatica (89,65%) produzida pelas cepas isoladas.
Comunidades bacterianas cavernicolas em rochas intemperizadas sé&o
correlacionadas positivamente em RDA com K* (Yun et al. 2016).

K * e pH em 4gua e sedimentos de caverna quando correlacionados com Bacillus sp.,
podem desempenhar papel dominante e importante na liberagdo de potassio no
ambiente durante as mudancas de pH dentro do sistema carstico (Hu et al.
2006; Mendes et al. 2014). De acordo com a Figura 10, potassio € significativo na
caverna GEM-1423, mas ndo para pH, antagonicamente a GEM-1462.

A maior proporcao e significancia de atividade enzimatica foi de celulase e protease
(Figura 12). Alguns trabalhos relatam que padrdes de diversidade funcional podem
fornecer informacdes importantes sobre que a riqueza taxondmica bacteriana
(Lamanna et al. 2014; Louca et al. 2018). Diversos estudos tém apresentado
perspectivas centradas em taxons, onde os tracos fenotipicos bacterianos sao
influenciados pelos parametros ambientais como pH e temperatura, alterando assim
a capacidade metabdlica na producdo de enzimas (Goberna e Verdu et al 2016;
Barberan et al. 2017).

Perfis enziméaticos dos isolados

Quanto aos ensaios enzimaticos observou-se que dos 29 microrganismos isolados
nas cavernas, 26 isolados (89,65%) apresentaram capacidade de solubilizar K (Figura
13), 20 (68,96%) para solubilizar fosfato (PO4+%) (Figura 14), 19 para urease (65,51%)
(Figura 15), 16 (55,17%) para lipase (Figura 16) e 11 (37,93%) para protease (Figura
17) e celulase (Figura 18). Todas as bactérias apresentaram atividade enzimatica para
duas a cinco fontes de carbono testadas. Todos os indices enzimaticos produzidos
foram significativos (p <0,001). Nenhum microrganismo das cavernas avaliadas
apresentou indice enzimatico para todas as seis atividades funcionais testadas.

Na caverna GEM-1423, dos 18 (62,07%) microrganismos isolados, apenas dois
(6,9%) apresentaram capacidade de degradar cinco das seis enzimas analisadas. O
isolado GMP303 (zona de penumbra) produz cinco atividades enzimaticas, com o
menor indice de capacidade de solubilizacdo de PO4*, e sem atividade ureolitica. Ja
o isolado GMA302 (zona afética) € um dos maiores produtores de celulase (12,77
mm), com elevada atividade lipolitica (4,58 mm) e proteolitica (25,04 mm), mas nao
apresenta atividade de solubilizacédo de PO4* (Figura 14).
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Na caverna GEM-1462 foram isolados 11 (37,93%) microrganismos, apenas trés
microrganismos da zona fética, apresentaram a capacidade de produzir cinco
enzimas, e 7 (24,13%) microrganismos apresentaram potencial para degradar quatro,
das seis fontes avaliadas. Os isolados GSF101, GSF202 e GSF303 demonstraram
potencial enzimatico para celulase, lipase, solubilizacdo de PO4%, solubilizacédo de K
e urease, porém apresentaram 0s menores indices enzimaticos para atividade
proteolitica (Figura 17). O isolado GSP101 produziu apenas duas atividades
hidroliticas (lipase e solubilizacéo de K) e apresentou 0 menor indice enzimético para
lipase 1,28 mm (Figura 16). Os isolados cultivados em meio Aleksandrov,
demonstraram que 89,65% das cepas de bactérias cavernicolas ferriferas foram
capazes de solubilizar potassio, sendo esta a maior atividade enzimatica produzida
pelos isolados. Embora nutrientes como N, S e P sejam limitantes em ambientes
subterraneos (Rossi et al. 2006), o guano presente nestes ambientes é conhecido por
ser rico em carbono, nitrogénio, fosforo e potassio (De Leon et al. 2018), com
concentracfes que atendem aos critérios de composi¢do de 5% de NPK definidos
pela FAO (2006).

Os isolados da zona de penumbra da caverna GEM-1423 e da zona de entrada da
caverna GEM-1462 apresentaram os maiores indices de solubilizacéo de K, conforme
demonstrado na Figura 13. O isolado GMP102 apresentou o maior indice, com 6,36
mm de solubilizacdo de K, enquanto GMF101 e GMF301 apresentaram indices
proximos de solubilizacdo de K de 4,57 e 4,56 mm, respectivamente. Bactérias
solubilizadoras de K sdo também conhecidas como bactérias de silicatos e podem
decompor minerais de aluminossilicato e apatita no solo (Chen et al. 2021). Além
disso, Scherer (2017) analisou a mineralogia dos espeleotemas de cavernas ferriferas
da Flona Carajas e registrou 17 minerais, incluindo 6xidos-hidréxidos de Fe, fosfatos,
sulfatos e silicatos.

Figura 13. Atividade de solubilizacdo de K dos isolados bacterianos das cavernas
amostradas. Foram formados 5 grupos de acordo com o0s respectivos indices
enzimaticos de K. O grupo A é formado somente por GMP102 que produziu a maior
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solubilizacdo de K, e o grupo E dos isolados que nao apresentaram atividade de
solubilizagéo de K.

Com base nos resultados obtidos, podemos inferir que a capacidade dos isolados em
solubilizar o potassio (K) pode estar relacionada a presenca de silicatos nos
espeleotemas das cavernas ferriferas. Estas cavernas sao permedveis a agua,
permitindo que ela carregue o K para as diferentes zonas da caverna e o deposite nos
solos através do gotejamento e da deposi¢cdo de guano de morcegos. As bactérias
solubilizadoras de K, tornam este elemento insolivel em soltvel no solo, para que
este seja facilmente absorvido pelas plantas, podem melhorar as propriedades fisicas
e quimicas do solo. Elas também secretam horménios que estimulam o crescimento

das plantas, aumentando assim a biomassa vegetal (Zhang e Kong 2014).

Os resultados dos indices enzimaticos de solubilizacdo de K, principalmente dos
isolados encontrados na zona de entrada da caverna GEM-1462, demonstra que
mesmo que abertura da entrada da cavidade seja superior a da caverna GEM-1423,
e 0 contato maior com 0 ambiente externo, ndo houve interferéncia nos maiores
indices enzimaticos observados neste estudo. E importante destacar que a lixiviagao
da matéria organica, como raizes e serrapilheira, pode ter ocorrido nos substratos
organicos presentes na caverna GEM-1462, o que pode ter influenciado nos indices
enzimaticos de K dos isolados da zona afética (Figura 13).

A utilizacdo de bactérias solubilizadoras de K, como as bactérias cavernicolas
ferriferas, pode ser uma estratégia promissora para aumentar o teor de K soltvel no
solo e, consequentemente, melhorar o rendimento das plantas. Este € o primeiro
estudo a relatar a atividade solubilizadora de K em isolados bacterianos de cavernas,
especialmente em litologias ferriferas e da regido de Carajas.

Os dois isolados GMP102 e GM201 da zona de penumbra da caverna GEM-1423
apresentaram os maiores indices enzimaticos de solubilizacdo de P, com valores de
3,80 mm e 2,47 mm, respectivamente. Acredita-se que a liberacdo de enzimas
fosfatase e acidos organicos por microrganismos cavernicolas reduza o pH do solo,
aumentando as atividades de quelacéo e liberando o P retido no solo na forma de
ortofosfato soltvel e disponivel para as plantas (Billah et al. 2019).
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Figura 14. Atividade de solubilizacdo de fosfato dos isolados bacterianos
cavernicolas. Foram formados 5 grupos de acordo com os respectivos indices
enzimaticos de K. O grupo A ¢é formado somente por GMP102 que produziu a maior
solubilizagéo de K, e o grupo E dos isolados que nao apresentaram atividade de
solubilizacéo de K.

Essa capacidade de solubilizacdo de fosfato dos microrganismos isolados neste
estudo é significativa e sugere que o P pode se acumular com o tempo na forma de
fosfato inorganico insolavel retido no solo (Marra et al. 2012). A predominéancia de
fosfato de Fe, Al e Ca, determinada por fracionamento quimico, contribui para a
estabilidade do fosfato inorganico insoltvel. Os minerais goethita, magnetita, caulinita
e gibsita, encontrados em espeleotemas fosfaticos de cavernas ferriferas, contribuem
para a adsorcdo de P, e que o guano também pode ter papel na formacdo desses
depositos (Albuquerque 2017; Scherer 2017), afetando positivamente a fertilidade
geral do solo (Grantina-levina e levinsh 2015; De Leon et al. 2018).

Foi realizado um estudo semelhante ao deste artigo, avaliando a capacidade de
solubilizacé@o de fosfato de bactérias isoladas de uma caverna quartzitica brasileira e
0s autores observaram que apenas um unico isolado bacteriano apresentou atividade
de solubilizacdo de fosfato (Guerra et al. 2022). Em outra pesquisa, Lemes et al.
(2021) analisaram 563 isolados de diferentes amostras de cavernas ferruginosas no
Quadrilatero Ferrifero de Minas Gerais e identificaram que 14 isolados bacterianos
foram promissores para solubilizacao de fosfato. Esses resultados corroboram com o
presente estudo, sugerindo que os isolados bacterianos de cavernas ferriferas sao
fontes promissoras para futuras aplicagfes biotecnolégicas como biofertilizantes e
bioinoculantes fosfatados.

De acordo com Pogson et al. (2011), os fosfatos sdo os Unicos compostos estaveis
em ambientes &cidos, o que pode explicar a presenca de microrganismos
solubilizadores de fosfato em regides quentes e Umidas, como é o caso das cavernas
ferriferas estudadas, que estéo localizadas no dominio fitogeografico amazonico (Li et
al. 2022).
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As ureases sdao metaloenzimas dependentes de Ni que catalisam a hidrélise da ureia
em amonia e gas carbbnico. Bactérias produtoras de urease sdo capazes de induzir
a precipitacéo de calcita através da liberacéo de ions carbonato e aumento do pH (Cui
et al. 2022). Alguns estudos tém demonstrado a capacidade de bactérias de cavernas
em induzir a precipitacdo de carbonato de calcio (CaCOs) auxiliando na formacéo de
espeleotemas, como estalactites e estalagmites (Daskalakis et al. 2015; TomczykZak
e Zielenkiewicz 2016, Jan et al. 2022; Koning et al. 2022).

Em nosso estudo, identificamos maior numero de isolados produtores de urease em
24 horas apresentando a maior atividade ureolitica de 13.91 mm (Figura 15), quando
comparado com o estudo de Koning et al (2022), que isolou somente 4 isolados
produtores de urease apods 24 horas. a partir de espeleotemas da caverna Cortina de
Ferro no Canada. Omerigie et al. (2016, 2018) selecionaram sete bactérias com base
na rapida producao de urease quando testado em agar base de ureia. Este ensaio de
urease qualitativo € muito utilizado para isolamento e diferenciacdo de
microrganismos ureoliticos (Elmanama e Alhour 2013; Hammad et al. 2013). Oliveira
et al (2006) utilizou meio agar a base de ureia, e verificou que o isolado de rizébio
nativo da Amazonia Central, INPA R-988 produziu a maior atividade ureolitica de 8,77
mm. Diferentemente no nosso estudo de solos cavernicolas da Amazoénia Oriental, a
maior atividade ureolitica foi de 13.91 mm (GMP201), seguido de 8,80 mm (GMA201)
(Figura 15).
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Figura 15. Producdo de urease dos isolados bacterianos cavernicolas. Foram
formados 4 grupos distintos. O grupo A é representado somente por GMP102. O grupo
C possuiu 0 maior numero de isolados (14) produtores de urease com indice
enzimatico entre 5 e 2 mm. Os representantes do grupo D ndo possui atividade
ureolitica.

As cepas bacterianas maiores produtoras de urease (Figura 15) encontram-se nas
zonas aféticas (auséncia de luminosidade) das cavernas, onde os maiores depositos
de guano estdo presentes. Esses isolados potenciais podem estar quebrando o guano
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e degradando a uréia dos morcegos para produzir acidos fortes, como sulfurico e
fosférico, bem como &cido nitrico e outros acidos organicos. Esses processos
contribuem para aumentar a acidez na base dos depdsitos de guano, com um pH
baixo de 2-4 (Martini, 2000; Forti, 2001).

Além disso, outras bactérias produtoras de urease neste estudo podem estar
desempenhando um papel na precipitacdo de carbonato, interagindo com o ferro
encontrado em todas as areas amostradas das cavernas (Tabela 1), contribuindo para
a formacéo de depdsitos secundarios, como a siderita (FeCO3). Em contraste com
outro estudo realizado em quatro cavernas na Serra Norte em Carajas, Figueira (2018)
observou que o ambiente quimico nédo favoreceu a formacao de FeCOgs, pois ndo havia
calcio suficiente para formar esse mineral. Porém em nosso estudo as quantidades
de célcio s&o superiores ao encontrado por este autor (Tabela 1).

A via metabodlica comum para a precipitacdo induzida de carbonato microbiologico é
a via da ureolise, onde bactérias catalisam a uréia encontrada no ambiente,
produzindo carbonato como subproduto por meio da enzima urease. Nesse caso, 0
carbonato é secretado fora da célula, onde interage com os ions de calcio adsorvidos
a célula por vias quimicas (Banks et al. 2010; Chou et al. 2011; Castro-Alonso et al.
2019).Nosso estudo sugere que as bactérias ureoliticas isoladas de cavernas
ferriferas, podem ser utilizadas em processos biotecnoldgicos, visto que a uredlise é
o método mais amplamente relatado no processo precipitacdo de carbono induzido
microbiologicamente (PCIM) para aplicacdes de engenharia geotécnica, devido que
este é facilmente controlavel e auxilia na inducédo de altos teores de CaCOs precipitado
no periodo desejado (Dhami et al. 2013, Schwantes-Cezario et al. 2022).

A atividade lipolitica foi verificada em 55,17% dos isolados das cavernas ferriferas. Os
isolados que apresentaram os maiores indices sao da zona fética e afética da caverna
GEM-1423. GMF201 produziu o maior indice de lipase de 20,33 mm, seguido de
GMA102 com 9,13 mm (Figura 16). As lipases sdo enzimas pertencentes a familia
das hidrolases que tem como funcéo biolégica primordial catalisar a hidrélise de 6leos
e gorduras liberando acidos graxos, diacilglicerdis, monoacilglicerdis e glicerol
(Kanmani et al. 2015). Algumas reagfes organicas das lipases incluem acidolise,
hidrolise, epoxidacdo, esterificacdo, alcoolise, aminacdo e transesterificacdo
(Quayson et al. 2020).
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Figura 16. Indices enzimaticos de atividade lipolitica dos isolados bacterianos
cavernicolas. Os isolados GMF201, GMA102, GMA302 e GSA201 respectivamente
dos grupos A, B, C e D foram os maiores produtores de isolados com o indice
enzimatico entre 6 e 20 mm. Os isolados do grupo F ndo produziram nenhuma
atividade enzimatica lipolitica.

Na literatura ha relato da identificacdo de 49 bactérias na caverna Gumki na India,
sendo que 37 apresentaram elevada atividade enzimética lipolitica, cerca de 2,68
(Rautela et al. 2017). Em nosso estudo verificou-se um indice ainda maior de 20,33
mm. Tomoval et al. (2013) realizou uma pesquisa sobre actinobactérias em cavernas
de Magura, na Bulgaria e descobriu que 87% dessas bactérias produziam a enzima
lipase. Esse resultado demonstra que microrganismos cavernicolas sdo capazes de
sobreviver em ambientes extremos produzindo enzimas como a lipase, que sao
capazes de funcionar nessas condi¢des adversas. Além disso, esses microrganismos
sdo capazes de formar biofilmes em cavernas como uma estratégia importante para
se adaptarem e sobreviverem em ambientes 4cidos e altas concentracfes de metais.

Afzal et al. (2021) observaram que a producdo de lipase por microrganismos
cavernicolas no Paquistdo, ndo é estavel em pH 4, mas a estabilidade foi observada
em trés cepas de B. subtilis (AF-3), AF-6 e AF-23 em pH 10, 7,8 e 6, respectivamente.
A produgcdo de enzimas pelos microrganismos é influenciada pelas condicdes
ambientais, como temperatura, pH e presenca de indutores ou repressores.

Hamedi et al. (2019) utilizaram Tween-80 para avaliar a atividade de esterase e
rodamina-azeite para atividade de lipase em actinobactérias de cavernas. Eles
descobriram que apenas 9,21% dos 79 isolados apresentaram atividade utilizando
Tween-80 como fonte de carbono, enquanto 23,68% apresentaram atividade para
rodamina-azeite. Além disso, eles descobriram que hd uma relacdo entre a atividade
enzimatica e as fontes ambientais das cepas, pois 0os maiores produtores das
atividades enzimaticas de esterase e lipase foram isolados de amostras ambientais
ricas em matéria organica. Microrganismos produtores de esterase/lipase liberam
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acidos graxos de Tween 80, que se ligam ao Ca no meio e produzem cristais
insolaveis, indicando a capacidade de atividade lipolitica (Rai et al. 2014).

As lipases séo altamente valorizadas como biocatalisadores na indastria da
biotecnologia e sdo amplamente utilizadas em uma variedade de setores, incluindo
alimentos, detergentes, téxteis, farmacéuticos, energia e cosméticos. De fato, devido
a sua constante necessidade em processos industriais, as lipases séo o terceiro grupo
de enzimas mais valioso em termos de mercado (Phukon et al. 2020).

Este estudo sugere que ha um grande potencial para o uso de bactérias cavernicolas
produtoras de lipase, com possiveis aplicacdes futuras em biotecnologia, como
biossurfactantes e biofilmes, além de atuarem como biorremediadores. As lipases
produzidas por microrganismos tém despertado um interesse crescente na industria,
devido a sua versatilidade, maior rendimento e independéncia sazonal em
comparacao com as producdes animais e vegetais. Além disso, a producao de lipases
microbianas é facil e econémica, proporcionando beneficios adicionais (Patel et al.
2020).

Quanto as proteases, o maior indice enzimatico foi observado para as atividades
proteolitica e celulolitica em 37,93% dos isolados. Os isolados da caverna GEM-1423,
principalmente da zona afética, produziram os maiores indices de protease, com
GMF201 produzindo 32,17 mm. Dois isolados da zona afética também produziram
indices de protease préximos, sendo GMA301 com 26,71 mm e GMA302 com 25,04
mm. Os isolados bacterianos da zona fotica da caverna GEM-1462 apresentaram o
menor indice enzimatico para protease, com GSF101 apresentando a menor atividade
proteolitica de 2,75 mm (Figura 17).
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Figura 17. Produgcdo de protease dos isolados bacterianos cavernicolas. Foram
formados 7 grupos de acordo com atividade proteolitica. Os maiores produtores de
protease foram GMF201, GMA301, GMA302 e GMA102 com indice de 32,17; 26,71;
25,04 e 18,19 mm. Os isolados do grupo G n&o produziram protease.
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Lima et al. (2023) verificou que 9 cepas bacterianas da caverna GEM-1462 possuem
alta atividade enzimatica proteolitica, sendo o menor indice enzimatico bacteriano de
11.58 mm da zona de entrada e 20.33 mm da zona afética. Este estudo inferiu que a
producéo de protease é possivelmente derivada do guano, como a principal fonte de
energia para a microbiota cavernicola, e que a maior atividade ndo esta relacionada
com a quantidade de microrganismos isolados, mas com os indices enzimaticos
produzidos por essas cepas.

De acordo com Vranova et al. (2013), proteases derivadas de processos microbianos
séo consideradas importantes devido as diferentes propriedades cinéticas e respostas
a fatores ambientais em uma gama de ecossistemas, incluindo as cavernas. Martinez
et al. (2011) afirmaram que medir a atividade enzimética extracelular € uma maneira
de avaliar as respostas microbianas a disponibilidade de nutrientes.

Os baixos niveis de nutrientes nas cavernas promovem a competicdo de
microrganismos pela producdo de quantidades de substancias exopoliméricas,
enzimas e metabdlitos antimicrobianos, o que é uma das estratégias para a
sobrevivéncia desses microrganismos (Slattery et al. 2001). As bactérias cavernicolas
e as enzimas produzidas por elas, podem desempenhar um papel importante nos
processos de reciclagem, decomposicdo e mineralizacdo de uma ampla gama de
polimeros organicos, principalmente na zona afética, devido a predominante
oligotrofia e a falta de luz para suportar a fotossintese (Paula et al. 2021). Assim, o
ecossistema cavernicola é altamente especializado, dependente principalmente de
aportes de carbono aloctone, sem producdo primaria baseada na fotossintese
autéctone (Ravn et al. 2020).

Tomova et al (2013) verificaram que as bactérias isoladas de caverna calcéria,
apresentam capacidade de produzir enzimas hidroliticas, destacando-se as proteases
em que 87% dos isolados apresentaram atividade proteolitica, e que ao utilizar leite
desnatado, favoreceu uma maior atividade (68%) quando comparado com a utilizacao
do substrato gelatina (51%). Zada (2017) observou que bactérias de uma caverna do
Paquistdo, apresenta atividade proteolitica entre 24 a 72 horas, e que esta pode ser
influenciada pelo pH, sendo a maior atividade demonstrada por Bacillus subtilis AB-3
empH 7.

As proteases sdo enzimas complexas que podem diferir umas das outras em
propriedades como especificidade do substrato, sitio ativo e mecanismo de acao. A
protedlise é um processo importante no que diz respeito a ciclagem de N em muitos
ecossistemas, sendo esta considerada uma etapa limitante da taxa durante a
mineraliza¢do do N nos solos (Weintraub e Schimel 2005) devido a fase primaria muito
mais lenta de mineralizacéo de proteinas em comparagdo com a mineralizacéo de
aminoéacidos (Jan et al. 2009).

A sintetizacdo da protease por microrganismos extremos, como as cavidades
subterraneas, demonstra a capacidade desses isolados serem utilizados em estudos
futuros com aplicagBes biotecnoldgicas como, biocombustiveis (Barnard et al., 2010),
biomineracao (Vera et al., 2013) e carotendides (Charlesworth et al., 2015).
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Em ambientes extremos, como as cavernas, 0s microrganismos tendem a utilizar uma
ampla gama de carboidratos, provavelmente como consequéncia da pequena
guantidade de entrada de celulose, combinada com a presenca de poucas espécies
competidoras nesses habitats (Lynd et al. 2002). A celulose é um homopolimero de
unidades D -glicose unidas por ligacdes B-1,4 (Romeo 2008). E a biomassa mais
abundante e um dos principais componentes estruturais das plantas e uma fonte
renovavel de energia na biosfera (Klem et al. 2005).

O maior indice de producéao de celulase (Figura 18) foi de dois isolados da zona afética
da caverna GEM-1423. GMA302 produziu 12,77 mm e GMA301 com indice
enzimatico de 12,51 mm. O estudo de Paula et al. (2016) corrobora em partes com
este estudo, onde o grupo formado por 3 isolados que apresentam a menor producéo
de celulase foi GMP305 (2,37 cm) isolado da zona de penumbra, onde o mesmo indice
aproximado do encontrado pelo autor que possui maior atividade celulolitica e da
mesma zona deste estudo. Os menores indices de celulase foram das cepas da zona
de entrada de GSF101 (2,23 mm) e GSF301 (2,17 mm).

Figura 18. indice de atividade celulolitica apds 72 horas de cultivo dos isolados. Foram
formados 6 grupos. A maior producao de celulase é de GMA302 (12,77 mm) do grupo
A e GMA301 (12,51 mm) do grupo B. As cepas bacterianas do grupo F né&o
apresentaram atividade celulolitica.

Lima et al. (2023) verificou que 7 cepas bacterianas da caverna GEM-1462, possui
atividade celulolitica, sendo representada por dois grandes grupos, um com baixo
indice de atividade e o outro alto. Dentro desses grupos, a semelhanca entre
atividades foi alta e a zona de isolamento das cepas microbianas nao influenciou a
similaridade dos dados. Em nosso estudo, mesmo com uma maior concentragao de
serrapilheira e raizes na entrada da caverna GEM-1462, os isolados da zona de
entrada ndo apresentaram elevada atividade celulolitica, quando comparada com os
maiores produtores de celulase que sdo da zona afética. As atividades celuloliticas
das cepas bacterianas isoladas dependem das fontes e quantidade de residuos
biol6gicos em ambientes naturais (Gopinath et al. 2012), como as cavernas.



50

Considerando a capacidade dos isolados bacterianos cavernicolas em produzir altos
indices de celulase, como organismos extremofilos, € possivel explorar o potencial
dessas enzimas na producdo de carboidratos, tais como trealose e ectoina. Esses
compostos podem ser utilizados como estabilizadores em produtos como anticorpos
e vacinas (Arguelles, 2000; Guo et al., 2000).

Conclusao

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

A uniformidade significativa dos géneros bacterianos, indica a ocorréncia de
processos de transporte bacteriano através da percolacdo de agua, em que o
gotejamento, pode estar auxiliando na deposi¢céo dos grupos bacterianos nas paredes
e pisos das cavidades subterraneas, em virtude da canga ser mais permeavel, porosa,
acumulando agua por um longo periodo.

Os metais Ca, Pb, Cu, Fe, P, Mg, Mn, Ni, K e Zn demonstraram significancia em todas
as atividades enzimaticas, apresentando correlacdo com Bacillus, Blastopirellula,
Lactobacillus, Serratia e um género ndo cultivavel das cavernas analisadas.

Os depositos 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
rigueza em carbono, nitrogénio, fosforo e potassio, e assim impulsionando energia
para a atividade enzimatica microbiana, visto que os maiores produtores enzimaticos
foram os isolados dessas zonas.

Os indices enziméaticos elevados produzidos pelas cepas bacterianas cavernicolas
revelam a diversidade e propriedades excepcionais de extremozimas com possiveis
aplicabilidades biotecnolégicas e até mesmo envolvida em processos de biogénese,
devido a alta reprodutibilidade e desempenho com as diferentes fontes de carbono
avaliadas.

Os resultados deste estudo serdo uteis para o Plano de Manejo do Parque Nacional
dos Campos Ferruginosos, no que tange a informacdes bioespeleoldgicas no campo
da microbiologia, visto que estas sdo escassas, visando assim contribuir para a
conservacgao das cavernas ferriferas de Carajas, e principalmente para a elucidacao
da sistematica das comunidades bacterianas e futuras aplicacdes biotecnologicas.
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