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RESUMO

RADA, L. R. M. Microbioma da bacia do Rio Tieté: Diversidade funcional e taxondmica.
2017. 122 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2017.

O Rio Tieté é o principal rio do Estado de Sdo Paulo e um dos mais contaminados do pais.
Este rio nasce no municipio de Salesopolis, na serra do mar, e flui para o interior do Estado,
percorrendo 1.136 km até desaguar no rio Parana. No seu percurso recebe uma grande
quantidade de poluentes industriais e esgoto domestico que alteram as suas condicdes fisico-
quimicas, levando a possiveis mudangas na composi¢do e funcionamento das comunidades
microbianas presentes. Partindo de estudos de diversidade taxondmica ao longo da bacia do
Rio Tieté, quatro locais contrastantes foram selecionados para analises funcionais. Dessa
forma, o objetivo desse trabalho foi caracterizar atraveés de analise metagendmica, a
diversidade taxonémica e funcional de micro-organismos planctbnicos em quatro pontos
contrastantes da Bacia do Rio Tieté e identificar genes e vias metabolicas de interesse
biotecnoldgico e/ou envolvidos em adaptacdo microbiana a esse ambiente. Os perfis
taxonémicos e funcionais apontaram a existéncia de diferencas relacionadas ao local de
amostragem. Técnicas dependentes de cultivo, demostraram diferencas taxondmicas entre
micro-organismos isolados de pontos com diferentes niveis de poluicdo, sugerindo a
existéncia de alteragdes nas comunidades microbianas em resposta a presenca de poluentes na
agua e no sedimento. A caracterizacdo da comunidade bacteriana ao longo da bacia, assim
como a avaliacdo da capacidade dos micro-organismos para tolerar os poluentes presentes no
rio foram avaliadas por métodos dependentes e independentes de cultivo. Mil e quarenta e seis
bactérias isoladas de &gua e do sedimento do rio foram testadas frente a sua capacidade para
tolerar altas concentragdes dos metais toxicos cadmio e niquel; os resultados mostraram que
9% desses isolados possuem a capacidade de crescer em concentracdes de 4 mM, valor 400
vezes acima do limite permitido pelo CONAMA em corpos d’ agua. A tolerancia a niquel e
cadmio também foi avaliada em bibliotecas construidas com DNA metagenémico de amostras
de &gua e sedimento do rio, onde foram detectados sete clones capazes de tolerar 1 mM de
cadmio. Os resultados apresentados apontam a influéncia das caracteristicas ambientais na
composicdo e funcionamento das comunidades microbianas em ambientes I6ticos. A analise
metagendmica junto com a construcdo de bibliotecas de DNA metagendmico resultou em
uma estratégia adequada para a busca por genes de interesse biotecnoldgico e/ou envolvidos
em interacdes ecoldgicas.

Palavras chave: Ambientes I6ticos. Rio Tieté. Poluicdo da agua. Metagendmica. Diversidade
microbiana. Diversidade funcional. Tolerancia a metais toxicos.



ABSTRACT

RADA, L. R. M. Microbiome of the Tieté River basin: Functional and taxonomic
diversity. 2017. 122 p. PhD Thesis (Microbiology) — Instituto de Ciéncias Biomédicas,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2017.

The Tieté River is the most important river of the State of Sdo Paulo, in the southeastern of
Brazil; it is also one of the most contaminated rivers of the country. On its watercourse, the
river receives large amounts of anthropogenic and industrial pollutants that can alter the
environmental conditions of the water, leading to possible shifts in the microbial diversity.
Starting from previous studies aimed to study microbial diversity along the Tiete River basin,
four sites were chosen for metagenomic analyses to characterize the taxonomic and functional
diversity of microorganisms in selected locations and its correlation with the environmental
factors. The results showed taxonomic and functional differences related to the sampling site
and water quality. Clear differences in functional profiles between the sampling sites may
indicate adaptation of the community to the environmental conditions. The characterization of
the bacterial community along the basin and its ability to tolerate toxic pollutants within the
river were evaluated by dependent and independent cultivation techniques. One thousand and
forty-six bacteria isolated from water and sediment samples were tested against their ability to
tolerate high concentrations of the toxic metals cadmium and nickel. The results showed that
9% of these isolates have the capacity to grow at 4 mM of these metals. That concentration of
metal its 400 times the limit allowed by CONAMA in water bodies. The tolerance to nickel
and cadmium was also evaluated in clone libraries constructed with metagenomic DNA from
the river. Seven clones exhibit the capacity to tolerate 1 mM of cadmium. The results show
the influence of environmental characteristics on the composition and functioning of
microbial communities in lotic environments. The metagenomic analysis along with the
construction of metagenomic DNA libraries is very useful approach when prospecting genes
of biotechnological concern and/or involved in ecological interactions.

Keywords: Lotic environments. Tieté River. Water pollution. Metagenomics. Microbial
diversity. Functional diversity. Heavy metal tolerance.
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1 INTRODUCAO

A agua é fundamental para a manutencdo do planeta Terra e para 0s seres vivos que nele
habitam. Neste contexto, a 4&gua doce é um recurso importante para 0s seres humanos, pois
esta relacionada com todas as atividades sociais, econdmicas e ambientais, sendo um fator
limitante para o desenvolvimento social e tecnologico. Dentre os corpos d’agua doce
existentes, os rios se constituem como colunas dorsais para o desenvolvimento de municipios
e cidades; como observado para o0 Rio Tieté que é o principal rio do Estado de S&o Paulo,
percorrendo 1136 km desde a sua nascente, no municipio de Salesopolis, proximo a serra do
mar a leste, até a sua foz no rio Parané a oeste. Por ser o principal rio do Estado, o Tieté virou
0 eixo de crescimento e desenvolvimento das cidades, trazendo como consequéncia a
necessidade das administracGes publicas adotarem uma politica de utilizagdo do rio apenas
como fonte de producdo de energia e como veiculo transportador de esgoto. Neste contexto,
atualmente sdo despejadas no Rio Tieté mais de 700 toneladas de esgoto doméstico e
industrial por dia, e embora, estejam sendo realizados esforgos para despoluir o rio, muito

ainda precisa ser feito.

Em condic¢des normais, os rios sdo capazes de degradar as cargas poluidoras de origem
organica que recebem em um processo conhecido como autodepuracgdo. Isto ocorre gracas a
existéncia de micro-organismos, que cumprem a funcdo de decompor a maior parte da matéria
organica presente no corpo hidrico. Quando a degradacdo € completa, o rio volta a seu estado
inicial, considerando apenas aspectos fisico-quimicos. Na cidade de Sdo Paulo, a grande
quantidade de esgoto lancado diariamente, somada a retificacdo sofrida pelo rio entre os anos
1930 e 1950, impedem que existam as condi¢cdes adequadas para que 0s processos de
autodepuracdo e diluicdo ocorram. No entanto, alguns quilémetros ap06s deixar a Grande Sao
Paulo o rio comeca a encontrar as condi¢fes apropriadas para que esses processos ocorram,
permitindo por tanto, a restauracdo do rio. Entretanto, estudos demonstrando a variacao
taxondmica e funcional da comunidade microbiana no Rio Tieté s&o ainda escassos, ndo
sendo possivel avaliar o impacto dos poluentes sobre a diversidade taxonémica e funcional

desta comunidade.

Estudos prévios apontam para uma possivel mudanca na diversidade microbiana
presente nos diferentes ecossistemas em funcdo da atividade humana, levando a possivel
extincdo de espécies capazes de promover a manutencdo destes ambientes e o equilibrio

ecologico. Dessa forma, estudos de monitoramento desta biodiversidade se justificam, visto
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que a medida que diferentes alteracBes ambientais ocorrem, a estrutura das comunidades
microbianas presentes pode ser alterada, uma vez que a densidade populacional e a
diversidade sdo reguladas por fatores como fotoperiodo, temperatura e demanda por
nutrientes. Essas variagdes podem ser determinantes para a distribuicdo de espécies de micro-
organismos ao longo do rio e em diferentes periodos. Assim sendo, impactos ambientais
como o descarte de efluentes ndo tratados contribuem para a rapida alteracdo desses
ecossistemas, podendo introduzir espécies com potencial patogénico ou eliminando espécies

com funcdes metabdlicas/ecoldgicas importantes para 0 ambiente.

Em funcdo das pressdes ambientais € plausivel imaginar que algumas vantagens sejam
conferidas as espécies remanescentes justificando a realizacdo de estudos que permitam
entender o funcionamento da comunidade e identificar a presenca de genes ou caracteristicas
interessantes do ponto de vista biotecnoldgico. Tendo em vista que as técnicas dependentes de
cultivo permitem acessar menos de 1% da diversidade total de determinado ambiente, a
abordagem metagendmica, de diferentes pontos ao longo da bacia do Rio Tieté, possibilita a
analise dos mecanismos adaptativos associados aos fatores ambientais que influenciam as
comunidades microbianas nos diferentes ambientes de corpos de agua doce, permitindo a
elaboracdo de hipoteses a respeito das inter-relagcbes entre membros desta comunidade ou a
prospeccdo de funcBGes de interesse pratico e/ou de novas funcBes e/ou metabdlitos que
poderiam ser de importancia em diferentes areas da biotecnologia.

2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Bacia Hidrogréfica do rio Tieté

O rio Tieté nasce na Serra do Mar, porém, flui para o interior do estado de Sdo Paulo
percorrendo 1.136 km até desaguar no rio Parand (DEPARTAMENTO DE AGUAS E
ENERGIA ELETRICA - DAEE, 2011). A bacia, com uma populacdo aproximada de 25
milhdes de pessoas, é importante para o abastecimento de agua e producdo de energia, tendo
mais de dez usinas hidroelétricas ao longo do seu percurso (MORTATTI; MENEGHEL DE
MORAES; PROBST, 2011). A bacia hidrografica do Rio Tieté banha 62 municipios
ribeirinhos e compreende seis sub-bacias, conhecidas como Unidades de Gerenciamento de
Recursos Hidricos (UGRHIs), sendo elas: Alto Tieté, Piracicaba/Capivari/Jundiai (PCJ), Tieté
Sorocaba, Tieté Jacare, Tieté Batalha e Baixo Tieté (DAEE, 2011; PAGANINI, 2008). Estas

UGRHIs do Estado de Sdo Paulo séo classificadas tendo com base a atividade econdmica de
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cada regido (Fig. 1), permitindo assim, prever o impacto causado por cada regido a qualidade
do rio Tieté.

CLASSIFICAGAO
DAS UGRHIS

- N BRUT 7
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Figura 1 — Classificacdo das Unidades de Gerenciamento de Recursos Hidricos (UGHRIS) por vocacéo
econdmica. A Bacia Hidrografica do Rio Tieté estd composta pelas UGRHIs 6-Alto Tieté; 5-Tieté Sorocaba; 10-
Piracicaba/Capivari/Jundiai; 13-Tieté Jacaré; 16- Tieté Batalha; 19-Baixo Tieté. Fonte: CETESB, 2016.

Com o crescimento da populacdo e o consequente desenvolvimento industrial e
agricola, a 4gua e o sedimento do rio tém sido sistematicamente contaminados, ocasionando
sérios impactos sobre a fauna, flora e comunidade microbiana associada ao rio e a mata ciliar
(MORTATTI; MENEGHEL DE MORAES; PROBST, 2011). A Regido do Alto Tieté
compreende uma area drenada pelo rio, desde sua nascente em Salesopolis, numa area
preservada de Mata Atlantica, até a Barragem de Rasgdo préximo ao municipio de Pirapora
do Bom Jesus. Esta area de 5.985 km? constituida por 34 municipios, incluindo a Regido
Metropolitana de Sdo Paulo, € a regido onde o rio recebe a maior parte dos poluentes
industriais e esgoto domeéstico (CETESB, 2015). O langcamento desses poluentes inicia-se a
escassos 45 km da nascente, na cidade de Mogi das Cruzes (DAEE, 2011) e quando chega a
cidade de Séo Paulo, o rio recebe aproximadamente 700 toneladas diarias de esgoto, fazendo
com que a qualidade da agua na regido seja classificada como péssima (CETESB, 2016a) e o

rio considerado “morto” (PAGANINI, 2008), devido a auséncia de oxigénio dissolvido.

O lancamento de esgoto domestico e industrial sem tratamento, ou parcialmente tratado,
é uma das principais causas da poluicdo das aguas no Estado de Sdo Paulo. A reducdo da
qualidade das aguas dos rios, reservatérios, estuarios e regides costeiras restringe o seu uso,

contribuindo para o aumento da ocorréncia de doengas de veiculagdo hidrica, que podem ser
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causadas pela ingestdo de &gua contaminada ou pelo contato direto com ela (CETESB, 2015).
Apesar do percentual de coleta de esgoto estar classificado como satisfatorio, as sub-bacias do
Alto Tieté e PCJ (Piracicaba, Capivari e Jundiai), maiores geradoras de esgoto no Estado,
contam com 0s menores percentuais de coleta, uma situacdo que se agrava ainda mais quando
sdo considerados os percentuais de tratamento. Ou seja, as maiores geradoras de cargas
organicas sdo as que menos tratam o esgoto coletado. A carga organica lancada diariamente
nos corpos d’agua da regido chega a 1.366.305 Kg DBOs »/dia, sendo que o Alto do Tieté e
PCJ contribuem com 72,8% e 18,5%, respectivamente (CETESB, 2015).

No ano de 1991 foi posto em andamento o Projeto Tieté, cujo objetivo era coletar e
tratar 0 esgoto da regido metropolitana de Sdo Paulo e com isso melhorar a qualidade da agua
do rio (DEVKOTA; IMBERGER, 2012). O projeto que estava planejado para terminar em
2016 tinha como meta a coleta e tratamento de 87% e 84%, respectivamente. Segundo dados
da Sabesp, na area metropolitana de Sdo Paulo, 87% do esgoto é atualmente coletado, as
apenas 68% desse total é tratado. Entretanto, mesmo que os objetivos ndo tenham sido
plenamente alcancados, a mancha de poluicdo, trecho do rio considerado “morto” devido a
baixa disponibilidade de oxigénio dissolvido na agua, diminuiu 86,6% desde o inicio do
projeto. Naquela época, a mancha de poluicdo do rio era de 530 km, comecando em Mogi das
Cruzes e se estendendo até o reservatério de Barra Bonita, hoje é de 137 km. No entanto, a
porcentagem de esgoto tratado caiu de 70% para 68% entre 2008 e 2014 (AFIUNE; MOTA,
2015; RIBEIRO, 2016; SOS MATA ATLANTICA, 2016), demonstrando que 0 aumento na
capacidade de tratamento do esgoto esta abaixo da taxa de crescimento de producdo deste

efluente.

As 4guas da regido Tieté/Sorocaba carregam, em menor concentracdo, contaminantes
industriais provenientes do Alto Tiéte, no entanto, por se tratar de uma regido dedicada a
agricultura, a maior parte dos contaminantes despejados na bacia é de tipo agricola e
doméstico (PAGANINI, 2008). Segundo dados da CETESB, boa parte dos pontos analisados
nessa parte do rio apresentam qualidade de &gua ruim a regular (CETESB, 2016a).

Os poluentes gerados nas sub-bacias do Alto Tieté, PCJ e Tieté/Sorocaba sdo todos
descarregados no Reservatério de Barra Bonita. Neste contexto, antes mesmo de chegar no
reservatorio de Barra Bonita, as dguas do rio Tieté recuperam seu aspecto de rio limpo,
atividades de pesca e navegacdo sdo frequentes nessa regido do rio. As sub-bacias
Tieté/Jacaré, Tieté/Batalna e Baixo Tieté, a jusante do reservatdrio, apresentam menor

densidade populacional e atividades econémicas relacionadas com pesca e agricultura



22

(PAGANINI, 2008). As &guas dessa regido apresentam qualidades boas ou étimas (CETESB,
2016a), mostrando que a maior parte da matéria organica despejada no rio é degradada no seu

percurso a jusante da cidade de S&o Paulo.

Apesar da qualidade da agua ser classificada como boa, em geral apresenta altos indices
de coliformes fecais, fosfato total e metais como Cadmio (Cd), Chumbo (Pb), Cobre (Cu),
Niquel (Ni) e Zinco (Zn) (CETESB, 2016). O reservatorio de Barra Bonita possuia até
algumas décadas atras, a capacidade para assimilar os poluentes e fornecer agua recuperada a
jusante. Porém, o constante aumento de langamento de poluentes provenientes de atividades
humanas e industriais tem promovido a deterioracdo das suas aguas (MORTATTI;
MENEGHEL DE MORAES; PROBST, 2011), mostrando que medidas de controle da

emissdo e tratamento dos poluentes devem continuar a serem implementadas.

2.2 Comunidades bacterianas em ambientes aquéticos de agua doce

A &gua é uma das substancias mais comuns encontradas na natureza, cerca de 70% da
superficie do planeta estd coberta por ela, sendo encontrada em varias formas e estados
fisicos. Por meio do ciclo hidrolégico a agua permanece em constante circulacdo fazendo dela
um recurso natural renovavel (VOROSMARTY et al., 2010). Embora a maior parte do
planeta esteja coberta por agua, menos de 3% desta agua € doce, sendo 97% restante
corresponde a dgua dos oceanos. A agua doce € de importancia vital para a manutencdo dos
ecossistemas e € um elemento essencial para o abastecimento humano e ao desenvolvimento
de suas atividades econdmicas (DUDGEON et al., 2006).

Os reservatorios de dgua doce como as nascentes, corregos, rios, reservatorios e lagos
sdo importantes do ponto de vista ecolégico para a manutencdo dos ecossistemas, por
desempenhar um papel essencial no armazenamento e transformacdo da matéria organica
terrestre, processo conhecido como ciclagem biogeoquimica de nutrientes (COLE et al.,
2007). Esses ambientes também séo os responsaveis por fornecer agua para consumo, além de
serem fonte econémica para pescadores e agricultores quando usados para irrigacdo; sdo
também utilizados na inddstria, na producdo de energia hidroelétrica, e inclusive para
transporte e recreacdo (SAVIO et al., 2015; ZINGER; GOBET; POMMIER, 2012).

Para entender a ciclagem de nutrientes em qualquer ecossistema, € necessario referir-se
aos micro-organismos presentes no ambiente, pois eles sdo 0s responsaveis por catalisar as
reacOes biogeoquimicas (GRAHAM et al., 2016; MADSEN, 2011; NEWTON; MCLELLAN,
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2015). A transformacdo da matéria organica envolve processos de 6xido reducdo que sdo
realizados em conjunto pelos micro-organismos nativos. E importante salientar que os ciclos
de carbono (C), nitrogénio(N), enxofre(S) e outros elementos estdo intimamente ligados. Por
exemplo, a medida que formas reduzidas de carbono sdo oxidadas em um habitat livre de
oxigénio, o fluxo de elétrons pode eventualmente ser usado pelas comunidades microbianas
presentes, para reduzir nitrato a N, (desnitrificacdo) ou sulfato a sulfeto (reducdo de sulfato)
ou diéxido de carbono (CO;) a metano (CH,4) (metanogénese) (MADSEN, 2011), sendo essa
ciclagem de nutrientes realizada por vérios tipos de micro-organismos, presentes em uma

comunidade, atuando em sinergismo.

As comunidades microbianas podem ser descritas em termos de niveis de diversidade
(riqueza e uniformidade) e composicdo (taxons e genes presentes). A avaliacdo da primeira
tem sido explorada em diversos tipos de ambientes, analisando como a diversidade das
comunidades presentes é afetada pelas mudancas ambientais. No entanto, muitos desses
estudos se limitam a descrever a diversidade das comunidades sem analisar a sua composicéo,
provavelmente devido as tecnologias disponiveis na época. Com a popularizacao das técnicas
de sequénciamento de DNA em larga escala, a composi¢do e funcionamento das comunidades

microbianas comegaram a ser reveladas (VAN ROSSUM et al., 2015).

Sendo os componentes principais das comunidades biol6gicas aquéticas, as bactérias
sdo as responsaveis pela transformacdo dos nutrientes e sdo consideradas essenciais para 0
fluxo de energia nesses ambientes (NEWTON et al., 2011; NEWTON; MCLELLAN, 2015).
A atividade microbiana impulsiona a decomposicdo da matéria organica, a respiracdo do
ecossistema, e o fluxo de carbono para os niveis troficos superiores. Além disso, processos
como a nitrificacdo, a desnitrificacdo e a fixacdo de nitrogénio, realizados pelas bactérias,

podem afetar a qualidade da 4gua a jusante nos rios e corregos (ZEGLIN, 2015).

Diversos estudos realizados em ambientes I6ticos (nascentes, corregos e rios) e lénticos
(lagos e reservatdrios) demostraram a existéncia de uma microbiota tipica de ecossistemas
aquaticos de agua doce (SAVIO et al., 2015). Os principais filos encontrados s&o
Proteobacteria, Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria e Verrumicrobia. Sendo os dois
primeiros os mais abundantes (AVILA et al., 2017; NEWTON et al., 2011; NEWTON;
MCLELLAN, 2015; REN et al., 2016; VAN ROSSUM et al., 2015; ZWART et al., 2002).
Até alguns anos atrés, as pesquisas que visavam analisar a resposta da microbiota aquatica aos
fatores ambientais estavam direcionadas aos ambientes Iénticos (FISHER et al., 2015;
NEWTON et al., 2011; ZEGLIN, 2015), no entanto, nos ultimos anos, estudos analisando a
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composic¢do taxondmica e funcional ao longo de rios, cOrregos e nascentes comecaram as ser
publicados (MA et al., 2016; MEZIT]I et al., 2016; SAVIO et al., 2015; VAN ROSSUM et al.,
2015), revelando aspectos ainda ndo conhecidos acerca dos mecanismos que influenciam esta

diversidade.

Dependendo das suas caracteristicas, os corpos d’agua doce podem ser mais ou menos
susceptiveis as condigdes climaticas, as mudangas ambientais ou & contaminagdo antropica.
Alteracbes nas caracteristicas fisico-quimicas da agua ou na concentracdo dos nutrientes
disponiveis podem afetar as comunidades microbianas existentes, mudando parcial ou
totalmente a sua estrutura (HU et al., 2014; MEZITI et al., 2016; STALEY et al., 2015a;
ZEGLIN, 2015). Um estudo realizado no Rio Kalamas na Grécia, que atravessa &reas
preservadas e areas susceptiveis a contaminacdo antropogénica, mostrou a existéncia de
diferencas na composicdo das comunidades microbianas. As amostras influenciadas pela
contaminacdo antropogénica mostraram prevaléncia da classe Gammaproteobacteria. Ja as
amostras provenientes de &reas preservadas, mostraram maiores abundancias da classe
Betaproteobacteria e do filo Actinobacteria, caracteristico de ambientes ndo impactados
(MEZITI et al., 2016). A contaminacao da agua com substancias toxicas como metais pesados
também pode ter efeitos negativos na diversidade. Um estudo realizado no Rio Tiaozi na
China analisou, pela técnica de Electroforese em Gel de Gradiente Denaturante (DGGE), as
comunidades bacterianas antes e depois de atravessar locais aonde s@o despejadas altas
concentracdes de Zn e Arsénio (As). A analise mostrou mudancas significativas na
composicdo da comunidade depois de atravessar a regido contaminada. Em locais ndo
contaminados houve ocorréncia de Clostridiales ndo cultivaveis, Microbacterium sp.,
Clostridium sp., e representantes ndo cultiviveis da familia Sinobacteraceae, que depois néo
foram mais detectados. As espécies bacterianas que se mostraram dominantes em regides
contaminadas foram Acinetobacter johnsonii, Clostridium cellulovorans, encontradas também
nas regides ndo poluidas, e a espécie Trichococcus pasteurii, exclusiva dos pontos
contaminados (ZHAO et al., 2014).

Estudos prévios realizados NAP-BIOP, ICB/USP analisaram a composi¢do das
comunidades bacterianas (LIMA, 2015) e fungicas (ORTIZ, 2015) ao longo da bacia do rio
Tieté, utilizando a técnica de Polimorfismo na Extensdo de Fragmentos Terminais de
Restricdo (T-RLFP). Nesses trabalhos também foi analisado o efeito dos parametros
ambientais sob a diversidade e riqueza das comunidades autdctones. Os resultados

demostraram uma grande influéncia das condi¢fes ambientais na composicéo e estruturacao
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das comunidades microbianas. A analise das comunidades bacterianas presentes no rio,
realizada também por sequénciamento do gene 16S rRNA, evidenciou uma alta influéncia do
local de amostragem na estruturacdo da comunidade, a qualidade da agua, que mostrou um
certo grau de influéncia, ndo foi determinante nesse aspecto. Por outro lado, a temperatura, foi
um fator determinante na riqueza e diversidade bacteriana ao longo do rio (LIMA, 2015).
Quanto as comunidades fungicas presentes no rio, foi determinado que fatores fisico-quimicos
como temperatura, condutividade, nitrato e Oxigénio Dissolvido (OD), sdo determinantes na
estruturacdo das comunidades de fungos. A deteccdo de grupos especificos em ambientes
oligotréficos sugere que 0s contaminantes presentes no rio podem ter impacto nesses grupos

alterando, portanto a riqueza da comunidade (ORTIZ, 2015).

2.3 O microbioma de aguas urbanas

O desenvolvimento da humanidade trouxe consigo o crescimento da populagdo e
consequentemente a constru¢cdo de grandes cidades (KING, 2014). As éareas urbanas
demandavam grandes quantidades de agua, fazendo com que fosse necessaria a
implementacdo de tecnologias capazes de captar e, posteriormente, tratar o esgoto para evitar
a contaminacdo das fontes de &gua disponiveis para consumo. Embora, em muitos casos,
essas tecnologias consigam reduzir eficientemente a carga organica lancada nos corpos
d’agua, residuos humanos ainda sdo encontrados nos sistemas hidricos urbanos
(MCLELLAN; FISHER; NEWTON, 2015). Nas economias emergentes, as cidades crescem
antes de terem sido desenvolvidas infraestruturas hidraulicas suficientes para lidar com as
necessidades de abastecimento e eliminagdo das aguas residuais. Esta falta de infraestrutura
afeta significativamente os sistemas de aguas superficiais e subterraneas, tornando-as
vulneraveis a poluicdo (MAZARI-HIRIART et al., 2014).

A urbanizacdo pode alterar o funcionamento dos ecossistemas ao longo das bacias
hidrogréaficas devido ao lancamento de diferentes tipos de efluentes, e ao escoamento das
aguas pluviais (NEWTON; MCLELLAN, 2015). A ocorréncia de bactérias patogénicas na
agua estd comumente associada a falhas nos sistemas de tratamento de esgoto (IBEKWE;
MA; MURINDA, 2016).

O despejo de esgoto domestico produz um aumento na disponibilidade de nutrientes nas
aguas, essa concentracdo elevada de matéria orgénica pode alterar a composicdo da

microbiota e as associagOes bacterianas nestes ecossistemas (NEWTON; MCLELLAN,
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2015), visto que disponibiliza novos nichos e reduz a competitividade por nutrientes. Ja o
lancamento de efluentes industriais, introduz substancias quimicas recalcitrantes, geralmente
toxicas para 0s animais, plantas e micro-organismos presentes no corpo d’agua, prejudicando
a sua sobrevivéncia. Mudancas na disponibilidade de nutrientes ou presenca de poluentes
industriais, além de afetar as comunidades bacterianas repercutem também na ciclagem dos
nutrientes (HALE et al., 2014). Devido as pressdes ambientais e grande variedade de
substratos disponiveis em ambientes aquaticos contaminados, poderia se pensar que as
comunidades bacterianas sejam diversas e dindmicas (IBEKWE; MA; MURINDA, 2016), no
entanto, a densidade bacteriana na &dgua pluvial e no esgoto doméstico é muito mais alta do
que nos corpos hidricos receptores, e pode deixar marcas significativas nas comunidades
bacterianas nativas, sobrevivendo apenas as mais adaptadas (MCLELLAN; FISHER,;
NEWTON, 2015).

Quanto a composicdo das comunidades microbianas nos ecossistemas aquéaticos
urbanos, as bactérias fecais ndo sdo os Unicos micro-organismos a entrar nos sistemas de
esgoto sanitario. Estes sistemas também coletam e agregam microbiota associada aos residuos
de aguas cinzas, tais como os da pele humana e da cavidade oral, residuos alimentares e
residuos industriais (MCLELLAN; FISHER; NEWTON, 2015). Micro-organismos presentes
na atmosfera, no solo, em associagdo com animais e nas construgdes urbanas, terminam sendo
arrastados pela 4gua de chuva e depositados nos rios e cdrregos (FISHER et al., 2015; KING,
2014). Em média, cerca de 35% da comunidade microbiana encontrada no esgoto urbano é
composta por apenas cinco géneros bacterianos: Acinetobacter, Aeromonas, Arcobacter,
Pseudomonas pertencentes ao filo Proteobacteria, e Trichococcus representante do filo
Firmicutes (MCLELLAN; FISHER; NEWTON, 2015). A interface agua urbana/micro-
organismos também pode beneficiar o fluxo de genético entre as comunidades microbianas.
As bactérias resistentes e multirresistentes estdo associadas as populacdes humanas e, tanto
em aguas residuais ndo tratadas, quanto nos efluentes sanitéarios tratados € comum encontrar
bactérias resistentes a diferentes tipos de antibidticos (AMOS et al., 2014; GARCIA-
ARMISEN et al., 2014; ORTIZ DE GARCIA et al., 2014).

2.4 Contaminacdo da dgua com metais toxicos e mecanismos de resisténcia/tolerancia em
micro-organismos

Os metais sdo componentes naturais dos ambientes aquaticos, contudo, seus niveis tém

aumentado gradativamente nos ultimos anos devido as atividades domésticas, industriais,
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mineradoras e agricolas (SAMAD et al., 2015). A preocupagdo com a contaminagdo de
ambientes aquéaticos com metais € um assunto que tem ganhando cada dia mais importancia,
principalmente devido a toxicidade, persisténcia no meio ambiente e a absor¢do e acumulagao
no corpo humano (WANG et al.,, 2013). O cadmio, por exemplo, pode interferir no
metabolismo de nutrientes essenciais para o organismo como as vitaminas E e C, além de ser
extremamente toxico para as células (AB RAZAK et al., 2015). O comportamento dos metais
toxicos nos corpos d’agua responde a constituicdo do sedimento e a composicao quimica da
agua. Durante o transporte ao longo do rio, estes contaminantes podem sofrer diversas
alteracdes devido aos processos de dissolugdo, sorcdo ou complexacdo, afetando a sua
natureza e/ou biodisponibilidade (ISLAM et al., 2015).

As fontes antropicas de metais pesados derivadas de atividades econdmicas como
mineracdo, metalurgia, industria petroguimica, industria eletrbnica, assim como as
provenientes de residuos urbanos, sdo descarregadas nos ecossistemas aquaticos. Estando
presentes nos corpos d’agua, estes elementos podem ser bioacumulados pelos organismos
nativos e biomagnificados através da cadeia alimentar, sendo encontrados em concentracfes
elevadas nos organismos predadores (SAMAD et al., 2015; WANG et al., 2013). O Rio
Yamuna na India é um dos rios mais contaminados do pais, tendo sido verificadas altas
concentragfes de metais toxicos na agua, entre eles Zn, Cr, Cd e Ni. Essa contamina¢do com
metais esta relacionada com a alta quantidade de industrias localizadas na margem do rio, e
que despejam o esgoto direito na d&gua sem nenhum tipo de tratamento (NEETA; MAANSI;
HARPREET, 2016). Da mesma forma, o rapido crescimento e industrializacdo em muitas
cidades da China tém trazido como consequéncia a contaminacdo das areas costeiras com
altas concentracdes de metais toxicos. Tal contaminacdo ndo apenas destrGi ecossistemas
marinhos como recifes de coral e mangues, mas também afeta a industria pesqueira presente
na regido (WANG et al., 2013).

Os metais cumprem um papel fundamental nos processos bioldgicos dos micro-
organismos sendo muitos deles essenciais ao metabolismo, existindo sitios especificos de
ligagdo dentro da célula (DOPSON et al., 2014). Metais como Fe, Cu e Ni participam de
processos de Oxido-redugdo. O magnésio (Mg) e o Zn estdo envolvidos na estabilizacdo de
enzimas e do DNA através de forcas eletrostaticas. Outros metais séo denominados como néo
essenciais, entre eles Cd, Pb e mercario (Hg), por ndo possuirem nenhuma funcdo conhecida
nas células (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000). Essenciais ou ndo, 0os metais em altas

concentragfes podem ser toxicos para 0s micro-organismos (DOPSON et al., 2014). Os
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metais ndo essenciais também podem apresentar alta afinidade pelos sitios especificos na
célula, competindo com os metais essenciais. Uma vez ligados as moléculas alvo, podem
alterar a estrutura conformacional de acidos nucleicos e proteinas ou interferir nos processos
de fosforilacao oxidativa e equilibrio osmotico (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000).

AlteracBes nas comunidades microbianas presentes nos ambientes aquaticos em
decorréncia das altas concentragGes de metais toxicos na dgua tém sido descritas, mostrando
como principal consequéncia declinios na diversidade bacteriana, particularmente entre
taxons raros (ANCION; LEAR; LEWIS, 2010; PRABHAKARAN; ASHRAF; AQMA, 2016;
STALEY et al., 2015b). A ocorréncia cada vez mais frequente de metais em concentragoes
toxicas, em diversos ambientes, pode promover a selecdo de caracteristicas ou mecanismos
por parte dos micro-organismos, que Ihe permititam sobreviver nessas condi¢cbes (ANSARI;
MALIK, 2007; HEMME et al., 2010; NIES, 1999). Essa adaptacdo pode ser cromossomal ou
estar presente em plasmideos ou transposons (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000). Existem
varias categorias de mecanismos postulados para a resisténcia ou tolerdncia a metais em
micro-organismos (Fig. 2): (1) tolerancia passiva; (2) exclusdo do metal por barreira de
permeabilidade; (3) remocdo do metal por bombas de efluxo; (4) sequestro intracelular do
metal mediado por proteina/quelante; (5) sequestro extracelular do metal mediado por
proteina/quelante; (6) redugdo dos ions metalicos para uma valéncia menos toxica
(WHEATON et al., 2015). A tolerancia se refere aos mecanismos utilizados pela célula para
evitar a entrada do metal no citoplasma, ja a resisténcia envolve mecanismos mais
especializados que podem incluir a internalizacdo do metal (DOPSON et al., 2014). Os micro-
organismos podem conter uma ou mais combinacgdes desses mecanismos de resisténcia, mas o
mecanismo principal para regular as concentragdes de metal intracelular envolve o transporte
de membrana (STALEY et al., 2015b). A bactéria Cupriavidus metallidurans antigamente
conhecida como Ralstonia melatidurans, € conhecida pela sua multirresisténcia a metais
toxicos por possuir os plasmideos pMOL28 e pMOL30 que abrigam varios loci para
resisténcia aos metais Co, Cd, Hg, Ni, Pb, Zn, prata (Ag) e ouro (Au) (LAL et al., 2013). A
capacidade microbiana de tolerar e/ou acumular metais pesados pode ser uma adaptagédo

natural como a de C. mellatidurans ou adquirida (NIES, 1999).
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Figura 2 — Mecanismos postulados de resisténcia/tolerancia a metais em micro-organismos. Adaptado de
Wheaton et al., 2015

Toleréancia passiva a metais e barreiras de permeabilidade: A tolerancia passiva ocorre
principalmente por acdo de agentes complexantes capazes de quelar os ions metalicos antes de
entrar na celula, reduzindo, portanto a sua disponibilidade no ambiente. Os micro-organismos
aciddfilos mantem um potencial de membrana intracelular positivo, gerando um gradiente
quimiosmotico que inibe a passagem de cations metalicos através da membrana (DOPSON et
al., 2014; WHEATON et al., 2015). O mecanismo de exclusdo ¢ ativado numa tentativa por
proteger os componentes celulares mais sensiveis ao metal. Os micro-organismos alteram a
parede ou membrana celular, diminuindo a sua permeabilidade ou regulando a expressédo de
proteinas transportadoras como porinas e permeases (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000).
Micro-organismos produtores de cadpsula ou exopolissacarideo como algumas espécies de
Klebsiella, Pseudomonas e Bacillus tem demostrado habilidade de ligar e acumular metais
extracelularmente (WHEATON et al., 2015).

Bombas de efluxo: Os sistemas de transporte ativo ou bombas de efluxo representam a
maior categoria de sistemas de resisténcia a metais e podem ser cromossOmicos ou estar
codificados por plasmideos. Os metais ndo essenciais usualmente entram na célula através dos
sistemas de transporte de nutrientes, no entanto, estes sdo rapidamente exportados do
citoplasma através das bombas de efluxo, evitando danos nos componentes celulares.

Exemplos desse mecanismo sdo a resisténcia a Cd (II) codificada pelo operon cad em
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Staphylococcus aureus, Bacillus sp., e Listeria sp., ou o operon czc encontrado em
Alcaligenes eutrophus. A resisténcia a Pb (1) é mediada pelas proteinas ZntA em Escherichia
coli e CadA em S. aureus (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000).

O sistema de transporte ativo € um dos mecanismos mais importantes para a resisténcia
ao cadmio, um dos metais ndo essenciais mais toxicos para a célula. O operon cadABC que
esta codificado em plasmideos, pode também conferir resisténcia a zinco e chumbo (DAS;
DASH; CHAKRABORTY, 2016). Outro operon eficiente, o sistema de efluxo czc, remove
ions de Cd(Il), Zn(ll) e Co(ll) do citoplasma. Este operon tem sido encontrado tanto no
cromossomo quanto em plasmideos e contém varios genes com diferentes fungdes, sendo o da
proteina CzcA codificada pelo gene czcA, o principal componente do sistema (INTORNE et
al., 2012). A resisténcia a Cu(ll) também ¢é realizada via bombas de efluxo especificas a esse
metal e é determinada pelo operon cop (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000).

Sequestro intracelular e extracelular de metais: O sequestro € o acumulo de metais
dentro do citoplasma ou fora da célula para evitar a exposicdo a componentes celulares
essenciais. Entre os metais que sdo normalmente sequestrados intracelularmente estdo o
cadmio, o cobre e 0 zinco. Este sistema de resisténcia é codificado pelos genes smtA e smtB,
foi descrito na cianobactéria Synechococcus sp. (SHELAKE et al., 2013). O acimulo
extracelular tem sido descrito em bactérias dos géneros Citrobacter sp., e em Klebsiella
aerogenes e em leveduras e fungos filamentosos, capazes de sequestrar ions Ni(ll), Cu(ll) e
Cd(I1). O mecanismo consiste na secre¢do de agentes complexantes ou proteinas quelantes
com alta afinidade pelo metal, que irdo formar complexos extracelulares, impossibilitando a
sua entrada na célula (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000).

Detoxificacdo enzimética: A resisténcia ao mercdrio € o mecanismo de detoxificacéo
enzimatica mais estudado, e tem sido descrito em diferentes espécies bacterianas (BRUINS;
KAPIL; OEHME, 2000). A toxicidade do mercurio (Hg) € devida a alta afinidade do ion
Hg(ll) ao grupo tiol de algumas proteinas, as quais podem ser inativadas quando ligadas a
esse metal. O operon mer codifica as enzimas organomercurio liase e mercurio redutase
responsaveis por reduzir o ion Hg(ll) a Hg(0), que é facilmente liberado da célula (ALLEN et
al., 2013; KANE et al., 2016).

A contaminacdo do ambiente com metais pesados e outros poluentes imp&e, aos micro-
organismos, uma pressdo seletiva a favor dos mecanismos de resisténcia, derivando na

incorporacgdo destes em elementos genéticos moéveis (plasmideos e transposons conjugativos),
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favorecendo a transferéncia horizontal de genes (STALEY et al., 2015b), e, por conseguinte a

sua prevaléncia no ambiente.

2.5 Ocorréncia de metais toxicos ao longo da bacia do Rio Tieté

Devido a quantidade de esgoto doméstico e industrial que o Rio Tieté recebe
diariamente, ndo é dificil imaginar que as concentragdes de metais toxicos nesta bacia
hidrografica sejam altas. Apenas alguns anos atras, pesquisadores comegaram a se preocupar
com a ocorréncia destes metais em cargas dissolvidas e particuladas encontrados em afluentes
do rio Tieté (MORTATTI; PROBST, 2010). Dessa forma, estudos foram realizados com a
finalidade de avaliar a concentragdo destes elementos em sedimentos ao longo da bacia. Os
resultados demostraram altas concentragcdes de Zn, Cr e Cu em todos 0s pontos amostrados,
sendo que a maior concentracdo de Zn foi detectada no municipio de Pirapora de Bom Jesus
(MORTATTI; MENEGHEL DE MORAES; PROBST, 2011). Resultados similares tinham
sido reportados no ano de 2002, onde além de Zn foram encontradas também altas
concentracdes de Pb nos reservatorios de Pirapora, Rasgdo e Billings (DA SILVA et al.,
2002).

Historicamente, a bacia do Rio Tieté tem apresentado altas concentragfes de metais
pesados na agua e no sedimento de trechos do rio em UGRHIs com vocagdo industrial ou em
industrializacdo (CETESB, 2015, 2016). As informacgdes apresentadas no relatorio
disponibilizado pela CETESB em 2017 demostraram que a concentracdo dos metais Ni, Zn,
Cd, Hg, Pb, Cr e Cu dissolvido, os quais estdo associados aos langcamentos de efluentes
industriais, na maior parte dos pontos avaliados ndo apresentaram resultados em
desconformidade com a norma vigente (Resolugdo CONAMA n° 357 de 2005). No ano 2015
foi verificado também, que os valores foram menores a média histérica, sugerindo que esta
ocorrendo um controle das fontes industriais no Estado, que se manteve no ano 2016. Como
esperado, as UGRHIs industrializadas foram as que apresentaram maior porcentagem de
resultados de ndo conformidade tanto para dgua quanto para sedimento (CETESB, 2016,
2017).

Uma analise utilizando as médias anuais dos metais Ni e Cd, medidas pelas CETESB,
foi realizada com o intuito de observar a ocorréncia de altas concentracdes desses metais ao
longo da bacia nos ultimos 10 anos (Figs. 3 e 4). Foram verificadas maiores concentracdes de

Cd nas UGRHIs industrializadas ou em processo de industrializagdo (5, 6, 10 e 13) nos anos
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2006 e 2007; tendo sido observadas baixas concentragcdes de Cd nas UGRHIs 16 e 19, ndo
industrializadas, independentemente do ano. Também foi verificada uma reducgdo nos valores
de concentracdo ao longo dos anos. Os valores médios dos pontos analisados ndo mostraram

estar fora das normas vigentes para os rios de classes 1, 2 e 3 (Fig. 3).
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Figura 3 — Valores médios anuais da concentracdo de cadmio em dois pontos de amostragem de cada UGRHI. *
Limite para rios de classe3; ** Limite para rios de classes 1 e 2. UGRHI 6 - Alto Tieté; UGRHI 5 - Tieté
Sorocaba; UGRHI 10 — PCJ; UGRHI 13 - Tieté Jacaré; UGRHI 16 - Tieté Batalha; UGRHI 19 - Baixo Tieté.

A concentracdo média de niquel observada ao longo dos dez anos foi também maior nas
UGRHIs 5, 6 e 10, industrializadas, estando na maior parte dos casos acima do limite
permitido pelo CONAMA. Néo foi verificada a diminui¢do nos valores de concentragdo no
decorrer dos anos (Fig. 4), no entanto, a concentracdo de Ni nos pontos de amostragem das
UGRHIs ndo industrializadas (16 e 19) mostrou-se abaixo dos limites permitidos em todos 0s

anos avaliados.
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Figura 4 — Valores médios anuais da concentracdo de niquel em dois pontos de amostragem de cada UGRHI. *
Limite para rios de classes 1, 2 e 3 (0,025 mg/l) UGRHI 6 - Alto Tieté; UGRHI 5 - Tieté Sorocaba; UGRHI 10 —
PCJ; UGRHI 13 - Tieté Jacaré; UGRHI 16 - Tieté Batalha; UGRHI 19 - Baixo Tieté.

Como mencionado anteriormente, altas concentracfes de metais pesados na dgua podem
acarretar problemas de saude, devido a sua alta toxicidade (SAMAD et al., 2015). Analises de
toxicidade da agua usando o microcrustaceo Ceriodaphnia dubia realizados pela CESTESB
mostraram ocorréncia de toxicidade aguda em amostras provenientes de rios da UGRHI 6,
Alto Tieté (CETESB, 2015). Eles relacionaram esse efeito as concentragbes de metais (Cu
dissolvido, Cr, Ni, Zn e Cd) detectados na agua. No Sistema Billings, ainda no Alto Tieté, a
agua do Reservatorio do Rio Grande, apresentou efeito toxico crénico ou agudo, em 40% e
20% das amostras analisadas, respectivamente. Nesse ponto de coleta foi detectada uma alta
concentracdo de Cu dissolvido, o qual estd associado a aplicacdo de algicidas (CETESB,
2016).

Apesar da CETESB ter mostrado uma reducéo na ocorréncia de ndo conformidades ao
longo da bacia, algumas regibes do Rio Tieté estdo fortemente poluidas com metais
extremadamente tdxicos (Ni, Cd, Pb). Este resultado evidencia a necessidade de estudos a
respeito dos impactos destes poluentes na biodiversidade microbiana neste ambiente, o qual
poderia ainda ser utilizado como indicador de qualidade do rio (MORTATTI; MENEGHEL
DE MORAES; PROBST, 2011). Além disso, considerando que mecanismos de resisténcia
podem ser 0s mesmos para diferentes metais, bastaria que apenas um metal estivesse presente
para que populacdes especificas possam ser selecionadas e tenham um papel importante na

alteracdo da diversidade microbiana.
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2.6 Caracterizagdo de comunidades bacterianas

A diversidade metabdlica bacteriana é enorme. Existem bactérias adaptadas a todos os
diferentes tipos de ambientes encontrados no planeta, ha também bactérias capazes de
decompor uma grande variedade de compostos quimicos organicos e inorganicos (BROWN;
CHANG, 2014; CHRISTY; GOPINATH; DIVYA, 2014; LADE et al., 2015; SINHA et al.,
2009). Para estudar as bactérias em seu ambiente natural € importante entender antes como as
comunidades bacterianas funcionam e como a composicdo dessa comunidade pode variar
devido a mudancas ambientais (FAKRUDDIN; MANNAN, 2013). Existem diferentes
abordagens que permitem acessar e caracterizar as comunidades microbianas presentes em um
determinado ambiente e podem ser divididas em microbioldgicas, bioquimicas e moleculares
(SPIEGELMAN; WHISSELL; GREER, 2005).

O método mais tradicional para a avaliacdo da diversidade microbiana é o cultivo
seletivo e/ou diferencial, precedido de contagem das unidades formadoras de colénia no meio
de cultura. Esse método, além de ser rapido e barato, fornece informagdes sobre o segmento
heterotrofico ativo e cultivavel da populacédo bacteriana. Existem fatores que podem limitar o
uso dessa técnica, entre eles estdo a dificuldade para inibir o crescimento de microrganismos
contaminantes ou biofilmes, a selecdo de meios de crescimento adequados, o fornecimento de
condicGes de crescimento especificas (temperatura, pH, luz) e a incapacidade de cultivar um
grande nimero de espécies bacterianas (FAKRUDDIN; MANNAN, 2013). Uma das
vantagens do método de cultivo é que permite trabalhar com apenas as comunidades
bacterianas de interesse, permitindo pesquisas focadas na degradacao de um tipo especifico de
substrato (KNIETSCH et al., 2003).

Os métodos tradicionais de cultivo ndo refletem a diversidade total da comunidade
microbiana (FAKRUDDIN; MANNAN, 2013), sabe-se que aproximadamente 99% dos
gendtipos bacterianos presentes no ambiente ndo sdo cultivaveis em condicdes padrdo de
laboratério, razdo pela que métodos independentes de cultivo ganharam importancia nas
ultimas décadas (BELILA; SNOUSSI; HASSAN, 2012). A filogenética molecular permite a
descri¢do da diversidade microbiana utilizando as sequéncias de genes para a identificacdo
dos organismos. Varias abordagens moleculares foram desenvolvidas para estudar a
diversidade microbiana. Estas incluem a reassociacdo do DNA, hibridizacdo DNA-DNA e
MRNA-DNA, clonagem e sequénciamento de DNA e outros métodos baseados em PCR tais
como DGGE, T-RLFP, Andlise do Espaco Intergénico Ribossomal (RISA), Anédlise de
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Restricio de DNA Ribossomal Amplificado (ARDRA), entre outros (FAKRUDDIN;
MANNAN, 2013).

A amplificacdo, sequénciamento e posterior analise de genes 16S rRNA representam a
abordagem mais importante nos estudos de diversidade bacteriana, uma vez que permite testar
hipoteses em diversos niveis taxondmicos (LEMOS et al., 2011). A metagendmica é uma
derivacgdo da gendmica microbiana convencional, pois ndo ha necessidade de se obter culturas
puras para sequénciamento. Como resultado constitui uma importante ferramenta para
determinacdo de hipoteses a respeito das inter-relacbes dos membros da comunidade. Estas
investigacBes sdo possiveis atualmente gracas a diminuicdo dos custos do sequénciamento e
da evolucdo da bioinformaética, a qual condiciona o processamento de um enorme nimero de
dados (THOMAS; GILBERT; MEYER, 2012).

A utilizacdo de abordagens metagendmicas e funcionais permitem avaliar o potencial
biossintético de um ambiente ou de organismos presentes numa amostra a partir da
informacdo presente no seu genoma (LI et al., 2011). As tecnologias de sequénciamento em
larga escala ou NGS (Next Generation Sequencing) permitem a obtencdo de grandes
guantidades de informacdes de sequéncias altamente precisas, cada vez a menor custo
(OULAS et al., 2015). Estas técnicas fizeram com que o sequénciamento de genomas
completos, de exomas, mobilomas, transcriptomas, a quantificacdo de transcritos, e 0
ressequénciamento fosse acessivel a um maior nimero de pesquisadores em todo o mundo
(LITCHFIELD et al.,, 2015; REDDY et al.,, 2014; THUNG et al., 2014). A plataforma
Illumina é uma das tecnologias mais usadas atualmente por permitir sequénciamentos em
profundidade a baixo custo. A desvantagem desse tipo de sequénciamento é a producdo de
elevado numero de sequéncias com reads curtos, o que faz o processo de montagem e analise
das sequéncias muito dispendioso (JEON et al., 2015; OULAS et al., 2015). Uma alternativa
para facilitar a busca por grupamentos de genes que codificam metabolitos de interesse
envolve a triagem de modulos enzimaticos no DNA gendmico ou bibliotecas de genes
(AYUSO-SACIDO; GENILLOUD, 2005). Esta técnica poderia ser vista como uma mistura
entre as duas abordagens acima mencionadas, por misturar técnicas moleculares e de cultivo
bacteriano. A primeira etapa para a construcdo de bibliotecas metagendmicas € extracdo de
DNA de alta qualidade, na quantidade necessaria para clonagem e que seja representativo da
diversidade microbiana presente na amostra (SCHMEISSER; STEELE; STREIT, 2007,
SIMON; DANIEL, 2011). Uma vez extraido, o DNA metagendmico € inserido em um vetor

(cosmideo, fosmideo, BAC) e clonado em um hospedeiro, que na maior parte dos casos € E.
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coli. Com a biblioteca construida pode ser realizado o screening de moléculas ou genes de
interesse. Este screening pode ser baseado em fungdes ou sequéncias (SIMON; DANIEL,
2011).

Na triagem funcional, os clones sdo testados para uma atividade particular, como
presenga de enzimas que catalisem determinadas reagOes, crescimento em substratos
especificos ou producdo de metabolitos secundarios, como antibidticos e agentes
antitumorais. O principal problema desta abordagem ¢ a logistica e as instalacfes necessarias
para pesquisar em dezenas de milhares e até milhdes de clones para encontrar as funcoes
desejadas (SINGH, 2010), outro problema é a limitagdo de sistemas de secre¢cdo compativeis
entre a molécula sintetizada e o hospedeiro.

A triagem baseada em sequéncias envolve a construcdo de sondas de DNA ou primers
derivados de regides conservadas de genes conhecidos ou familias de proteinas. Desta forma,
apenas as novas variantes de classes funcionais conhecidas de proteinas podem ser
identificadas. No entanto, esta estratégia ja levou a identificacdo de genes codificadores de
novas enzimas (SIMON; DANIEL, 2011).

2.7 Potencial biotecnoldgico de comunidades microbianas

Além da j& mencionada importancia ecoldgica dos micro-organismos, diversos estudos
tem demostrado que estes sdo uma fonte importante de novos compostos terapéuticos tais
como antibidticos, agentes anticancerigenos e imunossupressores (ESCOBAR-ZEPEDA; DE
LEON; SANCHEZ-FLORES, 2015; GOODFELLOW; FIEDLER, 2010; SINGH, 2010). Na
indUstria podem ser de grande utilidade, uma vez que podem produzir uma ampla gama de
produtos de valor biotecnoldgico (NACKE et al., 2012; SCHMEISSER; STEELE; STREIT,
2007) e podem ser usados como alternativa sustentavel ao tratamento de ambientes
contaminados. A biorremediacdo, como é definido o processo, utiliza micro-organismos,
plantas ou enzimas para transformar os contaminantes em substancias menos toxicas, sendo
uma técnica muito atraente devido ao seu custo-beneficio (CERQUEIRA et al., 2012; LADE
etal., 2015).

As técnicas convencionais utilizadas para limpar locais contaminados podem néo ser as
mais efetivas e podem criar riscos significativos as pessoas implicadas na escavacao,
manuseio e transporte de materiais perigosos. Entre as técnicas convencionais mais

conhecidas estdo a disposic¢do dos contaminantes em aterros sanitarios, cobertura, incineracao
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e decomposicdo com quimicos (BHATNAGAR; KUMARI, 2013). Em contrapartida, a
técnica de biorremediagdo busca limpar o ambiente usando a atividade biolégica natural,
tornando o processo mais seguro, mais limpo, rentavel e amigavel para o ambiente. O sucesso
dessa tecnologia depende de vérios fatores, como o tipo de ambiente que se quer despoluir, a
estrutura quimica e disponibilidade do contaminante e as condi¢cBes que favorecem o
desenvolvimento dos micro-organismos (aeragdo, umidade, temperatura, pH, presenca de
nutrientes) (SINHA et al., 2009). Neste contexto, 0 componente chave na biorremediacéo € o
micro-organismo que produz as enzimas/proteinas envolvidas na degradacdo/imobilizacao
permitindo a eliminacio ou desintoxicacdo do poluente quimico. E essencial o isolamento e
selecdo de um micro-organismo ou de um consércio de micro-organismos capazes de
promover a degradacao eficiente da molécula em estudo (CERQUEIRA et al., 2012; LADE et
al., 2015).

O processo no qual, micro-organismos e/ou enzimas sdo adicionados ao ambiente
contaminado para aumentar a taxa de degradacdo, é conhecido como bioaumentacéo, e pode
usar micro-organismos endogenos ou exogenos ao ambiente (BHATNAGAR; KUMARI,
2013; NZILA; RAZZAK; ZHU, 2016). Existe um interesse particular em encontrar micro-
organismos com potencial de degradacdo nativos do local contaminado por apresentarem
maior adaptabilidade, ser mais resistentes a variacao das condi¢cGes ambientais locais e menos
suscetiveis as variacBes genéticas causadas pelo estresse ambiental (CERQUEIRA et al.,
2012). Hoje em dia a biorremediacdo com micro-organismos esta sendo amplamente
explorada para despoluir ambientes contaminados com petroleo e seus derivados, e dejetos
industriais como corantes e metais pesados. (ADRIO; DEMAIN, 2014; CERQUEIRA et al.,
2012; LADE et al.,, 2015; MANI; KUMAR, 2014; YERGEAU et al., 2012). Solos
contaminados com derivados de petroleo provenientes de Hong Kong e de Long Beach-
California foram submetidos ao processo de atenuacdo natural com consércios bacterianos,
demostrando a degradacdo de 75% dos hidrocarbonetos contidos nas amostras, 12 semanas
apos incubacdo (BENTO et al., 2005). Bactérias dos géneros Lysinibacillus, Pseudomonas,
Brevibacillus, Bacillus, Paenibacillus, Stenotrophomonas, Alcaligenes, Delftia, e
Achromobacter, isoladas de solos contaminados com petréleo demostraram uma alta
capacidade para degradar o contaminante, tanto em experimentos in vitro quanto em
microcosmos (ROY et al., 2014). Algumas especies do género Bacillus também tem exibido
potencial para biorremediar ambientes contaminados com metais toxicos como Pb, Zn e Cr
(GUPTA et al., 2014).
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As principais vantagens da biorremediacdo em relagdo ao tratamento convencional
incluem: baixo custo, alta eficiéncia, minimizacdo de lamas quimicas e bioldgicas,
seletividade a metais especificos, auséncia de necessidade de nutrientes adicionais e
possibilidade de recuperacdo dos metais (BHATNAGAR; KUMARI, 2013).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

Caracterizar por meio de analise dependente e independente de cultivo a diversidade
taxonémica e funcional de micro-organismos plancténicos e bentbnicos em seis locais da
Bacia do Rio Tieté e identificar vias metabdlicas de interesse biotecnoldgico e/ou associadas

as interacGes ecoldgicas neste ambiente.
3.2 Objetivos especificos

- Caracterizar fisico-quimicamente os sedimentos e a agua coletados em diferentes locais

ao longo da bacia do Rio Tieté;

- Isolar e organizar uma colecdo de culturas de bactérias planctdnicas e bentdnicas da

bacia do Rio Tieté;

- Avaliar a capacidade de bactérias isoladas de amostras de agua e sedimento do Rio

Tieté em tolerar metais toxicos;

- Selecionar pontos contrastantes para analise metagendmica do sedimento e da agua do
Rio Tieté;

- Realizar analise metagenémica de sequéncias funcionais presentes nos diferentes pontos

selecionados. Esta andlise permitira identificar quais sequéncias funcionais estdo presentes no

ambiente;

- Obter bibliotecas de DNA metagenémico em fosmidios para a prospec¢do de genes e/ou

vias metabolicas envolvidas em diferentes processos de interesse biotecnolégico.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 Locais de amostragem e métodos de coleta

A definicdo dos pontos de coleta ao longo da bacia do Rio Tieté foi realizada baseada
no historico da variagéo fisico-quimica de pontos monitorados pela CETESB. Estes dados séo
publicados anualmente no Relatorio de Qualidade de Aguas Superficiais no Estado de S&o
Paulo, disponibilizado online ao publico (http://www.cetesb.sp.gov.br/servicos/publicacoes-
relatorios/). A primeira coleta foi realizada no periodo de seca, nos meses de setembro a
novembro de 2013 e a segunda no periodo de chuva de fevereiro a marco de 2014. A

localizacdo dos 33 pontos de coleta de 4gua e sete de sedimento é demonstrada na figura 5.
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Figura 5 — Localizagdo dos pontos de amostragem. Pontos em azul e nimeros representam as amostras de agua;
pontos em marrom e letras representam as amostras de sedimento.

As coletas foram realizadas por pessoal treinado da CETESB e transportadas a 4 °C
para analise no laboratorio. Nas amostras de agua foram medidos, no local de coleta, pH,

condutividade elétrica, Potencial de Oxi-Reducdo (ORP) e temperatura com auxilio de uma
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sonda multiparamétrica. Para cada ponto foram amostrados 5 L de agua e/ou
aproximadamente 100 g de sedimento. Todas as coletas foram geo-referenciadas para
posterior repeticdo caso houver necessidade. Do total de pontos avaliados, foram selecionados

sete contrastantes (4 de 4gua e 2 de sedimento) para as analises metagendmicas.

4.2 Andlises fisico-quimicas

Além dos parametros medidos in situ outras analises fisico-quimicas, microbiologicas e
eco-toxicologicas da agua e do sedimento foram realizadas nos laboratorios da CETESB.
Todas as andlises realizadas foram baseadas em métodos padrdo (CETESB, 2016a). Na tabela
1A do anexo sdo apresentados os resultados de todas as anélises realizadas.

4.3 Processamento das amostras

Todas as amostras de agua foram filtradas usando dois tipos de filtros de membrana,
primeiro com poro de 1,2 um para a retencdo de células eucariotas e depois com poro de
0,22 um para reter as células procariotas. Os filtros foram estocados a -20 °C até o0 momento
da extracdo de DNA. Antes da filtragem foram separados 6 ml de cada amostra para a

realizacdo das contagens bacterianas e fangicas e posterior isolamento.

Seis gramas de sedimento de cada amostra foram separados para realizar as contagens
de bactérias e fungos, precedidas de isolamento. O restante do sedimento foi estocado a

-20 °C até o momento da extracdo de DNA.

4.4 Organizacdo da colecdo de culturas de sedimento e agua dos Rios Tieté e isolamento
de micro-organismos.

Com o objetivo de estimar a populagdo presente nas amostras de agua e sedimento,
assim como para a montagem de uma colecdo de bactérias e fungos isolados do Rio Tieté, as
amostras de agua e sedimento foram diluidas e semeadas em meios de cultura ricos para
fungos e bactérias. As culturas bacterianas foram incubadas por até 48 h a 28 °C. Apds a
realizacdo das contagens, foram isolados todos os micro-organismos morfologicamente
diferentes em cada ponto e conservados a -80 °C. Para organizar a colecdo de bactérias, cada

isolado foi catalogado de acordo com o local de amostragem e tipo de amostra da qual foi
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isolado (&dgua ou sedimento), precedido das iniciais do nome do projeto NAP-Bioprodutos,
assim: NBA para as amostras de a4gua e NBS para amostras de sedimento.

Foram selecionados aleatoriamente 200 isolados para identificacdo pela técnica de
sequénciamento parcial do gene 16S do RNA ribossomal. Para isso foi realizada a extracdo de
DNA com auxilio do Wizard Genomic DNA purification Kit® (Promega) seguindo as
instrucbes do fabricante. O DNA obtido na extracdo foi submetido a reacdo de PCR
convencional, utilizando os primers 27f (5 GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°) ¢ 1387r
(5 CGGTGTGTACAAGGCCCGGGAACG 3’) para amplificacdo da regido 16S rRNA. Uma
vez amplificadas, as amostras foram purificadas com 4alcool e os produtos foram
sequenciados. Para a identificacdo, as sequéncias foram comparadas com a base de dados do
National Center for Biotechnology (NCBI) (http://www.ncbi. nlm.nih.gov) via BLAST-n.

4.5 Avaliacdo do crescimento dos isolados bacterianos em altas concentracdes de metais
toxicos.

A capacidade de crescimento de isolados bacterianos a metais pesados foi testada
utilizando os metais: Cd e Ni. Para isso, as bactérias foram cultivadas em placas de 96 po¢os
contento meio Triptona de Soja (TS) liquido. Uma vez crescidas, as bactérias foram
inoculadas, com auxilio de um replicador de 96 dentes, em placas de meio Agar Triptona de
Soja (TSA) acrescido de Cloreto de Cadmio (CdCl;) ou Cloreto de Niquel (NiCl,) nas
concentragfes de 1 mM, 2 mM e 4 mM, e incubadas a 28 °C por 48 h. Todos os testes foram
realizados em triplicata e o crescimento foi considerado positivo quando a bactéria cresceu em
pelo menos duas réplicas. A capacidade das bactérias de crescer nas concentracfes avaliadas

de CdCl; e NiCl; sera referida ao longo do texto como tolerancia a metais toxicos.

4.6 Selecdo dos pontos de amostragem para andalise metagenémica

A selecdo dos pontos de agua para analise metagenémica foi realizada com base nas
caracteristicas fisico-quimicas e analises de diversidade bacteriana e flngica, obtidas pela
técnica de T-RLFP. Esta analise foi realizada em 33 pontos ao longo do rio (LIMA, 2015;
ORTIZ, 2015), dos quais foram escolhidos cinco pontos contrastantes, fundamentados nos
resultados de diversidade e riqueza, para analises mais detalhadas. A Andlise de Componentes

Principais (PCA) foi realizada com base nos parametros fisico-quimicos fornecidos pela
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CETESB (CETESB, 2014, 2015) e a Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) relacionando
esses parametros aos resultados de diversidade de riqueza determinados nos diferentes pontos
de amostragem. A localizacdo e algumas caracteristicas dos pontos selecionados para a

analise metagendmica estdo resumidas na tabela 1.

1) PINH 04500 - UGRHI 06 (Fig. 5, Ponto 4)

Este ponto de amostragem esta localizado no municipio de Sdo Paulo e caracteriza-se
pela alta eutrofizacdo e a elevada quantidade de matéria organica; apresentou indices de
riqueza e diversidade altos. Apesar de ser considerado um ponto poluido, nas analises de
PCoA e PCA este ponto se agrupou com as amostras mais limpas, o que fez dele um ponto
interessante para ser analisado.

2) TIET 02400 - UGRHI 10 (Fig. 5, Ponto 11)

Localizado no municipio de Tieté, o ponto de amostragem TIET02400 apresentou
qualidade de &gua “péssima” nos dois anos avaliados e um alto grau de eutrofizacéo;
apresentou bom indice de diversidade tanto na primeira, quanto na segunda temporada.
Quanto a diversidade, se agrupou tanto com amostras sujas quanto com amostras limpas. Este
ponto esta localizado no Rio Tieté e sofre bastante influéncia de efluentes urbanos.

3) TIET 02500 - UGRHI 13 (Fig. 5, Ponto 18)

O ponto de amostragem TIETEO02500 esta localizado no municipio de Barra Bonita
numa regido intermediaria do Rio Tieté (entre areas mais poluidas e menos poluidas). Foi
classificado pelo IQA da CETESB como “bom” em ambos 0s anos, esse fato pode indicar que
0 rio esta passando por um processo de autodepuracdo a partir desse ponto de coleta. Pelas
analises de PCoA e PCA se agrupa tanto com as amostras mais poluidas quanto com as menos
poluidas.

4) PATO 02900 - UGRHI 19 (Fig. 5, Ponto 29)

O ponto de amostragem PATO02900 estd localizado no municipio de Promissdo. A
captacdo da amostra de agua nao esta localizada no préprio Rio Tieté, mas num afluente, o
Ribeirdo dos Patos. Este ponto apresentou altos indices de riqueza e diversidade, tanto
bacteriana quanto fungica; foi agrupado com as amostras menos poluidas, pela analise de
PCA para os parametros fisico-quimicos. Quanto a diversidade, tanto nas analises de PCA
quanto nas de PCO, se diferenciou ficando bastante isolado dos demais pontos.

5) TITR 02800 - UGRHI 19 (Fig. 5, Ponto 31)

Localizado no municipio de Pereira Barreto, o ponto de amostragem TITR02800

apresentou qualidade de agua “6tima” nos dois anos avaliados. Nas analises de riqueza e
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diversidade mostrou-se entre os pontos mais diversos. Pelas analises de PCO e PCA se
agrupou com as amostras mais limpas. O ponto de captacdo esta localizado no Reservatério

de Trés Irmdos perto da foz do Rio Tieté.

Tabela 1 — Caracteristicas das amostras de dgua selecionadas para analise metagenémica

Parametro PINH04500 TIET02400 TIET02500 PATO02900 TITR02800
Latitude 233538S 230512S 223026S 211917S 203935S
Longitude 4641370 4740410 4832460 4949200 5108480
Corpo hidrico Rio Pinheiros Rio Tieté Rio Tieté dTE%;igs Re-f-ﬁg e}ﬁ%%fe
Chao-1' 2013/2014 102/43 102/37 76/70 188/37 49/62
Shannon-H' 2013/2014 4.29/3.22 4.21/3.19 3.19/3.72 3.72/3.07 3.47/3.79
Chao-1° 2013/2014 108/72 73/96 77/88 87/92 83/109
Shannon-H? 2013/2014 3.89/3.91 4.16/4.01 3.93/4.01 4.16/4.12 3.95/4.11
IQA* 2013/2014 20/15 25/24 72/66 67/55 90/86
0.D.* 2013/2014 2.2/0.7 15/15 5.8/5.7 5.1/34 7.5/7.4
D.B.O.* 2013/2014 44/50 37/32 4.0/7.2 3.0/5.2 2.0/2.0

ndices de diversidade e riqueza bacterianos — Fonte: (LIMA, 2015)

? indices de diversidade e riqueza fingicos — Fonte (ORTIZ, 2015)

IQA- indice de Qualidade de Agua; O.D. — Oxigénio Dissolvido; D.B.O. — Demanda Bioguimica de Oxigénio
* Valores referentes as médias anuais — Fonte (CETESB, 2014, 2015)

A selecdo dos pontos para as amostras de sedimento foi feita a partir das caracteristicas
fisico-quimicas e a localizagdo dos pontos no percurso do rio. Foram selecionados dois pontos
contrastantes: o PINH04500, situado em uns dos locais mais contaminados da bacia, pois
recebe alta quantidade de esgoto doméstico e industrial, sendo categorizado como “péssimo”
segundo as caracteristicas fisico-quimicas avaliadas pela CETESB (2014). O segundo ponto,
TIPR02800, estd localizado em uma regido ndo poluida e categorizada como “boa” pelas
analises fisico-quimicas publicadas no relatério da CETESB (2014). Esse ponto esta
localizado proximo ao ponto de agua PATOO02900, que apresentou o maior indice de
diversidade bacteriana nas analises por T-RFLP (LIMA, 2015). Para diferenciar as amostras
de sedimento das amostras de agua, as primeiras foram designadas com os nomes de NBS09,
no caso de PINH04500 e de NBS11 para TIPR02800.

4.7 Extracdo de DNA gendmico (gDNA) de amostras de agua e sedimento para
sequénciamento.

Para obtencdo de gDNA de alto peso molecular (40 kb) dos pontos de &gua
selecionados, foram filtrados diferentes volumes em membranas de 1,2 um e 0,2 um. Dos

pontos considerados contaminados (alta quantidade de nutrientes e baixa disponibilidade de
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oxigénio) PINH04500 e TIET02400, foram filtrados 20 L d’agua e daqueles considerados ndo
contaminados (baixa quantidade de nutrientes e alta disponibilidade de oxigénio) TIET02500,
PATO002900 e TITR02800), foram filtrados 50 L. Devido a esse grande volume a ser filtrado,
este processo foi realizado no laboratorio de Microbiologia e Parasitologia do Departamento
de Analises Ambientais da CETESB. Apos a filtragem, as membranas tanto de 0,22 pum como
de 1,2 pm, foram maceradas com nitrogénio liquido e o DNA foi extraido utilizando o
protocolo descrito por Castro et al., 2011 com algumas modificacdes. Em tubos de 50 ml,
foram misturados 10 g de filtro macerado com 15 ml de tampéo de extracdo (Tris/HCI 100
mM, pH 8.0, Fosfato de Sédio 100 mM, EDTA 100 mM, pH 8.0, NaCl 1.5 M, CTAB 1%
w/v) e submetidos a sucessivos ciclos de congelamento /descongelamento (40 min). Apos a
ultima etapa de descongelamento, foram adicionados 4,5 ml de SDS 20% e 2,5 ml de
Isotiocianato de Guanidina (5 M) em cada tubo e incubados por 2 h a 65 °C. Passado o tempo,
0s tubos foram centrifugados (5000 rpm, 10 °C durante 1 h) e o sobrenadante misturado com
12 ml de Cloroférmio/Alcool Isoamilico (24:1). O sobrenadante foi coletado depois de uma
nova etapa de centrifugacdo (mesmas condi¢des) e o precipitado com 20 ml de Isopropanol
70% (v/v) por 20 min a temperatura ambiente. Passado o tempo, os tubos foram centrifugados
por 1 h 30 min a 5000 rpm e 10 °C. O sobrenadante foi cuidadosamente descartado e o pellet
foi ressuspendido em 500 ul de TE pH 8.0. O DNA foi extraido com igual volume de tampao
Tris-Fenol/Cloroférmio seguido de centrifugacdo a 1000 rpm por 10 min a temperatura
ambiente. O sobrenadante foi misturado com igual volume de Cloroférmio/Acido Isoamilico
e centrifugado sob as mesmas condi¢6es. O sobrenadante (DNA) foi transferido para um novo
tubo e estocado a -20 °C. A extracdo de DNA das amostras de sedimento foi realizada a partir
de 10 g de sedimento.

Apbs extracdo, o gDNA foi preparado de acordo com instrugdes da empresa
responsavel Macrogen Inc., (https://dna.macrogen.com/eng/) e enviado para sequénciamento

na plataforma lllumina® HiSeq2000. Todas as amostras foram enviadas em triplicata.

4.8 Analise metagenémica

A qualidade das sequéncias foi verificada por meio da ferramenta FASTQC. As
sequéncias foram cortadas com auxilio do programa CLC Workbench 8.0.1. Sequéncias
menores de 20 bp assim como reads de baixa qualidade foram excluidas. A montagem dos
contigs foi realizada no programa CLC Workbench 8.0.1. A classificagdo funcional das

sequéncias foi realizada utilizando o servidor MG-RAST - Metagenomic Rapid Annotations
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using Subsystems Technology (MEYER et al., 2008) verséo 3.6., o qual oferece um conjunto
exclusivo de ferramentas para a realizacdo da anélise desse conjunto de dados. O servidor
oferece varios métodos para acessar os diferentes tipos de dados, incluindo anotagcdes de um
ou mais metagenomas ou genomas em diferentes bases de dados. Para anélise neste servidor,
as sequéncias foram enviadas com os contigs ja montados e também foram enviadas as
sequéncias brutas, ou seja, no formato enviado pela empresa responsavel pelo
sequénciamento. As andlises estatisticas foram realizadas com auxilio do software STAMP —
Statistical Analysis of Metagenomic Profiles (PARKS; BEIKO, 2010) que utiliza os perfis
metagendmicos gerados no MG-RAST como input. As andlises de diversidade foram
realizadas com auxilio do software PAST versdo 3.12 (HAMMER; HARPER; RYAN, 2001).

4.9 Obtencao de bibliotecas de fragmentos de DNA metagenémico em fosmidios

O DNA metagenémico (25 a 50 pg) das diferentes amostras foi separado por
eletroforese em campo pulsado (CHEF DRIII), recortado e purificado do gel quando
necessario. A montagem das bibliotecas metagendmicas foi realizada usando o CopyControl®
Fosmid Library Production Kit (Epicentre) seguindo as especificacdes do fabricante. O DNA
de alto peso molecular (40 kb) foi tratado com a enzima End-Repair para geracdo de
extremidades abruptas fosforiladas. Estes fragmentos foram clonados no vetor pCC2FOS®
com a enzima Fast-Link DNA Ligase. O fosmidio (vetor pCC2FOS™ + inserto) foi
empacotado no fago T-1 e mantido a -20 °C até a etapa de transfeccdo. Células de E. coli
EPI300-T1R foram transfectadas com os fagos contendo o fosmidio e semeadas sobre meio
de cultura suplementado com cloranfenicol na concentragdo de 12,5%. Os clones originados

foram estocados em meio de cultivo suplementado com cloranfenicol (12,5%) e glicerol.

4.10 Extracdo de DNA fosmidial para validacdo das bibliotecas metagendmicas

O DNA fosmidial de clones selecionados aleatoriamente foi extraido pelo método de
lise alcalina (SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Os clones foram inoculados em tubos falcon
de 15 ml contendo 3 ml de meio LB acrescido de cloranfenicol (12,5 pg/ml) e arabinose
(0,02%). Os tubos foram encubados em agitacdo (150 rpm) a 37 °C durante 20 h. Apoés este
periodo, foram centrifugados durante 3 min a 13000 rpm e 10 °C. O pellet foi ressupendido
em 100 pl de solugdo 1 [S0 mM de glicose; 25 mM de Tris-HCI (pH 8,0) e 10 mM de EDTA
(pH 8,0)], e incubado a temperatura ambiente por 5 min. Posteriormente, foram adicionados
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200 pl de solugdo 2 [0,2 NaOH e SDS 1%] recém preparada. Os tubos foram misturados
cuidadosamente por inversdo e incubados a 4 °C por 5 min. Em seguida, foram adicionados
150 pl de solugao 3 [5 M de acetato de potassio (60 ml); acido acético glacial (11,5 ml) e 28,5
ml de &gua] misturados cuidadosamente por inversdo e incubados a 4 °C durante 5 min. Os
tubos foram centrifugados a 12000 rpm durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi transferido
para novos tubos, adicionados 0,5 ul de RNase (100 pug/ml) e incubados por 1 h a 37 °C. Em
seguida, foram adicionados 500 ul de Fenol/Cloroformio/Acido Isoamilico (24:24:1) aos
tubos, misturados por inversdo e centrifugados a 12000 rpm por 15 min. O sobrenadante
coletado foi transferido para novos tubos, adicionados 500 pl de Cloroformio/Alcool
Isoamilico (24:1) e centrifugados a 12000 rpm durante 5 min. O sobrenadante foi transferido
para novos tubos. As amostras permaneceram durante 20 min a -80 °C. Posteriormente, 0s
tubos foram centrifugados a 12000 rpm por 5 min e o pellet lavado duas vezes com etanol
70% gelado. O pellet foi deixado secando a temperatura ambiente e depois ressuspendido em
25 ul de TE (pH 8,0). A qualidade do DNA fosmidial foi avaliada por eletroforese em gel de

agarose.

O DNA fosmidial das diferentes bibliotecas foi digerido com a enzima de restri¢cdo Notl
(ThermoScientific) seguindo as recomendagdes do fabricante para DNA plasmidial. A reacéo
ocorreu por 1 h a 37 °C e a avaliagdo da restricdo foi visualizada em Gel de Eletroforese de
Campo Pulsado (PFGE).

4.11 Caracterizacgdo clones das bibliotecas metagenémicas de agua e sedimento do Rio
Tieté quanto a tolerancia aos metais Cd e Ni.

Foram selecionados aleatoriamente 2880 clones das bibliotecas de DNA metagenémico
e cultivados sobre meio de cultura com os metais de interesse. A biblioteca PAT002900 foi
construida com DNA metagenomico de agua com qualidade “regular” (CETESB, 2014), a
biblioteca NBS09 foi construida com DNA metagendmico de sedimento do Rio Pinheiros
com qualidade “péssima” (CETESB, 2015) e a biblioteca NBS11 foi construida com DNA
metagendmico de sedimento com qualidade “boa” (CETESB, 2015).

ApOs estabelecer a concentracdo inibitoria minima (CIM) dos metais téxicos Ni e Cd
para 0 hospedeiro das bibliotecas, a linhagem E. coli EPI300-T1R (1 mM), foi avaliada a
tolerancia dos clones e esses metais nas concentragbes 1 mM, 2 mM, 4 mM. A linhagem

hospedeira foi utilizada como controle negativo em todos os testes realizados com os clones.
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Para identificar a sua resisténcia a metais, os clones foram inoculados em placas de 96 pogos
contendo meio LB + cloranfenicol e incubados a 37 °C durante 24 h. Apds o periodo de
incubacdo, os clones foram inoculados, com auxilio de um replicador de 96 dentes, em placas
de meio LB contendo cada metal na concentracao previamente definida, este procedimento foi
realizado em triplicata. O controle negativo foi inoculado junto com os clones em todas as
placas que foram incubadas a 37 °C durante 48 h. Apds a incubacgéo, os clones que cresceram
nas trés placas, foram semeados, individualmente, em novas placas de meio LB contendo o
metal. Finalmente, os clones que cresceram nas novas placas foram inoculados em meio LB
liquido acrescentado do metal e incubados a 37 °C durante 24 h. Foram considerados como

resistentes aqueles clones que cresceram nos trés testes realizados.

4.12 Analises estatisticas

As analises estatisticas dos dados metagendmicos foram realizadas com auxilio do
software STAMP que utiliza os perfis metagendémicos gerados no MG-RAST como input. As
anélises de diversidade foram realizadas com auxilio do software PAST versdo 3.12
(HAMMER; HARPER; RYAN, 2001). Foram calculados o estimador de riqueza Chao-1 e 0s
indices de diversidade Simpson 1-D e Shannon-H. A andlise estatistica dos dados de
diversidade foi realizada utilizando as ferramentas do pacote estatistico Laercio disponivel
para uso no software R 2.15.1. (The R Fundation for Statistical Computing, 2012).
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5 RESULTADOS
5.1 Parametros fisico-quimicos das amostras de 4gua e sedimento

Para a avaliacdo do impacto gerado pelo despejo de esgoto domeéstico e industrial no rio
foram medidos diferentes parametros fisicos, quimicos e biologicos. Estes parametros sdo
medidos periodicamente pela CETESB e publicados anualmente no relatério de Aguas
Superficiais. Os principais parametros fisico-quimicos referentes as 64 amostras de agua (32
para cada temporada) e as 14 amostras de sedimento (sete em cada ano) contempladas no
projeto, coletadas entre 2013 e 2014, sdo apresentados nas tabelas 1A do anexo. Na Nascente,
ndo foram medidos pardmetros fisico-quimicos no ano 2013 e apenas alguns foram medidos
no ano 2014.

A CETESB utiliza indices que integram os resultados de varios parametros fisico-
qguimicos e microbiologicos para medir a qualidade da agua e do sedimento. O IQA, indice de
qualidade de &gua, considera variaveis que indicam o lancamento de efluentes sanitarios no
corpo d’agua, sdo nove parametros: Condutividade, Turbidez, Nitrato, Nitrogénio amoniacal,
OD, Demanda Bioguimica de Oxigénio (DBO), Fosforo, E. coli e Clorofila a. O indice varia
de 0 a 100 e classifica a agua pela sua qualidade assim: 100-80 6tima, 79-52 boa, 51-37
regular, 36-20 ruim, 10-0 péssima.

A qualidade dos sedimentos e medida através do Critério de Avaliacdo da Qualidade
dos Sedimentos - CQS que classifica o sedimento em categorias de acordo com as linhas de
evidéncia: Contaminagdo Quimica, Comunidade Bentbnica e Toxicidade. S&o levados em
consideracdo dois indices para medir a qualidade do sedimento: o indice TEL, indica a
concentracdo abaixo da qual raramente sdo esperados efeitos bioldgicos adversos; o indice
PEL, indica a concentracdo acima da qual frequentemente sdo esperados efeitos bioldgicos.
Medidas abaixo do TEL sdo classificadas como “6timas”, medidas acima do TEL e abaixo do
PEL, sao classificadas como “boas” ou “regulares” e medidas acima do PEL sdo consideradas

“ruins” ou “péssimas’.

Os resultados fisico-quimicos apresentados na tabela 1A do anexo demostram que a
maioria dos pontos pertencentes as UHRHIs 5, 6, e 10 sdo os mais contaminados, pois
apresentam os maiores valores de condutividade, DBO e E. coli, assim como os valores mais
baixos OD Por outro lado, os pontos encontrados nas UGRHSs 13, 16 e 19 apresentam maiores

valores de OD, e menores valores de condutividade, DBO e E. coli. Outros contaminantes
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como o fosforo e o nitrogénio também estdo em menor quantidade nestas UGRHIs,

caracterizando-se como ambientes ndo poluidos.

5.2 Populacdo bacteriana cultivdvel nas amostras de agua e sedimento de diferentes
pontos ao longo da bacia do Rio Tieté.

Com o objetivo de estimar a populacdo cultivavel presente nas amostras de agua e
sedimento, assim como para a montagem de uma cole¢do de bactérias isoladas do Rio Tieté,
foi realizado o isolamento em meio de cultura. Os resultados das contagens de Unidades
Formadoras de Col6nia (UFC) na agua, em cada ponto de amostragem séo apresentados na
tabela 2.

Tabela 2 — Unidades formadoras de colénia quantificadas nas amostras de 4gua nos dois anos avaliados.

UGRHI PONTO UFC ml 2013 UFC ml™* 2014
5 JUNA04900  1,4x10°+2,4x10° 1,9x10"+ 2,4x10°
5 CMDC02900  1,3x10°+ 2,4x10° NR
5 CPIV02700 1,1x10% + 2,4x10°  7,1x10°+ 1,3x10°
5 TIBB02900 1,5x10° +1,3x10° NR
5 TATU04850  1,7x10°+1,3x10°  3,5x10"+ 1,8x10’
5 PCAB2192 7,3x10° +1,3x10° NR
6 NASCENTE  6,9x10°+1,1x10°  2,5x10*+ 6,4x10°
6 BQGU03950  5,1x10°+2,8x10*  1,2x10% + 7,0x10°
6 TAMTO04900  9,2x10°+ 6,4x10*  7,5x10" + 7,0x10°
6 PINH 04500 NR 7,2x10" + 7,7x10°
6 TIET04200 2,1x10°+ 2,5x10*  2,5x107 + 6,1x10°
6 TIP104900 1,0x10%+ 1,7x10°  1,2x10" + 4,8x10°
10 TIRG02900 8,56x10°+ 7,7x10*  1,4x107 + 3,5x10°
10 SOIT02850 1,8x10% + 1,7x10" NR
10 SOR0O02100  5,4x10*+3,9x10°  7,0x10°+ 4,7x10°
10 TIET02400 4,8x10%+ 6,2x10°  4,7x10°+ 1,0x10°
10 TIET02450 9,3x10%+ 6,8x10°  2,7x10°+ 2,5x10°
10 TIET02500 2,7x10*+ 6,7x10° NR
13 LENS03950  1,3x10%+4,0x10°  1,4x10°+ 2,2x10*
13 RGRA02990  3,3x10°+6,8x10*  3,9x10"+ 1,9x10°
13 JPEP03600 3,9x10%+ 7,3x10°  4,0x10° + 3,5x10*
13 JCGU03900  7,9x10%+2,5x10°  7,0x10° + 5,7x10*
16  TIET02600 1,1x10%+ 2,7x10%  5,9x10%+ 1,4x10%
16 BATA02800  1,3x10°+ 6,3x10" NR
16 ESGT2050 3,0x10%+ 2,3x10*  2,0x10°+ 4,9x10*
16 DADO2600  1,5x10%+2,0x10'  3,7x10*+ 1,4x10°
16 TIPR02990 3,1x10%+ 5,0x10*  3,9x10*+ 2,1x10*
19 TIET02700 1,1x10°+9,9x10"  1,8x10° + 1,4x10*
19 PATO02900  2,0x10°+3,8x10°  2,1x10*+ 5,7x10°
19 TITR02100 6,1x10°+ 1,8x10>  2,3x10°+ 1,0x10°
19 TITR02800 3,2x10%+ 1,6x10>  3,9x10*+ 4,2x10°
19 PARN 02100  1,2x10%+ 3,6x10°  3,7x10*+ 2,8x10°
18 ISOL02995 2,4x10%+ 1,3x10°  1,9x10*+ 7,0x10?

UGRHI — Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos. 2013 - temporada de seca. 2014 - temporada de
chuva; UFC - Unidades Formadoras de Coldnia; NR — N&o Realizado.
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A tendéncia da populagéo bacteriana ao longo da bacia hidrogréfica esta representada na
figura 6. Foi observado um aumento na quantidade de bactérias de 2013 para 2014. A
nascente foi o local onde uma menor contagem de bactérias foi detectada por isolamento, em
ambas as temporadas. Dados similares foram evidenciados nas amostras pertencentes a pontos
nas UGRHIs 13, 16 e 19, com valores de inferiores a 10° UFC ml™. J& os pontos pertencentes
as UGRHIs 5, 6 e 10 apresentaram contagens bacterianas da ordem de 10° UFC ml™ no ano
2013 e de 10" UFC ml™ no ano 2014.

Uma vez realizadas a estimativa da populacdo, todas as bactérias que apresentavam
morfologias diferentes em cada ponto de amostragem foram isoladas e preservadas a -80 °C
para compor o banco de isolados do Rio Tieté. Ao total foram coletadas 797 bactérias das
amostras de agua, sendo 469 da primeira temporada de amostragem e 371 da segunda. Com
uma média de 12 bactérias por ponto. Para compor a colecdo de bactérias, cada isolado foi
catalogado de acordo com o local de amostragem e tipo de amostra da qual foi isolado (agua
ou sedimento). Assim, todas as bactérias isoladas de amostras de agua estdo catalogadas como

NBA e todas as bactérias de isoladas de amostras de sedimento como NBS.
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Figura 6- Densidade bacteriana nas amostras de agua nas duas temporadas avaliadas. UFC — Unidades
Formadoras de Colénia; UGRHI — Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos. A classificacdo da &gua
com base no indice de Qualidade da Agua (IQA) em cada ponto (2014) esté4 indicada pelas cores azul: “otima”;
verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo: “péssima”.

A populagéo bacteriana dos sete pontos de sedimento foi também avaliada em dois anos
diferentes (2013 e 2014), no entanto, visto que as coletas de sedimento acontecem uma vez
por ano, os valores ndo refletem sazonalidade, mas repetitibilidade. Os resultados das

contagens bacterianas nas amostras de sedimento sdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 3 — Unidades formadoras de coldnia quantificadas nas amostras de sedimento, nos dois anos de
amostragem.

UGHRI PONTO UFC ml? 2013 UFC ml 12014

6 NASCENTE  4,10x10*+1,8x10°  1,43x10*+ 1,8x10°
6 PINH 04500 NR 9,72x10° + 4,9x10*
5 PCAB 02195  1,40x10°+2,2x10*  7,70x10* + 1,1x10°
5 ATIB 02800 4,70x10°+ 1,7x10°  7,60x10%+ 1,6x10°
10  TIBB 02900 3,90x10°+ 3,4x10*  3,40x10%+ 2,9x10°
10  SOIT02850 4,00x10%+1,7x10°  2,80x10%+ 3,1x10°
16  TIPR02800 NR 2,40x10* + 3,7x10°

UGRHI — Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidricos; UFC - Unidades Formadoras de Col6nia; NR — Nao
Realizado.

Ao contrario do observado na amostra de agua, a populacdo bacteriana no sedimento da
Nascente se manteve estavel entre as duas coletas, tendo sido encontrada uma concentracao
bacteriana similar a da amostra de dgua de 2014. Foram isoladas 246 bactérias dos 14 pontos
de sedimento avaliados, 81 delas foram isoladas em 2013 e 165 em 2014, com uma média de
17 bactérias por local de amostragem. Dessa forma, a colecdo de bactérias (planctonicas e
bentbnicas) da bacia do rio Tieté conta com 1043 representantes, isolados de diferentes pontos

de &gua e sedimento ao longo da bacia.

Durante a montagem da colegdo, foram verificadas diferengas nas morfologias
bacterianas entre pontos considerados poluidos e locais mais limpos (Fig. 7). Houve
prevaléncia de col6nias brancas e pequenas em amostras localizadas em pontos com
qualidades de 4dgua “ruins” e “péssimas” como TATU(04850 pertencente 8 UGRHI 5 (Fig. 7
a). Ja na amostra JCGUO03900, localizada em uma regido mais limpa do rio, cresceram

bactérias com diferentes pigmentaces, tamanhos e morfologias (Fig. 7 b).

Figura 7 — Caracteristicas morfoldgicas dos isolados bacterianos em pontos do rio com diferentes qualidades de
agua. a) amostra do ponto TATU04850 (UGRHI 5) b) amostra do ponto JCGU03900 (UGRHI 13)
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Embora a correlacdo entre diferencas morfoldgicas e taxonémicas ndo tenham sido
consideradas no presente trabalho, esta variagdo morfologica pode demonstrar uma maior

variabilidade em pontos do rio menos poluidos, classificados como “bons” e “6timos”.

Com o objetivo de verificar se a qualidade da agua ou do sedimento tem influéncia na
composi¢do da populacdo bacteriana cultivavel do rio, foram coletados aleatoriamente 200
isolados provenientes de locais classificados nos cinco diferentes IQA ou CQS: “6timo”,
“bom”, “regular”, “ruim” e “péssimo”, para identificacao via sequénciamento parcial do gene

16S rRNA.

Do total de isolados enviados para sequenciamento, 156 foram identificados até nivel
taxondmico de género com no minimo 96% de similaridade com sequéncias bacterianas
depositadas na base de dados do GeneBank. Os géneros mais abundantes foram Bacillus
(21,3%) e Pseudomonas (10,7%), os quais foram isolados de todos os pontos avaliados,
independente da qualidade da agua ou do sedimento. O género Bacillus foi mais o abundante
nas amostras dos locais menos poluidos (“6timo” e “bom”™), em contrapartida, Pseudomonas
apresentou maior abundancia em locais mais contaminados (“regular” e “ruim”) (Fig. 8). O
género Comamonas, que também foi um dos mais abundantes, foi detectado apenas em

amostras mais poluidas (“regular”, “ruim” e “péssimo’).
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Figura 8 — Géneros bacterianos identificados em diferentes locais ao longo do Rio Tieté. n (6timo) = 42; n
(bom) = 52; n (bom) = 14; n (regular); n (ruim) = 33; n = (péssimo) = 18.
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Nas amostras de pontos classificados como “regular” foram observadas abundancias
similares desses trés grupos taxondémicos. Foi observado também um maior nimero de
géneros nas amostras de locais limpos, levando em consideracdo que dos 33 géneros
encontrados em todas as amostras, 24 foram detectados em locais com indices de qualidade

“6timo”’ e “bom”.

5.3 Avaliacdo da tolerancia a altas concentracfes de metais toxicos de bactérias isoladas
do Rio Tieté.

Foi avaliada a capacidade das bactérias isoladas do Rio Tieté em crescerem em
diferentes concentracdes dos metais cadmio e niquel. As trés concentracdes testadas estdo
acima dos valores permitidos pelo CONAMA (Resolugdo n°. 357 de 2005). O limite de Cd
permitido nos rios de classe 3 é de 0,01 mg/L e de 0,001 mg/L nos rios de classes 1 e 2. No
caso do Ni a m&xima concentra¢do do metal permitida nos corpos d’agua das classes 1,2 e 3 é
de 0,0025 mg/L. Nos rios de classe 4, a concentracdo maxima permitida desses metais no
corpo d’agua ¢ 1 mg/L (0,009 mM para Cd e 0,017 mM para Ni).

Todos os isolados bacterianos foram testados quanto a habilidade de crescer em
concentragOes de CdCl, ou NiCl; de 1 mM, 2 mM e 4 mM. Foi observado que 191 (18,3%)
das bactérias foram resistentes/tolerantes até 4 mM de CdCl, e 96 delas (9,2%) foram
tolerantes até 4 mM de NiCl,. Trinta e cinco isolados (3,4%) exibiram a capacidade de crescer
nos dois metais avaliados numa concentracdo de 4 mM. Na figura 9 estd representada a
abundancia de bactérias tolerantes a 4 mM de CdCl, ou NiCl, nas amostras de &gua, bem
como a concentracdo desses metais nos pontos de amostragem, nos dois anos avaliados. A
maior parte das bactérias tolerantes a concentracfes de 4 mM foi isolada de locais com
vocacao industrial ou em industrializacdo, UGRHIs 5, 6 e 10, no entanto, também houve
bactérias isoladas de UGRHIs ndo industrializadas (13, 16 e 19) exibindo tais caracteristicas
(Fig. 9).

A maior frequéncias de bactérias tolerantes a 4 mM de NiCl, foi observada nos pontos
CPIV02700 (UGRHI 5) e PARNO02100 (UGRHI 19) (Fig. 9). Referente a Cd, a maior
abundancia de bactérias tolerantes a 4 mM de CdCl, foi observada ponto TIRG02900
(UGRHI 10). Estes resultados indicaram que ndo existe uma relacdo direta entre as
concentragfes destes metais toxicos na &gua e a abundancia de bactérias cultivaveis

tolerantes. No entanto, como foi mencionado anteriormente, a maior parte de bactérias
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tolerantes foi isolada de UGRHIs industrializadas (5, 6 e 10), estas UGRHIs mostraram uma
maior concentracdo de Ni do que as UGRHIs néo industrializadas (13,16 e 19) (Fig. 9). A
concentracdo de Cd na agua ao longo do rio se manteve abaixo dos limites permitidos,
durante os dois anos avaliados, sem haver diferencas na concentragdo entre UGRHIs

industrializadas e ndo industrializadas.
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Figura 9 — Concentracdo dos metais Cadmio (Cd) e Niquel (Ni) na agua e abundéncia de bactérias tolerantes a
concentragdes de até 4 mM isoladas de 33 pontos de amostragem ao longo da bacia.

Mesmo que a porcentagem de isolados com habilidade de crescer em concentragdes de
4 mM de CdCl, ou NiCl,foi menor a 20%, muitos deles cresceram em concentragdes mais
baixas dos metais. Os resultados demostraram que 51% e 67% das bactérias foram capazes de
crescer em 1 mM de CdCl, ou NiCl,, respectivamente. Essa concentracdo de metal é 100

vezes maior do que o maximo valor permitido para os rios de classe 4.

Entre as bactérias identificadas por sequenciamento parcial do gene 16S rRNA , doze
exibiram a capacidade de crescer a 4 mM de CdCl,, sendo elas pertencentes aos géneros
Chromobacterium (1), Elizabethkingia (1), Chryseobacterium (3), Shewanella (2), Bacillus
(1), Brevundimonas (1), Comamonas (1), Pseudomonas (1) e Flavobacterium (1). Duas
(Comamonas e Aeromonas) mostraram a capacidade de crescer a 4 mM de NiCl,, enquanto 1
isolado de Pseudomonas e outro de Comamonas, foram tolerantes a 4 mM de ambos os

metais.
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Algumas bacteérias resistentes incluindo duas com capacidade de crescer a 4 mM dos
metais avaliados, foram isoladas de locais com qualidade de &gua “boa” ou “6tima”, entre eles

a Nascente.

As bactérias isoladas de sedimento apresentam uma tolerancia menor ao Cd e maior ao
Ni do que as bactérias isoladas de agua. Das 191 bactérias tolerantes até 4 mM de CdCly,
apenas 23 (12%) foram isoladas de sedimento. No caso do NiCl,, 65% das bactérias tolerantes
até 4 mM provinham de amostras de sedimento. De maneira similar ao observado nas
amostras de agua, a maior parte dessas bactérias tolerantes foi isolada de pontos localizados
em UGRHIs industrializadas (5 e 6). As analises fisico-quimicas realizadas pela CETESB
mostraram concentracfes de Cd e Ni acima dos limites permitidos para sedimento em
algumas das amostras coletadas nas UGHRIs 5 e 6 (Tabelas 2A anexo). Igualmente foram
encontradas bactérias tolerantes em pontos considerados limpos, como a Nascente, onde nédo

se espera que exista contaminacao de metais devido a atividade humana.

5.4 Padronizacdo do método de extracdo para a obtencdo de DNA de alto peso
molecular.

Varios testes foram realizados para selecionar o0 método mais apropriado para a extracdo
de DNA de alto peso molecular. Os resultados demonstraram que a extracao usando o Power
Soil DNA Isolation kit® da MoBio produziu DNA de melhor qualidade, embora a quantidade
fosse menor. Essa qualidade foi verificada através de eletroforese em géis agarose padrdo. No
entanto, quando o DNA foi corrido utilizando o equipamento de Campo Pulsado, foi
observado que o material genético muito fragmentado. Também foram testados métodos de
extracdo manual (fenol/cloroférmio) ao invés de kits de extracdo, que usualmente utilizam
beads para lisar as células, que podem quebrar também o DNA. A eficacia do método para
extrair DNA do peso necessario para 0 sequenciamento e a construcdo das bibliotecas

metagendmicas (40 kb) foi verificado através de eletroforese em Campo Pulsado (Fig. 10).
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Figura 10 — Eletroforese em Gel de Campo Pulsado (PFGE) de DNA genémico. a) DNA extraido com
diferentes protocolos de extracdo: Pog¢os: 1) marcador de alto peso molecular; 2) DNA controle; 3) e 4) amostras
de sedimento extraidas pelo método manual m; 5) e 6) amostras de sedimento extraidas com kit. b) Amostras de
sedimento para a construgdo de bibliotecas metagendmicas. Pocos: 1) DNA controle (incluso no kit); 2) NBS09;

3) NBS11. A linha ponteada indica a regido onde deveria estar concentrada a maior quantidade de DNA.

Na figura 10 a, é possivel observar diferenca na integridade do gDNA extraido com o
protocolo manual daquele extraido utilizando kit de extracdo. Nos pogos 2 e 3, é observado o
DNA das amostras NBS09 (PINH04500) e NBS11 (TIPR02800), respectivamente, extraidas
utilizando o protocolo manual (fenol/cloroférmio) descrito no item 4.7. Nos pocos 4 e 5, 0
DNA das mesmas amostras extraido utilizando o Power Soil DNA Isolation kit® da MoBio.
Foi observado que o DNA nos pocos 3 e 4, esta concentrado no topo do gel, exibindo boa
qualidade, embora tenha sido observada uma degradacdo comumente observada em amostras
ambientais. As amostras dos pocos 5 e 6 no entanto, apresentaram um perfil diferente, com
uma degradagdo muito mais evidente sendo que, a maior parte do DNA, encontra-se na parte
inferior do gel (Fig. 10 a).

Uma vez padronizado, foi selecionado o método sugerido por Castro et al. (2011) para a
extracdo de gDNA das amostras de &gua e sedimento obtendo resultados satisfatorios tanto
qguanto a qualidade quanto pela quantidade (Fig. 11). ApGs a extracdo, a concentracdo do
gDNA foi medida por Qubit® (Fig. 11 b) e a integridade observada por eletroforese gel de
agarose 1% (Fig. 11 a). Para garantir que o sequenciamento Shotgun seja bem-sucedido, a

Macrogen exige uma quantidade minima de 2 pg de gDNA e, preferivelmente, sem evidéncia
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de degradacdo. Uma vez que o gDNA das amostras TIET24, TIET25, PATO, TITR, NBSQ9 e
NBS11 preenchia estes requisitos, foram sequenciados pela plataforma IHlumina® HiSeq2000.

O rendimento gerado por cada uma das amostras foi de aproximadamente 12 Gb. A
amostra PINH04500, que também foi encaminhada para sequenciamento, ndo passou no teste
de qualidade realizado pela Macrogen, Inc., devido a degradacdo da amostra, e por esse

motivo, ndo pode ser sequenciada.

et S AR B B Ny 0 Pogo Amostra Concentracao
O e de DNA (pg/ml)
: 2 TIET02400 R1 56,8
3 TIET02400 R2 58,8
4 TIET2500 R1 118,6
5 TIET2500 R2 82,6
6 PAT02900 R1 20,8
7 PAT002900 R 22,8
9 104 Lk 481 15 16 8 TITR02800 R1 14,12
Lt R R R R R I 9 TITR02800 R2 15,74
' 10 PINH04500 R1 69,5
11 PINH04500 R2 76,8
12 TIPR02800 R1 57,4
b 13 TIPR02800 R2 59,4

Figura 11 — a) Eletroforese em gel de agarose 1%. DNA gendmico de amostras de selecionadas para anlise
metagenomica. Pocos 1 e 9: £ (50ng); 8 e 16: marcador 1kb; 2-11: amostras de &gua; 12-15: amostras de
sedimento. b) Concentra¢do de DNA (ug/ml) quantificada em cada amostra.

5.5 Parametros fisico-quimicos das amostras de agua para analise metagendmica.

As amostras de agua para analise metagenémica foram realizadas em Novembro de
2014. Todas as andlises fisico-quimicas, eco toxicoldgicas e microbiolédgicas foram realizadas
pela CETESB. Na tabela 4 sdo apresentados os parametros avaliados para calcular o IQA nas
amostras de agua. Na tabela 3A do anexo sdo mostrados 0s resultados de todas as anélises
realizadas. Esses dados também estdo disponiveis no relatério de qualidade de &guas
superficiais de 2014 (CETESB, 2015).
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Tabela 4 — Parametros avaliados pela CETESB para calcular o IQA em amostras de agua.

Padrao

Parametro CONAMA TIET02400 TIET02500 PATO02900 TITR02800
Condutividade (uS/cm) - 685 441 209 171
OD (mg/L) >5 1,2* 5,26 2,7* 7,6
DBO (mg/L) <5 55* 6* * 2
Fésforo total (mg/L) <0,1 3,36* 0,36* 0,45* 0,017
Nitrato (mg/L) <10 <0,2 5,66 <1 <1
N-amoniacal (mg/L) <3,7 22,3* 0,4* 3,42 0,1
Turbidez (UNT) <100 120* 11,7 7,6 2,7
E. coli (UFC/100 ml) <600 6900* 80 468 1
Clorofila a (mg/L) <30 - 32,41* 1,07 10,16
UGRHI - 10 13 19 19
Classificacdo — IQA - péssima boa regular 6tima
Valor do IQA - 15 60 47 86

(*) Néo atendimento aos padrdes de qualidade da Resolugdo CONAMA 357/05; OD — Oxigénio Dissolvido;
DBO — Demanda Bioguimica de Oxigénio; UNT — Unidades Nefelométricas de Turbidez; UGRHI - Unidade de
Gerenciamento de Recursos Hidricos; UFC - Unidades Formadoras de Coldnia; IQA — Indice de Qualidade de
Agua.

Para verificar quais dos pardmetros fisico-quimicos avaliados poderiam tem maior
influéncia na classificacdo da qualidade da agua e que poderiam afetar a composicdo e
funcionamento das comunidades nos diferentes pontos de amostragem, foi realizada uma
analise de PCA (Fig. 12). Os resultados mostraram uma clara separacdo dos pontos por local
de amostragem. Os parametros N-Nitrito e N- Nitrato tiveram uma maior influéncia na
separagdo dos pontos nas amostras de PATO002900. Soélidos suspensos, turbidez,
condutividade e Ni e Zn totais, mostraram uma maior influéncia nas amostras de TIET02400.
A qualidade de 4gua das amostras TIET02400 e PAT0O02900 foi classificada como “péssima”
e “regular”, respectivamente, pelos critérios avaliados pela CETESB. A separacdo das
amostras TITR02800 e TIET02500 foi influenciada apenas pelo parametro OD.
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Figura 12 - Andlise de componentes principais (PCA) dos pardmetros fisico-quimicos medidos nas
amostras de dgua para analise metagendmica. PCA1:73,26%, PCA2: 14.60%. DBO - Demanda Bioquimica
de oxigénio; OD - Oxigénio Dissolvido; Fe - Ferro; P - Fosforo; SDT - Sélidos Dissolvidos Totais. A
classificagio da agua com base no Indice de Qualidade da Agua (IQA) em cada ponto esté indicada pelas cores
azul: “6tim0”; verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo: “péssima”.

5.6 Analise metagendmica das amostras de dgua

A classificagdo taxondmica e funcional das sequéncias obtidas de cada amostra foi
realizada utilizando o servidor MG-RAST versdo 3.6. Essas sequéncias tratadas (CLC®
Workbench) e ndo tratadas (raw sequences) foram enviadas ao servidor. Tendo em vista que 0
servidor MG-RAST sugere enviar as sequéncias ndo tratadas, optou-se por considerar apenas

as analises dos dados brutos.

O numero de sequéncias obtidas em cada ponto e réplica é mostrado na tabela 5. Para
facilitar a visualizacdo dos resultados, os pontos de amostragem receberam 0s seguintes
nomes: TIET24 (TIET02400), TIET25 (TIET02500), PATO (PAT002900) e TITR
(TITR02800), cada um com trés réplicas identificadas como R1, R2 e R3. Foram analisadas
366,789,760 sequéncias, das quais 21,446,200 foram descartadas por baixa qualidade. O
tamanho médio das sequéncias foi de 102 pares de bases. A quantidade de sequéncias foi
similar entre as réplicas na maioria das amostras, com excecéo de TITR_R2 que apresentou
quase o dobro do que TITR_R1, contudo houve uma maior quantidade de sequéncias de baixa
qualidade em TITR_R2 deixando as réplicas mais homogéneas apos a filtragem. O contetido
médio de GC foi de 49% sem variacOes consideraveis entre réplicas, no entanto, as amostras

do ponto TIET24 apresentaram valores ligeiramente mais altos.
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Tabela 5 — Resultados do sequenciamento do metagenoma de amostras de agua do Rio Tieté

Amostra No. Sequéncias Filtradas Apos filtragem  Contetdo de GC
TIET24 R1 30.976.976 290.823 30.686.153 52%
TIET24 R2 27.089.841 254.188 26.835.653 51%
TIET24_R3 28.297.410 265.100 28.032.310 52%
TIET25_R1 30.003.298 1.393.401 28.609.897 47%
TIET25_R2 29.549.752 1.364.374 28.185.378 47%
TIET25_R3 23.130.216 924.545 22.205.671 47%
PATO R1 27.418.103 2.146.943 25.271.160 48%
PATO R2 30.535.091 2.772.137 27.762.954 48%
PATO_R3 28.421.755 2.600.017 25.821.738 48%
TITR_R1 27.002.727 1.163.502 25.839.225 47%
TITR_R2 50.707.682 6.597.174 44.110.508 50%
TITR_R3 33.656.909 1.673.996 31.982.913 47%
Total 366.789.760 21.446.200 345.343.560 49%

Aproximadamente 6% das sequéncias foram removidas por baixa qualidade, uma vez
filtradas, os resultados mostraram que em todas as amostras, aproximadamente 8% das
sequéncias correspondem a genes de RNA ribossomal, 42% contem proteinas de funcéo
conhecida e o 50% restante contem proteinas de funcdo desconhecida. A classificacdo
taxondmica no nivel de dominio mostrou que aproximadamente 98% das sequéncias
pertencem ao dominio Bacteria, 0,8% pertencem a Eukaryota, 0,4% pertencem a Archaea e
0,2% a Virus.

Os perfis taxondmicos e funcionais gerados a partir da plataforma MG-RAST foram
utilizados como input no Software STAMP para realizar as analises estatisticas. Foi realizada
a andlise de T-test entre as trés amostras de cada um dos pontos de amostragem, para verificar
a sua condicdo de réplica. Ndo foram encontradas diferencas estatisticas entre os trios de

amostras, sendo, portanto, consideradas réplicas verdadeiras.

5.6.1 Composicao taxonémica das amostras de agua

A andlise taxondmica das sequéncias em diferentes niveis de resolucdo é realizada na
plataforma MG-RAST comparando a similaridade com sequéncias de proteinas depositadas
na base de dados M5NR. Essa analise taxonémica nédo é baseada no gene 16S rRNA, mas no

perfil funcional.
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Os cinco filos mais abundantes nas amostras de dgua analisadas foram Proteobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria e Cyanobacteria (Fig. 13). O filo com maior
abundancia em todas as amostras foi Proteobacteria, no entanto, foram observadas diferencas
entre os pontos avaliados em relacdo a abundéncia deste, visto que no ponto TIETE25
representou 58,6%, em TITR foi 48,1% e no ponto PATO representou 80,6% das sequéncias.
Tanto nas amostras do TIET25 quanto nas do TITR o segundo filo mais abundante foi
Cyanobacteria com porcentagens médias de aproximadamente 23%. Este filo representou

apenas 0,4% nas amostras do ponto PATO.

No nivel de classe, as amostras apresentaram perfis diferentes entre locais de
amostragem, mas as réplicas foram estatisticamente iguais (Fig. 13). As amostras de TIET24
mostraram quantidades similares de Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria, com valores
de abundancia relativa ao redor dos 43%. As amostras TIET25 e TITR exibiram maior
frequéncia de Gammaproteobacteria com valores médios de 73,8% e 55,7%, respectivamente,
e menores de Betaproteobacteria. Em contrapartida, as trés réplicas de PATO apresentaram as
maiores porcentagens de Betaproteobacteria encontradas nas amostras, com valores ao redor
dos 64%. A classe Alphaproteobacteria foi detectada nas amostras de todos os locais
analisados, mais a sua porcentagem foi maior nas amostras de TITR com um valor médio de
18,5%. Deltaproteobacteria e Epsilonbacteria foram as classes menos abundantes em todas as
amostras. O ponto TIET24 mostrou as maiores abundancias nesses taxa (3,46% e 1,39% em
média, respectivamente). Foi observada diferenca estatistica no nivel de classe entre 0s pontos

de amostragem.
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Figura 13 — Abundancia relativa de filos e classes do filo Proteobacteria nos diferentes pontos de amostragem ao
longo do rio.
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Uma das caracteristicas das amostras do ponto de TITR é a maior porcentagem de
sequéncias pertencentes ao grupo Outros (11%) quando comparada com os demais pontos
(<5%). Nesse grupo foram classificados todos os filos cuja abundancia relativa foi menor que
4% e que podem ser considerados como filos menos frequentes ou ‘raros’. Uma analise mais
detalhada desses grupos permitiu observar a ocorréncia do filo Planctomycetes como o mais
abundante entre as amostras TITR e TIET25 com abundéncias médias de 3,61% e 1,21%,
respectivamente (Fig 1A anexo). Nas amostras TIET24 e PATO o filo mais abundante dentro
do grupo dos menos frequentes foi Verrucomicrobia, com uma abundancia média de 0,53%
em TIET24 e de 0,38% em PATO.

O perfil taxondmico exibido pelas amostras localizadas em pontos do rio mais
contaminados TIET24 (“péssima”) e PATO (“regular”) foi similar, exibindo as classes
Betaproteobacteria e Gammaproteobacteria como as mais frequentes (Fig. 13). Dentro da
classe Betaproteobacteria a ordem Burkholderiales foi a mais abundante nessas amostras,
exibindo valores médios de 46,2% no ponto PATO e de 21,7% em TIET24 (Fig. 14). Nas
amostras localizadas em pontos com melhor qualidade de agua, TIET25 (“boa”) e TITR
(“otima”) a ordem Burkholderiales se mostrou pouco abundante, com valores menores a 10%
(Fig. 14). As familias mais frequentes dentro da ordem Burkholderiales foram
Burkholderiaceae e Comamonadaceae, exibindo perfis similares entre todas as amostras (Fig.
2A b anexo). Ainda dentro da classe Betaproteobacteria, a ordem Rhodocyclales foi a terceira
mais abundante nas amostras de TIET24 (8,9%), no entanto, foi encontrada em frequéncias
muito menores nos demais pontos, representando menos de 1% nas amostras de TIET25 e
TITR (pontos mais limpos). A Unica familia detectada dentro dessa ordem foi
Rhodocyclaceae.

Na classe Gammaproteobacteria, a ordem Pseudomonadales foi abundante em todas as
amostras, tendo sido encontradas maiores frequéncias nos pontos TIET25 (36,2%) e TIET24
(22,8%) (Fig. 14). Cabe salientar que embora a abundéncia relativa da ordem
Pseudomonadales tenha sido maior em TIET25, a classe Gammaproteobacteria foi mais
abundante no ponto TIET24 (Fig. 12). A analise até nivel de familia mostrou a predominancia
do grupo Pseudomonadaceae em todas as amostras com valores acima de 89%, a familia
Moraxellaceae exibiu uma maior abundancia no ponto TIET24 (10%), o mais contaminado, e
abundancias menores a 0,3% nos demais pontos (Fig. 2A a). A ordem Aeromonadales, que
também pertence a classe Gammaproteobacteria, foi detectada apenas no ponto TIET24, com

uma abundéncia média de 3,8% (Fig. 13).
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Figura 14 — Abundéancia relativa no nivel de ordem nos diferentes pontos de amostragem ao longo do rio.

O perfil taxondmico observado nas amostras localizadas nos pontos limpos TIET25 e
TITR também se mostrou similar, exibindo o filo Cyanobacteria como o segundo mais
abundante depois de Protebacteria. O filo Cyanobacteria foi quase inexistente nas amostras
mais poluidas TIET24 e PATO (Fig. 13). Dentro desse filo, apenas as sequéncias pertencentes
a classe Cyanophyceae foram classificadas mostrando uma abundancia média de 62,6% em
TIET25 e 61,8% em TITR. A ordem mais abundante dentro da familia Cyanophyceae foi
Chroococcales, sendo também a mais frequente no ponto TITR (19,7%) e a segunda mais
abundante no ponto TIET25 (23,2%) (Fig. 14).

O filo Actinobacteria (classe Actinobacteria) que exibiu maior abundéncia no ponto
TITR (9,6%), mostrou prevaléncia da ordem Actinomycetales (>90%). Essa ordem também
foi uma das mais abundantes nas amostras de TITR (9,3%) quando comparada com 0s outros
pontos de amostragem, que exibiram abundancias menores a 5%. Dentro da ordem
Actinomycetales, a familia Streptomycetaceae foi a mais abundante nas amostras do ponto
TITR (16,7%) tal abundancia foi maior do que nos demais pontos amostragem (Fig. 3A

anexo).

Foram analisadas até o nivel taxondmico de género as sequéncias que mostraram maior
abundancia (>0,1%). As amostras dos pontos TIET24 e TITR exibiram o maior numero de
géneros com abundancia maior de 0,1% com 213 e 270, respectivamente. Houve menor

guantidade desses géneros nas amostras TIET25, com 171, e PATO com 184. Na tabela 6
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estéo listados os 50 géneros mais abundantes detectados em todas as amostras e a abundancia

relativa do género em cada ponto de amostragem.

Tabela 6 — Classificacdo taxondmica dos 50 géneros bacterianos mais abundantes em amostras de agua do rio
Tieté. Em negrito esta destacado o ponto onde a abundéancia foi maior para cada Género.

Abundincia relativa (%)

Filo Classe Ordem Familia Género TIET24 TIET25 PATO TITR
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Pseudomonadaceae Pseudomonas 19,54 3490 16,00 9,58
Cyanobacteria Cyanophyceae Chroococcales unclassified Microcystis 0,03 15,03 0,01 12,89
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Polynucleobacter 2,55 0,28 9,71 0,88
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Dechloromonas 6,49 0,13 1,04 0,14
Cyanobacteria Cyanophyceae Chroococcales unclassified Cyanothece 0,60 4,70 0,06 3,96
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Burkholderia 2,38 1,79 4,43 1,75
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Stenotrophomonas 0,48 0,03 0,08 4,08
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae  Acidovorax 2,81 0,95 4,08 0,65
Proteobacteria Gammaproteobacteria Aeromonadales Aeromonadaceae Aeromonas 3,74 0,10 0,12 0,08
Planctomycetes Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Janthinobacterium 0,91 0,67 3,58 0,38
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Cupriavidus 1,14 0,54 2,79 0,58
Actinobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Polaromonas 1,45 0,54 2,66 0,51
Cyanobacteria unclassified Synechococcales Synechococcaceae Synechococcus 0,10 1,02 0,09 2,61
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Burkholderiaceae Ralstonia 0,94 0,48 2,49 0,50
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Herbaspirillum 0,65 0,06 2,45 0,56
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Herminiimonas 0,61 0,15 2,33 0,26
Bacteroidetes Bacteroidia Bacteroidales Bacteroidaceae Bacteroides 1,09 2,21 0,44 0,33
Proteobacteria Gammaproteobacteria Pseudomonadales Moraxellaceae Acinetobacter 2,06 0,17 0,37 0,20
Bacteroidetes Flavobacteriia Flavobacteriales Flavobacteriaceae Flavobacterium 1,89 0,91 1,78 0,32
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales  Sphingobacteriaceae Pedobacter 1,73 0,45 1,37 0,35
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae  Albidiferax 0,98 0,25 1,60 0,21
Cyanobacteria Hormogoneae Nostocales Nostocaceae Anabaena 0,04 1,41 0,03 1,53
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Curvibacter 0,56 0,53 1,51 0,08
Actinobacteria Actinobacteria (class) Actinomycetales Streptomycetaceae Streptomyces 0,32 0,23 0,51 1,43
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Bordetella 1,40 0,28 0,86 0,38
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Variovorax 0,63 0,26 1,39 0,22
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales  unclassified Chitinophaga 0,55 0,10 1,30 0,77
Cyanobacteria unclassified Chroococcales unclassified Synechocystis 0,03 1,40 0,02 1,29
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Xanthomonas 0,86 0,36 0,14 1,29
Cyanobacteria unclassified Nostocales Nostocaceae Nostoc 0,04 1,23 0,04 1,21
Proteobacteria Deltaproteobacteria Burkholderiales unclassified Methylibium 0,60 0,08 0,95 0,29
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Verminephrobacter 0,66 0,49 0,94 0,23
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Alcaligenaceae Achromobacter 0,92 0,20 0,51 0,20
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Delftia 0,63 0,44 0,92 0,15
Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae  Planctomyces 0,08 0,24 0,08 0,85
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Azoarcus 0,80 0,11 0,56 0,13
Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae  Rhodopirellula 0,06 0,29 0,06 0,77
Proteobacteria Gammaproteobacteria Enterobacteriales Enterobacteriaceae Yersinia 0,50 0,15 0,17 0,77
Proteobacteria Betaproteobacteria Alteromonadales Shewanellaceae Shewanella 0,74 0,22 0,42 0,25
Proteobacteria Gammaproteobacteria Burkholderiales Comamonadaceae Comamonas 0,74 0,18 0,62 0,12
Proteobacteria Betaproteobacteria Methylophilales Methylophilaceae Methylobacillus 0,30 0,08 0,73 0,12
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Thauera 0,64 0,35 0,34 0,09
Actinobacteria Actinobacteria (class) Actinomycetales Frankiaceae Frankia 0,11 0,09 0,17 0,62
Proteobacteria Betaproteobacteria Desulfuromonadales Geobacteraceae Geobacter 0,61 0,19 0,33 0,29
Cyanobacteria Cyanophyceae Oscillatoriales Microcoleaceae Trichodesmium 0,02 0,25 0,02 0,60
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Aromatoleum 0,58 0,42 0,39 0,13
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Oxalobacteraceae Oxalobacter 0,19 0,13 0,58 0,09
Proteobacteria Betaproteobacteria Methylophilales Methylophilaceae Methylovorus 0,16 0,04 0,50 0,05
Proteobacteria Gammaproteobacteria Bdellovibrionales Bdellovibrionaceae Bdellovibrio 0,47 0,21 0,22 0,09
Proteobacteria Betaproteobacteria Bacteroidales Prevotellaceae Prevotella 0,24 0,44 0,16 0,11
Cyanobacteria unclassified Chroococcales Aphanothecaceae Crocosphaera 0,01 0,12 0,01 0,44

O género Pseudomonas, pertencente a classe Gammaproteobacteria, foi o mais

abundante em todos os pontos de amostragem com excecdo de TITR, onde foi o segundo mais

abundante depois de Mycrocistis, género da classe Cyanophyceae (filo Cyanobacteria). Como
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se observa na tabela 6, a maior parte dos géneros que foram mais abundantes nas amostras
TIET25 e TITR ndo foram abundantes nas amostras TIET24 e PATO, e vice-versa. A Unica
possivel excecdo seria 0 género Burkholderia, representante da classe Betaproteobacteria, que

teve uma abundancia relativamente semelhante entre os pontos de amostragem.

Os resultados em diferentes niveis taxondmicos mostraram que os perfis exibidos pelas
amostras de &gua, foram aparentemente diferentes entre os pontos de amostragem. A analise
de componentes principais (PCA) gerada a partir do perfil taxondmico no nivel de filo
mostrou uma separagdo das amostras de acordo com o ponto de amostragem, onde é possivel
observar quatro agrupamentos diferentes, confirmando portando, as diferencas taxonémicas

entre eles (Fig. 15).
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Figura 15 — Anélise de Componentes Principais (PCA) do perfil taxondmico das amostras de 4gua no nivel de
filo. O grafico mostra as diferentes componentes para 0 mesmo grupo de dados PC1 vs PC2; PC3 vs PC2; PC2
vs PC3. PC1: 92,2% - PC2: 6,5% - PC3: 1,3%. A classificacio da agua com base no indice de Qualidade da
Agua (IQA) em cada ponto esta indicada pelas cores azul: “6tima”; verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo:
“péssima”. A seta em azul indica o percurso natural do rio.

As amostras de PATO e TIET24 se mostraram mais proximas entre elas e separadas das
outras amostras, estes pontos estdo localizados em regides do rio com qualidades de &gua
“regular” e “péssima”, respectivamente. Os pontos TIET25 e TITR também apareceram
préximos, mas a distancia entre eles foi maior daquela exibida entre PATO e TIET24. A
qualidade da 4gua no ponto TIET25 foi classificada como “boa” e no ponto TITR como

[1P4

oOtima”.
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5.6.1.1 indices de diversidade

O calculo dos indices de riqueza e diversidade foi realizado com auxilio do programa
Past 7.12., utilizando como input os valores de abundancia do gene 16S rRNA da base de
dados GreenGens. Os valores dos diferentes indices de diversidade e as diferencas estatisticas

entre os pontos de amostragem sdo demostrados na tabela 7.

Tabela 7 — indices de diversidade e estimadores de riqueza calculados em amostras de agua de diferentes pontos
do rio Tieté. As diferengas estatisticas entre os grupos foram calculadas por Duncan (p<0.05).

Simpson_1-D  Shannon_H Chao-1 Dominance. D  Evenness
TIET24 0,8110b 3,275b 854,2 a 0,189b 0,0402 b
TIET25 0,8736 a 3,624 a 557,8b 0,126 ¢ 0,0893 a
PATO 0,7472 ¢ 2,854 ¢ 502,4 b 0,253 a 0,0458 b
TITR 0,8849 a 3,593 a 493,9b 0,115¢c 0,0962 a

Em negrito € mostrado 0 maior valor entre os pontos de amostragem para cada indice avaliado. Classificacdo do
Indice da Qualidade da Agua (IQA): TIET24 — “péssima”; TIET25 — “boa”; PATO — “regular”; TITR — “6tima”.

Os indices de diversidade Simpsonl-D e Shannon-H foram significativamente maiores
nas amostras dos pontos TITR e TIET25, locais com qualidade de agua “6tima” e “boa”,
respectivamente. Os menores valores de diversidade foram observados nas amostras do ponto
de amostragem PATO que, consequentemente, exibiram os maiores valores de Dominancia.
De acordo com o estimador de riqueza Chao-1, as amostras do ponto TIET24 apresentaram
uma riqueza de espécies bacterianas, estatisticamente maior do que os demais pontos. N&o
foram detectadas diferencas estatisticas no valor de riqueza entre os pontos TIET24, PATO e
TITR (Tabela 7).

5.6.2 Analise funcional das amostras de 4gua

A anélise funcional das sequéncias foi realizada na plataforma MG-RAST versédo 3.6.
No pipeline seguido pelo servidor, a caracterizacdo € realizada comparando as sequéncias
anotadas com diferentes bases de dados conhecidas, entre elas COG (Clusters of Orthologous
Groups of proteins), eggNOG (evolutionary genealogy of genes: Non-supervised Orthologous
Groups) e SEED-Subsystems. De todas as bases de dados, foi selecionada a ontologia gerada
na base SEED-Subsystems, pois mostrou maior quantidade de sequéncias identificadas em
todas as amostras. As analises estatisticas foram realizadas com auxilio do software STAMP

versdo 2.1.3 utilizando como input o perfil funcional gerado no MG-RAST.

Na anotacéo pela base de dados SEED os reads sdo agrupados por estarem relacionados

com funcgdes especificas nas células. No nivel 1, as sequéncias sao divididas em 28 categorias
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diferentes. O perfil funcional das amostras de 4gua no nivel 1 da classificacdo com a base de
dados SEED-Subsystems € mostrado na figura 16.
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Figura 16 — Heatmap demostrando o perfil funcional de amostras de agua de diferentes pontos do rio, baseado
no nivel 1 do SEED-Subsystems. A classificacdo da 4gua com base no Indice de Qualidade da Agua (IQA) em
cada ponto de amostragem esta indicada pelas cores azul: “O0tima”; verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo:
“péssima”.

De forma similar ao exibido pelo perfil taxonémico, o perfil funcional exibiu uma
separacdo das amostras de acordo com local de coleta, inclusive no nivel mais alto de
hierarquia. O perfil apresentado pelas amostras de TITR foi diferente do exibido pelos outros
pontos. TIET24 e PATO mostraram perfis funcionais muito similares, fato que também foi
observado na classificacdo taxonémica. Em todas as amostras, 0s genes mais abundantes
foram aqueles classificados nas categorias Subsistemas agrupados, Carboidratos e
Aminoacidos e derivados. E possivel observar algumas diferencas, entre os pontos de

amostragem, no que se refere & abundéncia de genes em cada categoria. Os Subsistemas
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agrupados foram mais abundantes nas amostras TITR e PATO. Genes agrupados nas
categorias Metabolismo de compostos aromaticos e Parede celular e capsula foram mais
abundantes nas amostras de PATO e TIET24. Este Gltimo também mostrou uma abundéncia

de genes relacionados a Viruléncia, defesa e patogenicidade maior do que nos outros pontos.

A andlise estatistica confirmou a existéncia de diferencas significativas entre os
diferentes pontos de amostragem, inclusive nas categorias menos abundantes. A figura 17
mostra as diferencas encontradas no nivel 1 do SEED-Subsystems em cada um dos pontos de
amostragem (TIET24, TIET25, PATO, TITR), quando comparadas com 0s outros pontos
avaliados. O maior nimero de diferencas estatisticas foi exibido pelas amostras TIET25 e
TITR, com 13 categorias funcionais diferentes. O ponto PATO, mostrou a menor quantidade
de funcBes estatisticamente diferentes quando comparado com o0s outros pontos de
amostragem. Nos pontos de amostragem TIET24 e PATO, que apresentam qualidades de
agua “péssima” e “regular”, respectivamente, foram mais abundantes genes relacionados a
Viruléncia, defesa e patogenicidade, Metabolismo do nitrogénio e Metabolismo do RNA,
entre outros. Os pontos com qualidades de dgua “boa” e “o0tima”, TIETE25 e TITR, exibiram
abundancias significativamente maiores de genes funcionais do metabolismo de carboidratos
e de elementos como potassio, ferro, enxofre e fosforo. Genes relacionados as categorias
Fotossintese e Resposta ao estresse também foram mais abundantes nesses pontos.
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As diferengas estatisticas encontradas no perfil funcional dos diferentes locais de
amostragem explicam a separacdo dos pontos na anélise de PCA realizada no nivel de 1 do
SEED-Subsystems (Fig. 18). De maneira similar ao observado no perfil taxondémico, os
pontos localizados nas regiGes mais poluidas, TIET24 e PATO estdo mais proximos entre
sim. O perfil exibido pelas amostras localizadas no local com qualidade de agua “6timo”
TITR, é o mais diferente, visto que o agrupamento de pontos é o mais distante de todos.
Como foi observado na figura 16, o ponto TITR se mostrou diferentes em 13 categorias das

categorias avaliadas.
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Figura 18 — Andlise de Componentes Principais (PCA) do perfil funcional das amostras de 4gua no nivel 1 do
SEED-Subsystems. PC1: 55.1% - PC2: 38.1%. A classificacdo da agua com base no indice de Qualidade da
Agua (IQA) em cada ponto de amostragem esté indicada pelas cores azul: “Otima”; verde: “boa”; amarelo:
“regular”; roxo: “péssima”.

Algumas categorias do SEED-Subsystems foram analisadas em detalhe, a fim de
entender melhor o funcionamento das comunidades em cada ponto de amostragem, tentando

correlacionar as variagdes fisico-quimicas com a abundancia destes subsistemas.
5.6.2.1 Metabolismo do nitrogénio

No nivel 1, foi visto que os genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio foram
mais abundantes nas amostras do TIET24 comparado com 0s demais pontos de amostragem
(Fig. 18). TIET25 e TITR exibiram as menores porcentagens desses genes. Quando

relacionados os resultados de abundancia com a concentragdo de nitrogénio na agua, foi
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observada uma relacdo proporcional, locais com maior quantidade de N exibiram uma maior

abundancia de genes na categoria Metabolismo do nitrogénio (Fig. 19).
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Figura 19 — Abundancia de genes relacionados ao metabolismo do nitrogénio (nivel 1 SEED-Subsystems) em
pontos de amostragem com diferentes concentra¢6es de nitrogénio.

Analisando os niveis 2 e 3 da base SEED-Subsystems também foram detectadas
diferencgas na abundancia de genes implicados na ciclagem do nitrogénio no corpo d’agua. Na
figura 20 estdo resumidos os processos relacionados ao metabolismo do N. identificados nos
metagenomas, nos diferentes pontos de amostragem. As reacGes metabolicas mostradas na
figura 20 foram detectadas em todos 0s pontos, ndo entanto a abundéncia de genes se mostrou
diferente entre locais de amostragem, por isso foi analisada a ocorréncia de diferencas
estatisticas na abundéncia de genes associados a esses processos.

Os processos de amonificacdo e desnitrificacdo foram mais abundantes nas amostras de
TIET24 e PATO, assim como os genes implicados na reducdo do nitrato a nitrogénio
elementar (genes nor, nir e nos). A fixacdo biolégica de nitrogénio também foi mais
abundante em TIET24 seguida pelas amostras de TIET25. Quando analisado este processo até
o nivel de funcdo, foram encontrados diferentes tipos de nitrogenases incluindo a ferro-
molibdénio (FeMo), a ferro-ferro e a vanadio-ferro nitrogenases, no entanto, ndo foram
encontradas diferengas significativas entre os diferentes tipos de enzima. Os genes associados
a assimilacdo do nitrogénio a aminoacidos e proteinas foram significativamente maiores no

ponto PATO, seguidos pelas amostras do ponto TITR.
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Figura 20 — Esquema representativo dos processos associados ao metabolismo do nitrogénio analisados nos
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ANOVA e Tukey (p<0,05) com correcdo de Bonferroni. nor — Oxido nitrico redutase; nir — Nitrito redutase;
nos- Oxido nitroso redutase. A classificacdo da 4gua com base no Indice de Qualidade da Agua (IQA) em cada
ponto de amostragem esta indicada pelas cores azul: “6tima”; verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo: “péssima”.

N&o foram encontrados genes envolvidos no processo de nitrificagdo, estes eram
esperados devido as altas concentracdes de amdnia na dgua nos pontos mais poluidos (Fig.
19). Também ndo foram detectados genes relacionados ao processo de oxidacdo anaerdbia de

amonia (ANAMMOX) em nenhum dos metagenomas funcionais.

5.6.2.2 Metabolismo do enxofre

Como foi visto na figura 16, o Metabolismo do enxofre, é uma das categorias do nivel 1
do SEED-Susystems mostrando-se pouco abundante comparada com outras categorias, no
entanto, o enxofre € um dos principais componentes da matéria organica, o que torna essa
funcéo interessante para uma andlise mais detalhada. De forma geral, os genes relacionados
ao metabolismo do enxofre foram mais abundantes no ponto TIET25, um dos mais limpos.
Essa abundancia foi estatisticamente maior do que nos outros pontos. O ponto que mostrou
menor quantidade de genes nessa categoria foi TITR. Os processos metabdlicos relacionados
a degradacdo de moléculas portadoras e de assimilacdo do enxofre detectados nos diferentes

metagenomas estdo resumidos na figura 21.
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Figura 21 — Esquema representativo dos processos associados ao metabolismo do enxofre analisados nos niveis
2 e 3 do SEED-Subsystems. Diferengas estatisticas entre os pontos de amostragem foram calculadas por
ANOVA e Tukey (p<0,05) com correcéo de Bonferroni. DMSP — Dimetilsulfoniopropionato A classificagdo da
agua com base no Indice de Qualidade da Agua (IQA) em cada ponto de amostragem esté indicada pelas cores
azul: “6tima”; verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo: “péssima”.

Processos associados ao catabolismo como a oxidagéo do enxofre e a reducédo do sulfato
foram estatisticamente mis abundantes nos locais mais contaminados, TIET24 e PATO. J4 a
assimilacdo do enxofre organico e inorganico foi mais abundante nas amostras do ponto
TIET25. A assimilacdo do enxofre inorganico foi significativamente maior nos pontos
localizados em &reas menos poluidas, TIET25 e TITR, do que nos pontos mais contaminados.
A concentracdo de enxofre ndo estd entre os parametros fisico-quimicos determinados pela
CETESB na &gua, assim, ndo € possivel relacionar a concentracdo desse elemento com a

abundancia de genes associados ao seu metabolismo nos diferentes metagenomas.

5.6.2.3 Ciclo do carbono e obtencdo de energia

O primeiro nivel de classificagdo do SEED-Subsystem agrupa todas as funcgdes
relacionadas ao metabolismo do carbono em uma Unica categoria chamada de Carboidratos,
uma das mais abundantes no metagenoma de todas as amostras (Fig 16). A abundancia dessa
categoria foi estatisticamente maior nas amostras de TITR comparada com os demais pontos
(Fig 17). Na figura 22 estdo representados o0s processos metabdlicos associados ao
metabolismo de carboidratos nos niveis 2 e 3, detectados nos metagenomas. A glicolise,

gliconeogénese e o ciclo de Krebs (&cidos tri-carboxilicos) foram mais abundantes nas



75

amostras de TITR e PATO. Os processos de glicélise e gliconeogénese foram analisados em
mais detalhe. O processo alternativo para a degradacdo dos acucares, via das pentoses, foi
mais abundante nos locais com qualidade a agua “6tima” e “boa” (TITR e TIET2S5), ndo
existindo diferencas significativas na abundancia entre esses dois pontos. Genes associados a
fotossintese e fixacdo de carbono também foram mais abundantes em TITR local com melhor
qualidade de &gua (maior concentragdo de OD e menor Turbidez).
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Figura 22 — Esquema representativo dos processos associados ao metabolismo do carbono, analisados nos niveis
2 e 3 do SEED-Subsystems. Diferencas estatisticas entre os pontos de amostragem foram calculadas por
ANOVA e Tukey (p<0,05) com correcio de Bonferroni. A classificagdo da agua com base no indice de
Qualidade da Agua (IQA) em cada ponto de amostragem est4 indicada pelas cores azul: “otima”; verde: “boa”;
amarelo: “regular”; roxo: “péssima”. COT- Carbono Organico Total; OD - Oxigénio Dissolvido.

Como esperado, processos que normalmente ocorrem em condi¢cdes de anaerobiose
(baixa concentragdo de OD) como acetogénese, metanogénese e fermentacdo foram mais
abundantes nas amostras do ponto TIET24. A fermentacdo também se mostrou abundante no
ponto TIET25 e, quando analisada até o nivel de funcdo, os resultados mostraram que a
producdo de lactato (fermentacdo lactica) e de acidos (fermentacdo &cido mista) foram
maiores nesse ponto de amostragem. O processo fermentativo do tipo alcodlico foi mais
abundante nas amostras TIET24 e PATO. O resultado quanto a producdo de metano via
metanogénese demonstrou uma abundancia de genes associados a essa reagdo no ponto

TIET24 igual a exibida pelas amostras de TITR.
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5.6.2.3.1 Glicolise e gliconeogénese

A glicdlise e a gliconeogénese séo classificadas no nivel 3 do SEED-Subsystem como
uma Unica categoria. Foi realizada uma andlise nivel de funcdo com o objetivo de separar 0s
dois processos e determinar se existem diferencas entre os pontos de amostragem. Na tabela 8
séo apresentadas as enzimas relacionadas ao metabolismo da glicose que foram detectadas em
todos os metagenomas.

Tabela 8 — Enzimas associadas aos processos de glicélise e gliconeogénese detectadas no metagenoma de
amostras de agua do rio Tieté e abundancia em cada ponto de amostragem. Valores em negrito representam a
maior abundancia entre os pontos de amostragem.

Abundancia relativa (%)

Enzima Processo TIET24 TIET25 _PATO _ TITR

Phosphoglycerate kinase Glicblise 0,06170 0,05052 0,07272 0,00103
Triosephosphate isomerase Glicolise 0,02786 0,02251 0,03200 0,00082
Glucokinase Glicolise 0,01199 0,02276 0,01612 0,00071
6-phosphofructokinase Glicblise 0,00959 0,01151 0,00629 0,01733

0,11115 0,10731 0,12713 0,01989
Phosphoenolpyruvate synthase Gluconeogénese 0,07635 0,09682 0,09380 0,00321
Pyruvate,phosphate dikinase Gluconeogénese 0,02640 0,02526 0,01386 0,00100
Fructose-1,6-bisphosphatase Gluconeogénese 0,01660 0,01868 0,01558 0,02021
Putative phosphoenolpyruvate synthase Gluconeogénese 0,00066 0,00008 0,00052 0,00034
/pyruvate phosphate dikinase

0,12000 0,14085 0,12376 0,02477
Glucose-6-phosphate isomerase Glicolise e Gluconeogénese  0,05655 0,05353 0,06943 0,00100
Fructose-bisphosphate aldolase Glicolise e Gluconeogénese  0,03087 0,02544 0,03244 0,04097

Pyrophosphate-fructose 6-phosphate 1-phosphotransferase Glicolise e Gluconeogénese  0,00126 0,00249 0,00072  0,00524
0,08867 0,08147 0,10259 0,04721

Em total foram encontradas 11 enzimas, das quais 4 sdo exclusivas da glicolise, 4 sdo
exclusivas da gliconeogénese e 3 catalisam reagBes em ambas vias metabolicas. Quatro dessas
enzimas foram mais abundantes no ponto TITR, trés no ponto PATO e duas nos pontos
TIET25 e TIET24. No entanto, a soma das abundancias de todas as enzimas associadas a cada
processo permitiu determinar que a glicolise e as enzimas associadas a ambos 0S processos
foram significativamente mais abundantes em PATO do que nos demais pontos. A
gliconeogénese, por sua vez, foi mais abundante nos pontos TIET24 e PATO.

5.6.2.3.2 Producdo de Hidrolases

Dentro do metabolismo de carboidratos, as enzimas responsaveis pela degradacao,
modificacdo e criacdo dos enlaces glicosidicos estdo classificadas em cinco diferentes grupos,
na base de dados CAZy (Carbohydrate-Active Enzymes database). Nos metagenomas foram
detectadas enzimas classificadas nos cinco grupos CAZy: Glicosil Hidrolases (GHs), Glicosil
Tranferases (GTs), Polissacarideo Liases (PLs) e Carboidrato Esterases (CEs) e Atividades
Auxiliares (AAS).
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Classificadas no nivel 2 do SEED-Subsytems as GHs mostram abundancias diferentes
entre os pontos de amostragem, tendo sido encontradas com maior frequéncia no ponto
TIET?25 seguidas pelo ponto TIET24 (Fig. 23).

Glicosil Hidrolases GHs
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Figura 23 — Abundancia de genes associados a Glicosil Hidrolases (GHs) detectados no metagenoma de
diferentes pontos de amostragem. A classificacdo da agua com base no Indice de Qualidade da Agua (IQA) em
cada ponto de amostragem esta indicada pelas cores azul: “6tima”; verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo:
“péssima”.

Dentro GHs foi analisada ocorréncia de genes relacionados a degradacédo
polissacarideos como a celulose. Os resultados do nivel 3 do SEED-Subsystems mostraram a
presenca de genes associados ao celulosomo, complexo enzimatico responsavel pela
degradacdo desse polissacarideo. A abundancia destes genes foi significativamente maior nas
amostras do ponto TIET25, seqguido por TIET24 (Fig. 24 a). Entre as enzimas responsaveis
pela degradacéo da celulose, presentes no celulosomo, foram detectadas a alfa-glicosidase EC
3.2.1.20 (Fig. 24 b), que foi estatisticamente mais abundante no ponto TIET25, a
endoglucanase EC 3.2.1.4 cuja abundancia ndo apresentou diferenca estatistica entre 0s
pontos de amostragem e a proteina regulatéria SusR, que também foi mais abundante nas
amostras de TIET25. Dentro das enzimas presentes no celulosomo, também foi detectada a
presenca de alfa-amilase EC 3.2.1.1, enzima associada a degradagdo de amido. A abundéancia

dessa enzima também foi significativamente maior nas amostras do ponto TIET25 (Fig. 24 b).
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Figura 24 — Abundéancia de genes relacionados a degradacdo de polissacarideos no celulosomo. a) Diferenca nas
na abundancia de genes associados ao Celulosomo em diferentes pontos de amostragem. b) Principais enzimas
do celulosomo detectadas nos metagenomas no nivel de fungfo. A classificacdo da agua com base no indice de
Qualidade da Agua (IQA) em cada ponto de amostragem est4 indicada pelas cores azul: “6tima”; verde: “boa”;
amarelo: “regular”; roxo: “péssima”.

Genes relacionados a producdo de pectinases foram também detectados nos
metagenomas, estas enzimas estdo classificadas no grupo CAZy das PLs e s@o as responsaveis
por clivar o &cido galacturbnico, principal componente da pectina. De forma similar as
glicosil hidrolases, os resultados demostraram, que houve uma abundancia significativamente
maior de pectinases nas amostras de TIET25 (0,132%). As amostras de PATO foram as
segundas mais abundantes (0,115%). Entre as pectinases detectadas nos metagenomas foram
identificadas a pectato liase EC 4.2.2.2 que foi mais abundante no ponto TIET25 e a pectina
liase EC 4.2.2.10 mais frequente em PATO.

5.6.2.4 Resisténcia a metais

A resisténcia a metais também foi pesquisada nos metagenomas com o intuito de
verificar a existéncia de diferencas entre os pontos de amostragem. A resisténcia a metais esta
classificada no nivel 3 do SEED-Subsystem, fazendo parte das categorias Viruléncia, defesa e
patogenicidade (nivel 1) e Resisténcia a antibidticos e compostos toxicos (nivel 2). Nas
figuras 15 e 16 foi observado que no nivel 1, abundancia de genes foi maior nas amostras do
ponto TIET24 e a menor abundancia foi exibida pelo ponto TITR. Na categoria Resisténcia a
antibioticos e compostos toxicos do nivel 2, as amostras de TIET24 foram também as que

apresentara maior abundancia, seguidas pelas amostras de PATO (Fig. 25).
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Figura 25 — Diferencas na abundancia de genes associados a Resistencia a antibiéticos e compostos toxicos no
nivel 2 do SEED-Subsystems, em amostras de agua de diferentes pontos do rio. Analise estatistica por ANOVA e
Tukey (p<0,05) com correcdo de Bonferroni. A classificagdo da &gua com base no Indice de Qualidade da Agua
(IQA) em cada ponto de amostragem esté indicada pelas cores azul: “6tima”; verde: “boa”; amarelo: “regular”;
roxo: “péssima”.

Os resultados do nivel 3 mostraram a ocorréncia de resisténcia aos metais Cd, Co, Zn,
Cr e Hg assim como tolerancia ao Cu. Houve diferencas estatisticas na abundancia de genes
do sistema de resisténcia Co-Zn-Cd e na resisténcia a Hg entre todos os pontos de

amostragem (Fig 26).

Quanto a resisténcia a cobalto-zinco-cadmio (Fig 26 a), as amostras do ponto TIET24
foram estatisticamente mais abundantes do que as amostras dos outros pontos. Ao analisar
essa resisténcia no nivel de funcdo, foram encontradas diversas enzimas associadas a tal
capacidade, entre elas, proteinas das familias Czc e Cus e algumas proteinas transportadoras.
A tolerancia a cobre, cuja abundancia foi maior nas amostras de TIET24 e PATO, esta
relacionada as proteinas codificadas pelos genes cor, que funcionam como bombas de efluxo,

e cur, que promovem a homeostase da célula.

Os genes de resisténcia ao Cr, que também foram mais abundantes nos pontos com IQA
mais baixo, codificam proteinas da familia Crh, com funcbes de transporte e resisténcia a
cromato, e que aparentemente trabalham de forma similar a enzima superéxido dismutase.
Alguns genes menos abundantes relacionados a resisténcia exclusiva a Zn (Fig. 26 e) ou Cd
(Fig. 26 f) também foram detectados nos metagenomas. A resisténcia exclusiva ao Zn foi
mais abundante nos pontos TIET24 e TITR, ndo existindo diferencas estatisticas entre eles.
No nivel de fungdo, essa resisténcia esta associada a um sistema regulatorio de dois
componentes, que reage a presenca do metal. A resisténcia ao Cd foi mais abundante nas
amostras do ponto TIET25 e, funcionalmente, se mostrou relacionada a uma proteina
transportadora e a uma bomba de efluxo exclusivas para esse metal. Os genes de resisténcia
ao Hg (Fig. 26 e), que tambem foram mais abundantes no ponto TIET25, estdo classificados
numa categoria chamada Operon de Resisténcia a Mercurio, e codificam a familia de
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proteinas Mer, com funcdes de transporte e resisténcia especificas para esse metal. Na tabela

5A do anexo, estdo descritas todas as fungfes associadas a resisténcia a metais toxicos

detectadas nos metagenomas e a respectiva abundancia em cada ponto de amostragem.
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Figura 26 — Abundéncia de genes associados a resisténcia a metais toxicos detectados nos metagenomas de
amostras de agua de diferentes pontos do rio. Anélise estatistica por ANOVA e Tukey (p<0,05) com correcdo de
Bonferroni. A classificacido da agua com base no Indice de Qualidade da Agua (IQA) em cada ponto de
amostragem esta indicada pelas cores azul: “6tima”; verde: “boa”; amarelo: “regular”; roxo: “péssima”.
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5.7 Construcdo de bibliotecas metagenémicas e prospeccdo de clones resistentes aos
metais Cd e Ni.

A construgdo de bibliotecas de DNA metagendmico foi realizada a partir do DNA
extraido da amostra de agua PATO e das duas amostras de sedimentos localizadas em regifes
contrastantes do rio. As amostras de sedimento foram coletadas nos meses de Junho
(PINHO04500) e Julho (TIPR02800) de 2014. Todas as andlises fisico-quimicas, eco
toxicologicas e microbioldgicas foram realizadas pela CETESB. A amostra NBS09, que
corresponde ao ponto PINH04500, est4 localizada na UGHRI 6, com vocagdo industrial. Em
muitos dos parametros avaliados, este ponto de amostragem esta classificado como
“péssimo”. A amostra NBS11, correspondente ao ponto TIPR02800, esta localizada nas
UGRHI 16, com vocacdo agricola. Levando em consideracdo a maioria dos pardmetros fisico-
quimicos avaliados, este ponto de amostragem pode ser considerado como “bom”. A tabela 9

apresenta os principais resultados das analises realizadas nas amostras de sedimento.

Tabela 9 - Parametros fisico-quimicos avaliados pela CETESB nas amostras de sedimento.

Parametro TEL PEL PINHO4500 TIPR02800

NBS09 NBS11
Cobre (mg/kg) 35,7 197 58,1* 18,2
Metais Niquel (mg/kg) 18 35,9 108** 19,1*
Zinco (mg/kg) 123 315 122 29,7
Carbono organico % - - <1 1,76
Nutrientes N Kjendahl (mg/kg) - - 326 1824
Fésforo (mg/kg) - - 435 519
Acenafteno (pg/kg) 6,71 88,9 >575%* <20
Antraceno (pg/kg) 46,9 245 >575%* <20
Hidrocarl’)(?ntetos Benzo(a)antraceno (pg/kg) 31,7 385 >575%* <20
aromaticos — p  (a)pireno (ng/kg) 31,1 782 750 <10
polinucleares
(PAH) Fluoranteno (ug/kg) 111 2355 638* <20
Naftaleno (pg/kg) 34,6 391 >575%* <30
Pireno (nug/kg) 53 875 >575%* <20
. L. Clostridium perfringens (NMP/100g) - - 4.9x10° 1,4x10*
Microbiolgicos ' '
E. coli (NMP/100g) - - 1,3x10° 1,1x10°

TEL - concentracdo abaixo da qual raramente sdo esperados efeitos biol6gicos adversos; PEL - concentracdo
acima da qual frequentemente sdo esperados efeitos biol6gicos para arsénio, metais pesados e compostos
organicos; (*) Valores acima do TEL; (**) Valores acima do PEL; NMP — NUmero Mais Provével.

Antes da construgcdo das bibliotecas metagenémicas, as amostras de sedimento dos
locais PINH04500 (NBS09) e TIPR02900 (NBS11), também foram envidas para

sequenciamento na plataforma Illumina® HiSeq2000 e os resultados do sequenciamento
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foram submetidos no servidor MG-RAST versdo 4.0.2., para a geragdo dos perfis
taxondmicos e funcionais. Os resultados do sequenciamento sdo apresentados na tabela 10.

Tabela 10 - Resultados do sequenciamento do metagenoma de amostras de sedimento

Amostra No. Sequéncias Filtradas Apés filtragem Conteudo de GC

NBS09_R1 39.091.854 3.469.130 35.622.724 54%
NBS09_R2 42.470.615 1.272.364 41.198.251 52%
NBS09_R3 42.448.487 950.989 41.497.498 50%
NBS11_R1 39.327.991 1.950.695 37.377.296 54%
NBS11_R2 40.519.688 4.228.647 36.291.041 55%
NBS11_R3 42.448.487 3.042.286 39.406.201 55%
Total 246.307.122 14.914.111 231.393.011 53%

A quantidade de sequéncias filtradas por baixa qualidade variou de uma amostra para
outra, mas em todos os casos foi menor a 10% do total de sequéncias. O conteudo de GC, foi
de aproximadamente 53%, mostrando-se um pouco maior do que o exibido pelas amostras de
agua. Depois da filtragem, os resultados mostraram que em todas as amostras,
aproximadamente 7% das sequéncias foram classificadas como genes de RNA ribossomal e
63% correspondem a proteinas de funcdo desconhecida. Houve uma diferenca quanto a
porcentagem de sequéncias classificadas como proteinas de fun¢do conhecida; nas amostras
de NBS09 esta porcentagem foi em média, de 24%, entretanto, as amostras do NBS09
mostraram apenas 14% de proteinas anotadas. A classificagdo taxondmica no nivel de
dominio mostrou que mais de 90% das sequéncias pertencem ao dominio Bacteria, 1,2%
foram classificadas no Dominio Eucarya, 0,1% e pertencem a Virus. As amostras do ponto
NBS11 mostraram uma quantidade de sequéncias pertencente ao Domino Archaea (6,3% em
média) maior do que nas amostras de NBS09 com uma porcentagem aproximada de 3,5%.

5.7.1 Perfil taxondmico das amostras de sedimento

A classificagcdo taxondmica das amostras de sedimento foi realizada usando os
resultados de abundancia gerados por comparacdo das sequéncias com a base de dados
RefSeq do NCBI. O filo Proteobacteria foi 0 mais abundante em ambos os pontos de
amostragem, no entanto, as amostras de NBS09 exibiram maiores abundancias do que as
amostras de NBS11 (Fig. 26).
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Figura 27 - Filos e classes do filo Proteobacteria mais abundantes nas amostras de sedimento ao longo do rio

Referente a classificacdo taxonémica no nivel de classe, o perfil mostrado por todas as
amostras foi similar. Prevaléncia de Betaproteobacteria e menores quantidades de
Epsilonbacterria e Alphaproteobacteria foram observadas. As amostras de NBS11 mostraram
uma maior abundancia de Deltaproteobacteria (15,7%) do que as amostras de NBS09, onde
Gammaproteobacteria (14,40%) foi mais abundante.

Dentro da classe Betaproteobacteria as ordens mais abundantes foram Burkholderiales e
Rhodocyclales nas amostras do ponto NBS09, com valores médios de 12,5% e 3,6%, nas
amostras do ponto NBS11, Burkholderiales também foi a ordem mais frequente com uma
abundancia média de 6,2%, mostrando também uma abundéancia de Rhodocyclales menor a
exibida pelas amostras de NBS09 (Fig. 4A no anexo). No nivel de familia foram observadas
algumas diferencas entre os pontos de amostragem, em NBSQ9, as familias mais abundantes
dentro da ordem Burkholderiales foram Comamonadaceae (8,24%) e Burkhoderiaceae
(3,7%), ja nas amostras de NBS11 a familia mais abundante foi Burkholderiaceae seguida por
Comamadaceae com abundancias menores, 2,61% e 2,29% respectivamente. Dentro dos
Rhodocyclales a unica familia detectada nos dois pontos de amostragem foi Rhodocyclaceae

com uma abundancia média de 3,2% no ponto NBS09 e de 1,54% no ponto NBS11.

O segundo filo mais abundante foi diferente entre os pontos de amostragem, as amostras
NBS09 tiveram uma maior quantidade de Bacteroidetes (11,9%) e menor de Firmicutes
(7,97%), nas amostras do ponto NBS11 aconteceu o oposto, com abundancias maiores de
Firmicutes (11,55%) e menores de Bacteroidetes (6,09%). A quantidade de filos classificados

na categoria ‘outros’ foi maior nas amostras NBS11. Esse resultado pode ser comparado com
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0 resultado das amostras de &gua, onde as amostras localizadas em pontos menos
contaminados, também apresentaram maior quantidade de filos na categoria ‘Outros’. Dentro

do filo Bacteroidetes

Os cinco géneros bacterianos mais abundantes nas amostras de NBS09 foram
Bacteroides, Acidovorax, Pseudomonas, Geobacter e Declhoromonas. Nas amostras NBS11
esses géneros ndo se mostraram tdo abundantes, com excecdo de Geobacter, que inclusive foi
0 mais abundante nessas amostras. Outros Géneros encontrados em alta abundancia nas

amostras NBSQ9 foram Sideroxydans, Clostridium e Methylobacter.

5.7.1.1 indices de diversidade

O célculo dos estimadores de riqueza e indices de diversidade nas amostras de
sedimento também foi realizado com auxilio do programa PAST 7.12., utilizando como input
os valores de abundancia do gene 16S rRNA da base de dados GreenGens. Na tabela 11 sdo
apresentados os valores médios dos indices de diversidade e estimadores de riqueza

calculados em cada ponto de amostragem.

Tabela 11 — indices de diversidade calculados em diferentes pontos de sedimento. Diferencas estatisticas foram
calculadas com Duncan (p<0,05). Em negrito os maiores valores para cada indice.

Simpson_1-D Shannon_H Chao-1 Dominance D  Evenness
NBS09 0,9909b 5490b 659,6 b 0,0092 a 0,3692 a
NBS11 0,9941 a 5,765 a 876,0 a 0,0058 b 0,2931b

Os indices de diversidade Simpson e Shannon mostraram que as amostras de NBS11
sdo significativamente mais diversas, e consequentemente, exibiram o menor valor de
dominancia. O valor de riqueza, determinado por Chao, também foi significativamente maior
em NBS11.

5.7.2 Construcao de bibliotecas com DNA metagendmico

A construgdo das bibliotecas foi realizada utilizando o CopyControl® Fosmid DNA
Construction kit da Epicentre. Seguindo as instrucdes do fabricante podem obter-se
bibliotecas de clones de entre 1 x 10° até 8 x 10*. O rendimento da reacdo depende da
qualidade e quantidade do gDNA a ser clonado. Para a montagem de bibliotecas
metagendmicas, a quantidade e a qualidade do DNA total séo essenciais, por isso a extragao é
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0 passo mais importante. Para comecgar o0 processo de montagem, foram escolhidas as
amostras de sedimento NBS09 e NBS11, cujo primeiro passo foi verificar o tamanho do DNA
em gel de Campo Pulsado (Fig. 10 b).

O protocolo do kit sugere que se pelo menos 10% do DNA da amostra corra juntamente
com o DNA controle, a amostra pode ser usada diretamente, sem ter que realizar a etapa de
corte no gel, o que € muito desejavel, pois evita perca de material genético. Ja que o DNA das
amostras de sedimento correu junto com 0 DNA controle ndo foi necessario cortar a banda do
gel (Fig. 10). Apds esta etapa, as bibliotecas NBS09 e NBS11 renderam 10400 e 5600 clones,
respectivamente. A diferenca no rendimento pode ter sido devida a concentracdo inicial do
DNA que foi um pouco maior na amostra NBS09. Uma nova reagdo de clonagem foi
realizada utilizando DNA da amostra de agua PATO, que estava entre as mais diversas pela
anélise de T-RFLP. O rendimento dessa biblioteca foi de 13800 clones. Todos os clones
foram coletados e preservados a -80 °C em placas de Elisa de 96 pogos contendo 150 ul de
meio LB acrescido de cloranfenicol e glicerol.

Uma vez preservadas, a validacdo das bibliotecas metagendmicas foi realizada com o
objetivo de verificar se a diversidade microbiana de cada ponto de amostragem estava bem
representada, ou seja, se foi possivel obter clones que carregam diferentes fragmentos de
DNA. Foi realizada através da restricdo enzimética de clones selecionados aleatoriamente.
Para isso, 0 DNA fosmidial de clones aleatorios foi extraido seguindo o protocolo de lise
alcalina. A qualidade do DNA fosmidial foi verificada através de eletroforese em gel de
agarose, a restricao foi realizada com a enzima Notl e o perfil bandas foi verificado através de

PFGE. Na figura 28 é mostrada a validacdo das trés bibliotecas de DNA metagenémico.

Figura 28 — Validagdo das bibliotecas metagenémicas. Gel PFGE 1% do DNA fosmidial de amostras de
digerido com Notl- a. Bibliotecas DNA de sedimento - Pogo 1: Marcador 1kb.; pocos 2-5 DNA da biblioteca
NBSQ9; pocos 6-9 DNA da biblioteca NBS11. b. Bibliotecas DNA de agua e sedimento — Pogos 1-3 DNA
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biblioteca NBS11; pocos 4-6 DNA biblioteca NBS09; pogos 7-9 DNA biblioteca PATO; pog¢o 10: £ (25ng); 11:
A -Hindlll.

5.7.3 lIdentificacdo de clones resistentes a metais toxicos nas bibliotecas metagendmicas de
agua e sedimento do Rio Tieté.

Foram selecionados aleatoriamente 2880 clones de das bibliotecas construidas com
DNA metagenémico (960 de cada uma das trés bibliotecas metagenémicas construidas a
partir de DNA de amostras de agua e sedimento do Rio Tieté) com o objetivo de identificar

clones resistente/tolerante aos metais Ni e Cd.

Foi avaliada a capacidade de crescimento dos isolados em placas com concentracfes
1 mM, 2 mM e 4 mM de ambos os metais. Essa capacidade foi depois verificada através de
crescimento em meio de cultura liquido acrescido do metal, em iguais concentracfes. Em
todas as avaliacdes foi utilizada a linhagem hospedeira do DNA metagendmico, E. coli
EP11300-TR1, que mostrou uma CIM de 1 mM, como controle negativo. Foram considerados
como tolerantes aqueles clones que exibiram a capacidade de crescer tanto nas placas, quanto
no meio liquido. Na tabela 12 € apresentado um resumo dos resultados de avaliacéo.

Tabela 12 — Clones com tolerancia a 1 mM dos metais téxicos Cd e Ni detectados nas bibliotecas
metagendmicas

Biblioteca Tipo de amostra Clones testados Tolerantesa Cd Tolerantes a Ni

PATO Agua 960 1 0
NBS09 Sedimento 960 5 0
NBS11 Sedimento 960 1 0
Total - 2880 7 0

Depois de realizados os testes de crescimento, sete clones exibiram toleréncia ao Cd na
concentracdo 1 mM. Cinco dos clones resistentes possuem DNA metagendmico da amostra
NBS11, um clone da amostra NBS11 e um clone contém DNA da amostra PATO. Nao foram
em encontrados clones resistentes a concentracdes de Cd maiores nem clones com resisténcia

a Ni. Na figura 29 s@o mostrados os as etapas iniciais da selecéo de clones tolerantes.

Os clones que foram selecionados pela sua tolerancia a Cd, serdo submetidos a extracao
do inserto (fosmideo contendo o DNA metagendémico) para posterior sequenciamento e

anotacdo dos genes implicados na tolerancia a esse metal.
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Figura 29 — Selecdo de clones resistentes a metais toxicos. a) Screening inicial; a seta vermelha indica o local
onde foi inoculado o controle negativo (EP1300-TR1). b) Crescimento dos clones resistentes em meio contendo
0 metal.
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6 DISCUSSAO
6.1 Composigéo e funcionamento das comunidades microbianas ao longo do rio

Como mencionado anteriormente, a caracterizacdo das comunidades bacterianas
presentes em diversos tipos de ambientes, pode ser realizada utilizando diferentes abordagens.
Estudos realizados no grupo de pesquisa NAP/BIOP analisaram a composi¢cdo das
comunidades bacterianas e fungicas em 33 pontos de agua do Rio Tieté, utilizando métodos
independentes de cultivo como T-RLFP e sequenciamento do gene 16S rRNA (LIMA, 2015;
ORTIZ, 2015). Os resultados desses trabalhos demostraram o efeito das condi¢fes ambientais
sobre a estruturagéo, diversidade e riqueza das comunidades presentes em diferentes pontos
ao longo da bacia hidrogréfica.

O objetivo do presente trabalho foi entender o funcionamento das comunidades
microbianas em locais contrastantes ao longo rio Tieté. Para isso, foram empregadas
diferentes abordagens, incluindo técnicas dependentes e independentes de cultivo. A
utilizacdo de métodos de cultivo pode ndo ser eficiente para estimar a diversidade microbiana
presente num determinado ambiente (SPIEGELMAN; WHISSELL; GREER, 2005), pois,
como é sabido, 99% dos micro-organismos nao podem ser cultivados em condic¢des padrao de
laboratorio (SINGH, 2010). No entanto, micro-organismos isolados facilitam a prospecg¢éo de
atividades interessantes do ponto de vista biotecnol6gico ou ambiental (SINGH, 2010), como
por exemplo a producéo de hidrolases ou a capacidade para degradar compostos toxicos ou de
dificil remocdo do ambiente (ADRIO; DEMAIN, 2014; KARTIK; JINAL; AMARESAN,
2016). Levando em consideracdo aspectos ecoldgicos e ambientais, e baseados nos resultados
prévios de diversidade e riqueza, foram selecionados quatro pontos contrastantes da bacia
para analise mais aprofundada. A abordagem metagendmica permite acessar o funcionamento
da comunidade, através da identificacdo dos genes presentes no ambiente (SINGH et al.,
2009)

Os resultados referentes a composicdo taxondmica e perfil funcional, dos diferentes
pontos ao longo da bacia demostraram uma forte influéncia do local de amostragem, que pode
estar diretamente relacionada com a qualidade da 4gua. De forma geral foi visto que os perfis
de pontos de amostragem com qualidades de agua de boa e 6tima (TIET24 e TITR) foram
mais semelhantes entre eles. De forma similar, perfis taxondmicos e funcionais das amostras
de &gua TIET24 e PATO, classificadas como péssima e regular, respectivamente, foram muito
semelhantes. Em todas as amostras de agua, o filo mais abundante foi Proteobacteria seguido

por Bacteroidetes nas amostras TIET24 e PATO, e Cyanobacteria nas amostras TIET25 e



89

TITR. Resultados similares foram observados na analise da composic¢éo bacteriana ao longo
do rio Tieté pelo método de amplificacdo do gene 16S rRNA, onde os filos mais abundantes
emamostras com qualidades de agua “ruins” e “ péssimas” foram Proteobacteria (51,8%),
Bacteroidetes (29,4%), Actinobacteria (5,7%) e Firmicutes (4,3%). No entanto, 0s pontos com
qualidades de dgua “boa” e “6tima” mostraram prevaléncia de Bacteroidetes, ndo tendo sido
abundante o filo Cyanobacteria em nenhuma dessas amostras (LIMA, 2015). Os filos
Proteobacteria, Bacteroidetes, Firmicutes e Actinobacteria tém sido reportados como 0s mais
abundantes em diversos ambientes, incluindo ecossistemas aquaticos (BOLHUIS et al., 2014;
DE OLIVEIRA; MARGIS, 2015; HU et al., 2014; SUH et al., 2015). O filo Cyanobacteria
também tem sido frequentemente reportado como abundante em ambientes aquéaticos, ndo
entanto, esta mais relacionado a processos eutrofizacdo (LOZA; PERONA; MATEO, 2013).
A presenca desse filo bacteriano em maior porcentagem nas amostras TITR e TIET25, explica
também abundancia significativamente maior de genes associados aos processos de
Fotossintese e Fixacdo de carbono, observado nessas amostras, quando comparadas com 0s
pontos TIET24 e PATO. A abundéancia relativa do filo Cyanobacteria nessas ultimas amostras
foi menor do que 1%. A quantidade de luz no ambiente é um parametro importante a ser
levado em consideracdo ao falar do processo fotossintético. Em ecossistemas aquaticos, a
turbidez pode dar indicio sobre a quantidade de luz disponivel no ambiente, em locais com
maior turbidez existe uma menor penetracdo dos raios solares, assim a disponibilidade de luz
é muito menor (LLAMES et al., 2009). As amostras dos ambientes contaminados TIET24 e
PATO mostram os maiores valores de turbidez, explicando a baixa abundancia de genes
relacionados a fotossintese nesses pontos. A ocorréncia de filos menos abundantes,
classificados na categoria ‘Outros’ que mostram uma maior porcentagem nas amostras do
ponto TITR, pode estar relacionada a presenca de grupos raros, mais frequentemente
encontrados em locais menos impactados; estas amostras também exibiram uma maior
abundancia do filo Actinobacteria, caracteristico de ambientes aquaticos oligotréficos
(SAVIO et al., 2015; WILKINS et al., 2013). Dentro dos filos menos abundantes, as amostras
TIET24 e TITR mostraram uma maior porcentagem de Planctomycetes, este filo bacteriano
recorrente de ambientes aquaticos de agua doce, tem caracteristicas particulares, como a
auséncia de peptidoglicano na parede e, algumas espécies, possuem a capacidade de oxidar o
amoénio de forma anaerdbica, processo conhecido como ANAMMOX (FUERST;
SAGULENKO, 2011; LAGE; BONDOSO, 2014). Quando analisado o perfil funcional das
amostras relacionado ao metabolismo do nitrogénio, ndo foram detectadas sequéncias

associadas ao processo ANAMMOX. Embora o filo Plantomycetes, associado a esse processo
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tenha sido detectado nas amostras limpas, a sua abundancia foi baixa comparada com a de
outros filos. A porcentagem desse filo nas amostras TIET24 e PATO foi bem mais baixa,
sugerindo uma possivel influencia negativa dos contaminantes presentes na dgua neste grupo

de bactérias.

O perfil exibido no nivel de ordem também mostra diferencas entre os pontos de
amostragem. Tomando como base o perfil taxondémico de TITR, que poderia ser considerado
como o ponto de amostragem que melhor representa as caracteristicas fisico-quimicas de
ecossistemas de agua doce, foi observada uma divisdo mais homogénea das ordens,
encontrando diferencas pequenas na porcentagem de uma ordem para outra. Os perfis
exibidos pelas amostras TIET24, TIET25 e PATO foram marcadamente diferentes (Fig.13)
Essas mudancas na composicdo das comunidades podem estra relacionados as concentracdes
de matéria organica e poluentes nesses locais (HALE et al., 2014; NEWTON; MCLELLAN,
2015), e também a entrada de micro-organismos aloctones, provenientes dos ambientes
urbanos e que podem ser arrastados para o rio. J& que a densidade bacteriana nas aguas
pluviais e no esgoto domestico € muito mais alta do que nos corpos receptores, 0S
microrganismos nativos podem terminar sendo substituidos por micro-organismos melhor
adaptados (MCLELLAN; FISHER; NEWTON, 2015). As amostras de TIET24, o local do
com IQA mais baixo e maior concentracdo de contaminantes de tipo orgéanico e industrial,
mostraram abundancia mais alta de Rhodocyclales, esta Ordem bacteriana tem sido descrita
como abundante nos sistemas de tratamento de esgoto (LIU et al., 2006; TSUNEDA et al.,
2005) e os micro-organismos representantes possuem diversas capacidades fisiologicas
benéficas para a degradacdo e transformacdo de poluentes, como nitrogénio, fosforo e
compostos aromaticos (HESSELSOE et al., 2009). Os Aeromonadales que também foram
detectados apenas nas amostras de TIET24, sdo micro-organismos tipicos de ecossistemas de
agua doce e estdo entre as ordens mais recorrentes em ecossistemas aquaticos urbanos
(MCLELLAN; FISHER; NEWTON, 2015). A composic¢do taxonomica observada nos locais,
com maior concentragdo de contaminantes, TIET24 e PATO, mostra a presenca de micro-
organismos metabolicamente diversos, com capacidade para degradar as altas quantidades de
matéria organica presentes. A analise funcional das amostras referente ao metabolismo dos
nutrientes Nitrogénio e Carbono mostrou algumas diferencas entre os pontos de amostragem.
Genes associados ao metabolismo de N foram mais abundantes nos pontos TIET24 e PATO,
a analise fisico-quimica mostrou uma alta quantidade de nitrogénio nesses locais (Tabela 4).

O processo de nitrificacdo que era esperado, dadas as altas concentragdes de amonio nos
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locais mais contaminados, ndo foi detectado no metagenoma de nenhuma das amostras
avaliadas. Os géneros bacterianos conhecidos por realizar esse processo, Nitrosomonas,
Nitrosobacter e Nitrosolobus (PLAZA; TRELA; HULTMAN, 2001) foram detectados em
abundancias menores a 0,4% nas amostras TIET24 e PATO, e menores a 0,1% nas amostras
TITR e PATO. Em ambientes impactados com matéria organica, o processo de desnitrificacdo
é um dos processos mais importantes da ciclagem do nitrogénio, j& que o Nitrato é reduzido a
N, e liberado para a atmosfera (BURGIN; HAMILTON, 2007). Os genes associados a
nitrificacdo e outras reacdes associadas com a reducdo de Nitrato e Nitrito para N, foram mais
abundantes nos pontos TIET24 e PATO, sugerindo que 0s contaminantes estdo sendo
degradados pelos micro-organismos presentes. Os resultados também sugerem que uma parte
do N liberado durante a desnitrificacdo é utilizado pelos micro-organismos presentes para
realizar o processo de fixacdo de Nitrogénio, que também foi mais abundante nas amostras de
TIET24 e PATO. Este processo € favorecido em concentragdes baixas de oxigénio, assim, o
ponto TIET24 oferece condi¢Oes adequadas (baixo OD) para que a fixacdo de N ocorra.

O metabolismo do Carbono € realizado por todos 0s micro-organismos para obtencéo de
energia e a assimilacdo dos nutrientes, e a forma como esse metabolismo ocorre é altamente
influenciada pela quantidade de oxigénio presente no ambiente (SARDANS; PENUELAS;
RIVAS-UBACH, 2011), conhecido como OD nos ecossistemas aquaticos. O perfil funcional
das amostras associado esse metabolismo mostrou diferentes comportamentos. O
metabolismo dos acUcares, avaliado pelos processos de Glicolise, Gliconeogénese e Ciclo das
pentoses foram mais abundantes nas amostras de TITR, estes sdo independentes da
concentracdo de oxigénio presente (GHAI et al., 2011). Uma vez produzido o piruvato, o
passo seguinte do metabolismo vai depender da quantidade de oxigénio disponivel. O ciclo de
Krebs, que promove a reducdo do carbono organico a CO, foi também mais abundante nas
amostras de TITR, esse ponto exibiu o maior valor de OD em comparacdo com 0s demais
pontos de amostragem. A utilizacdo desse ciclo para obtencdo de energia é exclusiva dos
micro-organismos aerébicos, o que explicaria a sua maior abundancia em locais com mais
oxigénio dissolvido na dgua como TITR. Em contrapartida, os processos de acetogénese e
metanogénese, tipicos de ambientes anaerdbios, foram mais abundantes no ponto TIET24,
que mostrou a concentracdo mais baixa de OD entre os pontos, resultados similares foram
observados em lagos da mata atlantica Brasileira, onde ambientes com baixa concentracdo de

oxigénio mostraram a ocorréncia de micro-organismos metanogénicos e metanotréficos
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(AVILA et al., 2017). Os genes associados a outro dos processos realizado em condigdes de
anaerobiose, a fermentacdo, foi também mais abundantes amostras de TIET24.

A caracterizacdo funcional de comunidades microbianas em diferentes ambientes
resulta util, ndo apenas para entender o funcionamento da comunidade em termos de ciclagem
de nutrientes, ela também é uma ferramenta importante para a prospeccdo de genes de
interesse biotecnoldgico. A ocorréncia de hidrolases, enzimas de grande utilidade em
diferentes tipos de industrias (ADRIO; DEMAIN, 2014; NACKE et al., 2012), foi analisada
nos diferentes metagenomas. Foram detectados genes associados ao celulosomo, que
codificam para amilases e endoglucanases, enzimas degradadoras de polissacarideos como
amido e celulose, estas enzimas sdo usadas na producdo de biocombustiveis (LI et al., 2011;
WANG et al., 2009). Igualmente foram detectadas pectinases, reesposaveis pela degradacédo
da pectina e amplamente utilizadas na industria de alimentos e também na industria téxtil
(GARG et al., 2016). A abundéncia destes genes foi maior no ponto de amostragem TIET25,
que por estar localizado numa regido agricola, pode ter maiores concentracfes de matéria

organica de origem vegetal na dgua.

O resultado referente aos indices de diversidade nas amostras de agua reforcam alguns
dos resultados até aqui discutidos. Os indices Simpson e Shannon, indicaram que a
diversidade é maior nos pontos TITR e TIET25, ja o estimador de riqueza, calculado com
Chao-1, determinou que as amostras de TIET24 s&o mais ricas. Os pontos de amostragem
com qualidades de agua “6tima” e “boa” mostraram um maior numero de espécies. Esse
resultado pode comparar-se a maior quantidade de filos raros encontrados nessas amostras
(Figs. 13 e 1A anexo) TIET24, o local com pior qualidade de &gua mostrou maiores
abundancias das espécies presentes. Lima, 2015, também observou maiores valores de riqueza
em amostras de agua localizadas em regides contaminadas do Rio Tieté, ndo entanto, a
diversidade ndo foi influenciada pelo local de amostragem. Nas amostras de sedimento, 0s
maiores valores de riqueza e diversidade foram observados nas amostras localizadas na regiéo
ndo poluida do rio, sugerindo que os contaminantes podem ter uma influencia sob a
diversidade bacteriana (GARRIDO et al., 2014; VAN ROSSUM et al., 2015).

Apesar de serem abordagens diferentes, os resultados de diversidade podem ter alguma
relagdo com resultados da estimativa da populacdo ao longo da bacia. Pontos de amostragem
classificados com qualidades péssimas de ruins mostraram maiores concentracdes de bacterias
do que locais com qualidade de agua boa ou 6tima. O que pode dar uma indicia sobre a

riqgueza nesses ambientes. Por outro lado, a presenca de microrganismos pigmentados,
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observada nos locais de amostragem mais limpos tem sido utilizada como indicador de
qualidade de &gua devido a que estes estdo associados a dguas oligotroficas ndo contaminadas
(FORD, 1994). Locais com baixa quantidade de nutrientes costumam apresentar uma maior

diversidade de microrganismos em menor concentracao (MA et al., 2016).

O aumento na estimativa da populagédo bacteriana de 2013 a 2014 poderia ser explicado
desde o ponto de vista ambiental, na temporada de chuvas € possivel que a matéria organica
presente nas beiras dos rios seja arrastada para a agua disponibilizando uma maior quantidade
de nutrientes para 0s microrganismos presentes e promovendo seu crescimento. Estudos
avaliando o efeito sazonal em ecossistemas aquaticos tem demostrado que a quantidade de
carbono ¢ nitrogénio dissolvido em corpos d’agua ¢ maior na época de chuva do que na
temporada seca (AVILA et al., 2017; GARCIA-ARMISEN et al., 2014; STALEY et al.,
2015a). Outra hipotese seria a diluicdo dos poluentes presentes na agua devido a precipitacao,
isso pode ocorrer se a chuva cair diretamente no corpo d’agua (DATTA et al., 2009). A
diluicdo dos contaminantes, que em altas concentracdes resultam toxicos para alguns micro-
organismos, permitiria a sobrevivéncia deles no ambiente, garantindo seu posterior

crescimento no laboratério.

Como foi visto, a composi¢do e funcionamento das comunidades microbianas sdo
influenciados pela concentracdo e o tipo de nutrientes disponiveis na agua. A forma como 0s
micro-organismos competem pelos nutrientes também € influencia por esses parametros. O
modelo de crescimento populacional r/k classifica 0s micro-organismos segundo sua
estratégia de crescimento (GOLOVLEV, 2001). Em ambientes com alta quantidade de
matéria orgénica (nutrientes) como TIET24 e PATO prevalecem os chamados estrategistas r,
esses organismos colonizam rapidamente o ambiente, exibindo uma grande diversidade
metabolica e alta capacidade de adaptacdo (EVANS; WALLENSTEIN, 2014; VUONO et al.,
2014). O perfil taxondmico exibido nos metagenomas mostrou a prevaléncia de micro-
organismos quimio-6rgano-heterétrofos nos ambientes mais contaminados. De maneira
similar foi visto que na populagdo bacteriana cultivivel dos pontos mais contaminados houve
prevaléncia de géneros conhecidos pela sua diversidade metabdlica como Pseudomonas e
Comamonas. A populacdo de bactérias em pontos considerados contaminados também foi

maior do que em locais ndo contaminados.

Em ambientes com menor concentragdo de matéria organica como TIET25 e TITR
prevalecem os estrategistas k, que precisam encontrar estratégias adequadas para sobreviver

com os nutrientes disponiveis. Nos metagenomas foi visto que em ambientes menos
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contaminados houve prevaléncia de micro-organismos associados a metabolismos aut6trofos
e litotrofos. O crescimento destes organismos costuma ser mais lento e, consequentemente a
populacdo menor. Referente a populacdo bacteriana cultivavel, foi visto que as amostras de
pontos localizados em locais menos poluidos apresentaram menor concentracdo de bactérias
(Tabela 2 e Fig. 6).

6.2 Tolerancia a metais

Os resultados mostrados no presente trabalho referentes a resisténcia ou tolerancia a
metais toxicos, tanto nos isolados bacterianos, quanto na analise metagenémica e durante a
prospeccado nas bibliotecas de clones, sugerem a existéncia de uma relagéo entre as condigdes
ambientais e a capacidade de adaptacdo da comunidade bacteriana. A maior porcentagem de
bactérias que exibiram a capacidade de crescer em concentracdes de até 4 mM de cadmio ou
niquel foi isolada de locais com qualidades de agua péssima a regular. Nesses locais a
concentracdo de metais toxicos na agua estava muito acima dos niveis normais. A analise
metagendmica revelou a presenca de genes associados a resisténcia a metais tdxicos nas
amostras de dgua. A abundancia de genes relacionados a resisténcia ou tolerancia a diversos
metais, de forma geral, também foi maior nos pontos com qualidades de agua “péssima” e
“regular”, TIET24 e PATO, respectivamente (Fig. 22). Por fim, dos 7 clones pré-selecionados
das bibliotecas metagenémicas, 5 pertencem a biblioteca NBS09, construida com DNA
metagenémico do ponto de sedimento PINHO04500, classificado como “péssimo” pelas
variaveis fisico-quimicas analisadas. Devido a pressdo ambiental desses locais é possivel que
algumas das bactérias presentes no ambiente tenham adquirido a capacidade de tolerar as altas
concentracfes de metais que, normalmente, sdo toxicos para as células, entre eles o cddmio e
0 niquel. A presenca do metal na agua pode entdo funcionar como gatilho, e conferir
vantagens adaptativas aos organismos presentes, garantindo a sua supervivéncia nessas
condicBes ambientais. A diversidade metabdlica e a alta capacidade de adaptacdo faz possivel
gue muitos micro-organismos exibam a habilidade de crescer em altas concentragdes de
metais toxicos e algumas vezes acumula-los (PRABHAKARAN; ASHRAF; AQMA, 2016;
WHEATON et al., 2015).

Algumas das bactérias que exibiram a capacidade para crescer nas maiores
concentragfes de cadmio e niquel testadas foram isoladas de locais que apresentaram
qualidades de 4gua “boas” ou “Otimas”, onde a concentragdo de metais na adgua, ou no

sedimento, estava dentro dos limites considerados seguros. Em sistemas 16ticos, a ocorréncia
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de micro-organismos resistentes a jusante de locais contaminados poderia estar relacionada ao
transporte deles ao longo da bacia hidrogréafica, como consequéncia de fatores ambientais
como chuvas ou correnteza (MCLELLAN; FISHER; NEWTON, 2015). A resisténcia
bacteriana a compostos tdxicos, muitas vezes esta codificada em plasmideos e transposons
(BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000) e pode ser facilmente transferida a outros micro-
organismos presentes no ambiente pelo mecanismo de transferéncia horizontal de genes
(SALLOTO et al., 2012). No entanto, chama muito a atencdo a alta quantidade de bactérias
resistentes a NiCl, e CdCl, encontradas na nascente do rio. E provavel que essa tolerancia seja
natural, pois apesar de ndo terem sido medidos os parametros fisico-quimicos no local, ndo ha
motivos para pensar que existam altas concentragOes desses metais numa regido ambiental
protegida. A presenca de Cd e Ni nos ecossistemas aquaticos esta relacionada a descarga de
efluentes industriais principalmente as galvanoplastias, producdo de equipamentos eletrénicos
e a queima de combustiveis fosseis (PAGANINI, 2008).

Como foi visto, a habilidade de um micro-organismo crescer em altas concentragcdes de
metais toxicos pode ser natural (NIES, 1999; RAJENDRAN; MUTHUKRISHNAN;
GUNASEKARAN, 2003) ou adquirida a través de processos de adaptacdo (AYANGBENRO;
BABALOLA, 2017; STALEY et al., 2015b). A resisténcia natural pode ser a resposta para a
ocorréncia destes micro-organismos em locais ndo poluidos como a Nascente. Em algumas
espécies bacterianas como Klebsiella aerogenes e Pseudomonas putida, a producdo de
capsula ou exopolissacarideo constitui uma barreira importante para evitar a entrada de metais
gue possam danificar os componentes da célula (BRUINS; KAPIL; OEHME, 2000).

Quando analisados os dados fisico-quimicos, o fato de ndo terem sido detectadas
concentragfes de cddmio na agua é chamativo. Em nenhum dos pontos amostrados houve
descumprimento a legislacdo, mesmo nos locais com alta atividade industrial. Uma possivel
explicacdo seria a rapida deposicdo desse metal no sedimento, levando a um acumulo no
fundo do rio e ndo na coluna d’ 4gua. A analise fisico-quimica dos sedimentos coletados
mostrou concentracdes de cadmio acima do valor de referéncia TEL (concentracdo abaixo da
qual raramente sdo esperados efeitos bioldgicos adversos) na maioria das amostras, mas
abaixo do valor de referéncia PEL (concentracdo acima da qual frequentemente sdo esperados
efeitos bioldgicos), o que indica que existe um controle efetivo do langcamento de cadmio no
rio (CETESB, 2015, 2016, 2017). Mesmo com as baixas concentra¢es de Cd atuais na agua,
historicamente, o rio tem carregado altas concentracfes de metais toxicos ao longo dos anos,

que podem ter decorrido em adaptacGes das comunidades presentes. Por outro lado, os
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mecanismos de resisténcia a metais exibidos pelos micro-organismos, muitas vezes ndo séo
exclusivos a um unico metal. As bombas de efluxo, que sdo os sistemas mais eficientes de
resisténcia funcionam eficientemente para ions Cd(ll), Zn (1) e Co(ll) (BRUINS; KAPIL,;
OEHME, 2000; DAS; DASH; CHAKRABORTY, 2016). Os genes que codificam as bombas
de efluxo para Cd e o operon czc utilizado na remogéo de Cd, Zn e Co do citoplasma, foram
detectados no metagenoma das amostras de agua dos quatro pontos analisados, tendo sido
estatisticamente mais abundantes no ponto TIET24, o ponto mais contaminado. Proteinas da
familia Cuz e outras proteinas transportadoras associadas a resisténcia a Cd-Zn-Co também
foram detectadas no metagenomas de todos os pontos amostragem, sendo mais frequentes no
ponto TIET24. Genes de resisténcia exclusiva a Cd foram mais abundantes nas amostras do
ponto TIET25 e, funcionalmente, se mostrou relacionada a uma proteina transportadora e a
uma bomba de efluxo exclusivas para esse metal. Resistencia aos metais toxicos Cr, Cu e Hg
também foram detectados nos metagenomas dos diferentes pontos de amostragem. Isolados
pertencentes aos géneros Pseudomonas e Comamonas apresentaram capacidade de crescer em
concentracdes de 4 mM de Cd e Ni. O género Pseudomonas tem sido descrito por diversos
autores pela sua capacidade para resistir a altas concentracGes de metais toxicos (BRUINS;
KAPIL; OEHME, 2000; NEETA; MAANSI; HARPREET, 2016; NIES, 2003).
Representantes do género Comamonas isolados de regides industrializadas também
mostraram uma alta capacidade para crescer em altas concentracdes de metais tdxicos
(GHANBARINIA; KHEIRBADI; MOLLANIA, 2015; GHANE et al., 2013).
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7 CONCLUSOES

O sucesso na caracterizacdo microbiolégica de amostras ambientais depende da
qualidade do DNA a ser sequenciado ou clonado. Por esse motivo o processo de extracdo do

DNA é fundamental para a obtencédo de bons resultados.

A andlise taxondmica e funcional de amostras de &gua coletadas em pontos amostragem
com diferentes caracteristicas fisico-quimicas demostrou que os fatores ambientais tém

influéncia na composicao da comunidade e consequentemente no seu funcionamento.

- O metabolismo do nitrogénio e os processos metabolicos associados, foram mais
abundantes nos pontos TIET24 e PATO, localizados em regides do Rio Tieté com alta
concentracdo de matéria organica. Esses locais também mostraram 0s maiores valores de

concentracdo de nitrogénio na agua.

- Processos associados ao metabolismo aerébio foram mais abundantes em regiées com
menor quantidade de matéria organica e maior concentracdo de oxigénio dissolvido na &gua,
TIET25 e TITR. Nesses locais, processos como a fotossintese e a fixacdo de CO, foram

também mais abundantes.

- Funcdes relacionadas a condi¢cBes anaerdbias como metanogénese, acetogénese e
producdo de alcool via fermentacdo, tiveram uma maior abundancia no ponto TIET24 que

apresentou o menor valor de oxigénio dissolvido entre as amostras.

- O funcionamento das comunidades bacterianas é influenciado pela composicdo
guimica do ambiente e disponibilidade de nutrientes. Em locais poluidos e com alta
concentracdo de matéria organica houve prevaléncia de micro-organismos e funcGes
associadas a heterotrofia, em contrapartida, locais menos poluidos e com menor quantidade de
nutrientes na dgua mostraram prevaléncia de micro-organismos e metabolismo relacionados a

fotoautotrofia e litotrofia.

Dentro das comunidades microbianas, condigdes ambientais desfavoraveis podem
favorecer a aquisicdo de mecanismos de defesa ou adaptacbes que lhes garantam a

sobrevivéncia no ambiente.
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A maior quantidade de bactérias tolerantes aos metais toxicos Cd e Ni foi isolada de
pontos do Rio Tieté localizados em regides industrializadas ou em processo de

industrializacéo.

- Os genes relacionados a mecanismos de resisténcia a metais detectados nos
metagenomas foram mais abundantes no ponto de amostragem TIET24, localizado numa
regido industrializada do Rio Tieté.

- Clones tolerantes aos metais tdxicos Ni e Cd sdo mais prevalentes na biblioteca
NBSO09, proveniente de sedimento com qualidade “ruim” pelas suas caracteristicas fisico-
quimicas. O local de amostragem se encontra localizado numa regido industrializada do Rio
Tieté.
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8 CONSIDERACOES FINAIS

Diante dos resultados e concluses mostradas no presente trabalho fica claro que as
condi¢cdes ambientais alteram de forma consistente a composicdo e funcionamento das
comunidades microbianas presentes na bacia do Rio Tieté. A abordagem metagendmica
permitiu ter uma visdo geral dos processos metabolicos realizados pelos micro-organismos
presentes em locais classificados com diferentes qualidades de agua, constituindo-se como

ponto de partida para a realizacdo de muitas outras pesquisas.

A informacdo contida nos metagenomas auxiliard na prospeccéo, dentro das bibliotecas
construidas com DNA metagendmico, de biomoléculas de interesse biotecnolégico como
hidrolases, antibioticos, bioplasticos, enzimas envolvidas em degradacdo de poluentes, entre

outras.

Visto que ndo foi realizado no presente trabalho, seria importante fazer a analise
metagendmica da nascente do Rio Tieté, pois daria informacdes ao respeito das comunidades
microbianas autoctones do rio e seu funcionamento a jusante do inicio do despejo de
poluentes na bacia. Essa informacdo permitiria verificar como a comunidade da nascente do
rio é afetada pela poluigdo presente na Grande S&o Paulo e como esta comunidade se
restabelece do ponto de vista funcional e taxondmico ao longo da Bacia do Rio Tieté.
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FIGURAS EM ANEXO
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Figura 1A - Filos menos abundantes no metagenoma de amostras de agua coletadas em diferentes pontos ao
longo do rio.
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metagenoma de amostras de &gua coletadas em diferentes pontos do rio. a) ordem Pseudomonadales; b) ordem
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Figura 3A- Abundancia relativa de familias pertencentes a ordem Actinomycetales detectadas no metagenoma
de amostras de agua coletadas em diferentes pontos do rio.
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TABELAS EM ANEXO

Tabela 1A — Parametros fisico-quimicos das amostras de dgua nos dois anos de coleta

Céd. CETESB IQA Al total C.0.T. Condutividade D.B.O.
2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014
BQGU03850 12 14 10,3 5,7 80,9 44,77 1843 1014 120 48
TATU04850 12 16 2,0 0,4 10,1 41,9 737 561 107 52
TIRG02900 14 21 1,5 1,9 46,6 20,9 646 475 136 23
TAMTO04900 15 19 2,2 2,1 90,9 28,4 733 469 162 40
TIET04200 15 15 3,9 1,5 58,8 27,2 590 448 96 31
TIP104900 15 18 1,6 2,1 49,2 23,9 633 399 99 26
PINH04500 17 16 0,6 10,1 38 17,4 522 309 55 46
TIET02450 25 19 8,0 8,7 10,9 19,5 552 225 13 33
JUNA 04900 27 16 3,0 0,5 24,7 64,6 359 678 47 96
TIET02400 27 19 8,5 12,8 13,7 25,4 655 265 14 36
CPIV02700 28 34 17 0,3 6,9 20,7 209 410 34 18
RGRA 02990 35 31 0,4 0,4 6,1 12,3 205 230 11 11
SOR002100 47 43 0,8 1,3 9,5 8,9 123 156 7 6
LENS03950 55 61 0,3 0,4 4,1 7,6 146 196 4 3
JCGU03900 59 58 0,2 0,3 39 7,5 72 71 2 2
CMDC02900 61 50 1,3 0,6 4,8 9,1 196 142 7 8
TIET02500 74 62 0,2 0,1 4,1 6,6 230 289 3 3
JPEP03600 76 70 0,1 0,2 1,5 5,7 45 100 2 2
PAT002900 78 54 0,1 0,1 2,7 10,4 95 90 2 3
NASCENTE 85 85 N.A 0,1 N.A 1,0 N.A 30 N.A 3
TIET02600 89 53 0,1 0,1 4,8 4,4 175 237 2 2
TITR02100 91 91 0,1 0,1 3,7 3,3 147 155 2 2
TITR02800 91 89 0,1 0,1 52 5,7 158 1491 2 2
ESGT02050 92 59 0,1 0,1 6,8 15,7 148 159 2 11
ISOL02995 92 93 0,1 0,1 1,6 2,0 51 47 2 2
TIET02700 92 88 0,1 0,1 34 3,2 149 180 2 2
TIPR02990 92 90 0,1 0,1 3,7 4,0 149 173 2 2
PARN02100 93 90 0,1 0,1 2,7 1,5 78 79,3 2 2

IQA —indice de Qualidade de Agua; Al — Aluminio; C.O.T — Carbono Organico Total; D.B.O — Demanda
Bioguimica de Oxigénio; N.A — N&o analisado
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Tabela 1 (continuagdo) — Parametros fisico-quimicos das amostras de agua nos dois anos de coleta.

Fe dissolvido Fe total Fosforo Total N-Amoniacal N-Nitrato
2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014

BQGU03850 0,33 0,52 3,9 2,6 2,4 1,2 31,0 14,2 0,2 0,5
TATU04850 0,7 0,3 3,0 2,0 3,0 1,0 26,0 13,0 0,4 0,08
TIRG02900 0,89 0,5 2,9 3,3 3,1 1,2 19,1 12,6 0,2 0,2
TAMTO04900 2,02 0,32 54 2,3 3,8 1,2 23,2 9,9 0,2 0,2
TIET04200 0,76 0,97 3,7 2,3 2,3 0,9 13,1 9,3 0,2 0,2
TIP104900 0,43 1,3 2,1 3,1 2,5 1,3 19,3 9,8 0,2 0,2
PINH04500 0,44 0,4 1,8 5,2 2,2 0,5 17,1 4,7 0,2 0,2
TIET02450 0,1 0,1 7,9 4,2 1,4 1,3 17,9 3,2 0,7 1,8
JUNA 04900 0,3 0,3 2,0 0,9 0,7 1,0 4,0 7,0 3,0 0,7
TIET02400 0,1 0,1 8,1 7,9 1,7 1,3 22,1 3,2 0,1 2,1
CPIV02700 0,4 0,3 8,5 0,3 0,3 0,4 3,0 5,0 1,0 3,0
RGRA 02990 0,69 0,82 2,3 2,5 0,3 0,8 3,9 49 0,5 1,0
SOR002100 0,1 0,1 1,0 1,4 0,1 0,2 0,8 1,1 0,3 0,5
LENS03950 0,48 0,74 1,8 2,3 0,1 0,2 0,2 0,2 0,7 1,0
JCGU03900 0,48 0,86 1,6 2,2 0,09 0,1 0,1 0,1 1,1 1,1
CMDC02900 0,5 0,3 2,5 1,0 0,3 0,3 3,0 0,5 2,0 3,0
TIET02500 0,1 0,1 0,1 0,2 0,06 0,2 0,1 0,1 3,9 2,3
JPEP03600 0,47 1,21 1,5 2,9 0,02 0,08 0,1 0,3 0,7 1,2
PAT002900 0,85 1,5 1,7 2,3 0,08 0,4 0,1 0,2 1,2 1,0
NASCENTE N.A 0,01 N.A 0,01 N.A 0,02 N.A 0,2 N.A 0,4
TIET02600 0,06 0,02 0,07 0,08 0,007 0,02 0,1 0,2 2,2 1,0
TITR02100 0,02 0,04 0,04 0,08 0,007 0,02 0,1 0,1 0,08 1,0
TITR02800 0,01 0,02 0,02 0,01 0,007 0,02 0,1 0,1 0,7 1,0
ESGT02050 0,06 0,13 0,1 0,2 0,007 0,04 0,2 0,1 1,2 1,0
ISOL02995 0,02 0,02 0,02 0,03 0,007 0,02 0,1 0,1 0,3 0,3
TIET02700 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,02 0,1 0,1 1,0 1,0
TIPR02990 0,04 0,02 0,2 0,02 0,007 0,02 0,1 0,2 1,0 1,0
PARN02100 0,02 0,02 0,03 0,03 0,007 0,02 0,1 0,1 0,4 1,0

Cod. CETESB

Fe — Ferro; N.A — Nao analisado
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Tabela 1A (continuacao) — Parametros fisico-quimicos das amostras de dgua nos dois anos de coleta.

0.D. pH Turbidez Cadmio total Niquel total
2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014 2013 2014
BQGU03850 0,2 0,07 71,3 41,5 8,0 7,8 <0,0007 <0,0007 0,027 0,04
TATU04850 0,1 0,3 70,3 49,1 7,3 7,2 0,001 0,001 0,1 0,1

TIRG02900 0,5 1,0 18,4 14,7 7,8 7,3 <0,0007 <0,0007 0,019 0,027
TAMTO04900 0,3 1,1 47,6 14,5 7,3 7,2 <0,0007 <0,0007 0,07 0,03
TIET04200 0,4 0,7 33,9 18,7 7,0 7,1 <0,0007 <0,0007 0,03 0,04
TIP104900 0,6 0,3 19,2 21,4 7,2 7,1 <0,0007 <0,0007 0,02 0,02
PINH04500 1,5 0,7 25,8 101 6,9 6,8 <0,0007 <0,0007 <0,02 <0,02
TIET02450 0,7 1,8 24,0 180 7,4 6,8 <0,0007 <0,0007 0,024 0,024
JUNA 04900 4,7 0,4 52,0 47,0 7,2 7,1 <0,001 <0,001 0,02 0,05
TIET02400 0,8 1,6 17,0 150 7,4 6,7 <0,0007 <0,0007 0,029 0,027

Cod. CETESB

CPIV02700 3,2 2,8 23,0 24 7,3 8,1 <0,001 <0,001 <0,02 0,04
RGRA 02990 55 2,8 67,0 31 7,2 7,2 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
SOR002100 6,2 4,4 12,0 24 7,0 6,8 <0,0007 <0,0007 <0,02 <0,02
LENS03950 7,4 6,8 59,0 42 7,4 7,4 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01

JCGU03900 5,7 55 31,0 25 7,1 6,9 <0,0007 <0,0007 <0,01 <0,01
CMDC02900 6,5 5,4 22,0 62 7,0 6,9 <0,001 <0,001 <002 <0,02

TIET02500 6,4 2,5 1,8 4,3 7,3 7,0 <0,0007 <0,0007 <0,01 <0,01
JPEP03600 7,8 6,9 14,0 23,0 7,1 7,2 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
PAT002900 7,1 2,4 3,5 17,0 7,0 6,6 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
NASCENTE NA 7,5 NA 1,0 NA 5,8 NA NA NA NA
TIET02600 5,7 1,2 2,0 2,6 7,3 7,0 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
TITR02100 7,5 7,0 1,9 2,3 7,7 7,7 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
TITR02800 8,8 5,7 2,2 1,0 8,7 7,6 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
ESGT02050 8,0 8,4 1,4 66 7,7 8,8 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
ISOL02995 7,4 7,4 1,1 1,3 7,5 7,9 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
TIET02700 7,9 54 3,3 1,6 7,8 7,0 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
TIPR02990 8,5 5,9 1,3 0,9 8,2 7,0 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01
PARN02100 7,5 6,2 0,9 1,8 7,4 7,3 <0,002 <0,002 <0,01 <0,01

0.D — Oxigénio dissolvido; N.A — N&o analisado
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e ATt o ey o (ehof et Reservatério Reservatério Reservatério
Descricdo da Varidvel Valores Rio Atbaia Rio Piracicaba Rio Pinheiros Itupararanga Barra Bonita Promissao
Referéncia ATIB02800 PCAB02195 PINH04500 SOIT02850 TIBB02900 TIPR 02800
UGRHI 5 5 6 10 10
VOCACAQ Industrial Industrial Industrial Industrial Industrial Agropecudria
TEL PEL 2013 | 2014 | 2013 | 2014 | 2013 | 2014 | 2013 | 2014 | 2013 | 2014 2013 2014
CHUVAS NAS ULTIMAS 24H NAO NAO NAO NAO NAO NAO NAO | NAO SIM NAO NA NAO
ALUMINIO (mg/kg) - - 16474 | 70484 | 66079 | 77486 | 13937 | 5054 |104970 | 1E+05 | 38101 | 62793 NA 40230
ARSENIO (mg/kg) 59 17 <1 1,82 <1 2,98 <1 1,2 <1 9,8 2 8,31 NA 243
" CADMIO (mg/kg) 0,6 B <05 0,5 0,76 0,6 0,72 0,6 <05 0,6 <05 0,6 NA 0,6
£ |CHUMBO (mg/kg) 35 91,3 <10 30 237 33 33,6 30 16,1 30 16,6 398 NA <30
; COBRE (mg/kg) 35,7 197 19,8 71,7 106 92,5 559 58,1 25,8 12,4 42,6 70,7 NA <182
& |CROMO (mg/kg) B 90 17,8 48 68,4 61 389 12,4 64,9 46,4 69,6 55,8 NA 359
; FERRO (mg/kg) - - 14489 | 41465 | 52490 | 44941 | 17362 | 7355 | 83275 | 67550 | 79639 | 54133 NA 39390
§ MANGANES (mg/kg) B = 125 285 609 422 243 67,7 226 465 1911 2245 NA 412
MERCURIO (mg/kg) 0,17 0,486 0,06 0,1 0,12 0,1 0,09 0,1 0,07 0,1 0,06 0,1 NA 0,1
NIQUEL (mg/kg) 18 35,9 10,2 257 22,1 25,5 15,7 108 551 14,4 28,2 64,9 N.A 19,1
ZINCO (mg/kg) 123 315 50,2 166 201 170 168 122 31 754 58,2 114 NA 29,7
& |CARBONO ORGANICO TOTAL (%) <1 2,23 2,31 2,22 1,46 1 2,05 1,86 1,32 291 NA 1,76
.é NITROGENIO KJELDAHL (mg/kg) 526 1868 3279 2744 1136 326 2396 2534 - 4487 N.A 1824
é FOSFORO (mg/kg) - - 566 1568 | 2037 | 1587 665 435 1177 598 1146 3361 NA 519
ACENAFTENO (ng/kg) 6,71 889 NA <20 | <20 | <20 | <250 | <575 | <20 | <20 | NA <20 N.A <20
5 ANTRACENO (pg/kg) 46,9 245 NA <20 <20 <20 <250 | <575 | <20 <20 NA <20 NA <20
9;‘; BENZO(A)ANTRACENO (ng/kg) 31,7 385 NA 24 <20 | <20 315 | <575 | <20 | <20 | NA <20 N.A <20
% BENZO(A)PIRENO (pg/kg) 319 782 NA 22,7 <29 10,8 <250 750 <10 <10 NA <10 NA <10
S |BENZO(B)FLUORANTENO (ug/kg) - - NA 20,4 <20 <20 <250 | <575 | <20 <20 NA <20 NA <20
§ BENZO(G,H,))PERILENO (ug/kg) - - NA <80 | <80 | <80 353 | <575 | <80 | <80 | NA <80 NA <80
2 |BENZO(K)FLUORANTENO (ug/kg) - - NA 10 11,4 10 <250 | <575 | <10 <10 NA <10 NA <10
:é CRISENO (pg/kg) 57,1 862 NA <20 387 <20 <250 | <575 <20 <20 NA <20 NA <20
g DIBENZO(A,H)ANTRACENO (pg/kg) 6,22 135 NA <30 <30 <30 344 <575 | <30 <30 NA <30 NA <30
= |FENANTRENO (ng/kg) 41,9 515 NA <20 44,1 <20 <250 | <575 | <20 <20 NA PI NA <20
é FLUORANTENO (ug/kg) 111 2355 NA PI 119 <60 452 638 <20 | <20 | NA <20 N.A <20
% FLUORENO (ng/kg) 21,2 144 NA <20 <20 <20 <250 | <575 | <20 <20 NA <20 NA <20
g INDENO(1,2,3-CD)PIRENO (ug/kg) - - N.A <80 | <80 | <80 459 711 <80 | <80 | NA <80 NA <80
73‘2: NAFTALENO (pg/kg) 34,6 391 NA <30 <30 <30 <250 | <575 | <30 <30 NA <30 NA <30
PIRENO (ug/kg) 53 875 NA 47,6 <20 46,4 378 <575 | <20 <20 NA <20 NA <20
% ¢ |CLOSTRIDIUM PERFRINGENS (NMP/100g) 3500000220000 | SE+06 | 8E+06 [7900000| SE+06 | 49000 | 2E+05 N.A |1700000 NA 14000
E ¥ ESCHERICHIA COLI (NMP/100g) 230000 [ 490 | 4E+06 | 79000 | 49000 [130000| 78 78 NA 78 NA 1100
TEOR DE UMIDADE (%) 41,7 43,7 63,8 57 40,1 26 78,7 76 45,2 82 NA 63
.é pH NA 6,94 NA 6,84 NA 6,84 NA NA NA 6,81 NA NA
E POTENCIAL REDOX (mV) NA -187,7 | NA -191 NA -139,7 | NA NA NA NA NA NA
oé' SOLIDOS FIXOS TOTAIS (%) 98 90 88 90 96 98 86 85 93 87 NA 95
g’ SOLIDOS TOTAIS (%) 67 53 38 42 63 74 20 24 44 18 NA 36
SOLIDOS VOLATEIS TOTAIS (%) 2 10 12 10 4 2 14 15 7 13 NA 5
-g COLORAGAO Cinza |Marron| Cinza | Cinza NA Preta | Marron| N.A | Marron | Marron NA Cinza
% AREIA (%) 8553 | 6534 | 541 13,2 80,84 | 80,68 | 594 2,37 | 54,10 6,4 N.A 65,20
2 |ARGILA (%) 6,29 20,6 | 47,74 | 509 8,2 56 62,33 | 7375 | 2837 60,7 NA 20,43
g SILTE (%) 8,18 14,11 | 46,85 | 359 10,95 13,7 | 31,73 | 23,88 | 17,53 | 32,95 NA 14,37

Entre TEL e PEL; Acima de PEL; P.I - Presenca de interferentes; N.A — Ndo analisado; N.T — Nao toxico.

Fonte: Cetesb, 2014, 2015
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amostras de Aagua selecionadas para analise

Parametro Unidades Padréo TIET02400 TIET02500 PAT002900 TITR02800
CONAMA

Chuvas em 24h - - Sim Sim Nio Nio
Coloragdo - - Marrom Verde Verde Verde
Condutividade uS/cm - 685 441 209 171
Oxigénio dissolvido mg/L >5 1,2 5,26 2,7 7,6
pH U.pH 6até 9 7,4 7,45 7 8,8
T° da dgua °C - 26,2 26,83 24,6 25,9
T° do ar °C - 30 25,4 28,5 25,1
Aluminio dissolvido mg/L <0,1 0,27 <0,1 0,075 <0,05
Aluminio total mg/L - 13,8 0,26 0,118 <0,05
Bério total mg/L <0,7 0,14 0,04 0,076 0,055
Boro total mg/L <0,5 N.A 0,05 N.A N.A
Cadmio total mg/L <0,001 <0,0007 <0,0007 <0,001 <0,001
Carbono organico total mg/L - 12,9 7,27 8 7,9
Chumbo total mg/L <0,01 < 0,009 < 0,009 <0,008 < 0,008
Cloreto total mg/L <250 69,5 49,4 21 14
Cobre dissolvido mg/L <0,009 < 0,009 < 0,009 <0,005 < 0,005
Cobre total mg/L - 0,05 <0,01 < 0,005 <0,005
Cromo total mg/L <0,05 0,04 <0,02 < 0,005 < 0,005
DBO (5, 20) mg/L <5 55 6 7 <2
Ferro Dissolvido mg/L <0,3 0,44 <0,1 1,47 0,011
Ferro Total mg/L - 8,5 0,25 2,13 0,034
Fosforo Total mg/L <0,1 3,36 0,56 0,456 0,017
Manganés Total mg/L <0,1 0,34 0,07 0,065 0,013
Mercurio Total mg/L <0,0002 <0,0002 <0,0002 <0,0002 <0,0002
Niquel Total mg/L < 0,025 0,04 <0,02 <0,01 <0,01
Nitrogénio Amoniacal mg/L <3,7 22,3 0,4 3,42 <0,1
Nitrogénio Kjeldahl mg/L - 23,5 1,64 4,38 0,62
Nitrogénio-Nitrato mg/L <10 <0,2 5,66 <1 <1
Nitrogénio-Nitrito mg/L <1 <0,1 0,31 0,7 <0,2
Potassio mg/L - 16,1 10,8 6,87 6,18
Sédio mg/L - 71,6 51,2 27,7 23,1
Sélido Dissolvido Total mg/L <500 304 258 181 123
Sélido Total mg/L - 542 264 200 150
Subst. Tensoat. reagem c/ azul de metileno mg/L <0,5 0,34 <0,08 <0,08 <0,08
Turbidez UNT <100 120 11,7 7,6 2,7
Zinco Total mg/L <0,18 0,26 <0,02 < 0,005 0,006
Ens. Ecoxitologico c/Ceriodaphnia dubia NA Nio téxico N.A Nio téxico  Nao toxico Nio téxico
Clorofila-a ug/L <30 N.A 32,41 1,07 10,16
Feofitina-a ug/L N.A N.A 5,01 1,55 1,82
E.coli UFC/100mL <600 6900 80 468 1

Valores em vermelho representam medidas acima do padrdo Conama 357/05; N.A — N&o analisado
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Tabela 4A — Parametros fisico-quimicos das amostras de sedimento selecionadas para analise metagendmica.

Dt aolaa anavel Valores Rio Pinheiros | R.Promissiao
Referéncia | PINH04500 | TIPR 02800
UGRHI 6 16
VOCACAO Industrial | Agropecuaria
TEL
CHUVAS NAS ULTIMAS 24H - Nio Nio
TEMPERATURA DO AR (2C) - 25,6 N.A
ALUMINIO (mg/kg) - 5054 40230
ARSENIO (mg/kg) 5,9 1,2 2,43
CADMIO (mg/kg) 0,6 <06 | < 0,6
CHUMBO (mg/kg) 35 < 30 < 30
Metais COBRE (mg/kg) 35,7 58,1 18,2
CROMO (mg/kg) 37,3 12,4 35,9
ESCANDIO (mg/kg) - 6,5
FERRO (mg/kg) - 7355 39390
MANGANES (mg/kg) - 67,7 412
MERCURIO (mg/kg) 0,17 < 0,1 < 0,1
NIQUEL (mg/kg) 18 108 19,1
ZINCO (mg/kg) 123 122 29,7
CARBONO ORGANICO TOTAL (%) - < 1 1,76
Nutrientes NITROGENIO KJELDAHL (mg/kg) - 326 1824
FOSFORO (mg/kg) - 435 519
E ACENAFTENO (ug/kg) 6,71 < 575 | <! 20
E ANTRACENO (ug/kg) 46,9 < 575 | < 20
g BENZO(A)ANTRACENO (ug/kg) 31,7 < 575 | < 20
e BENZO(A)PIRENO (pg/kg) 31,9 750 | < 10
k= BENZO(B)FLUORANTENO (ug/kg) - < 575 | < 20
£ BENZO(G,H,))PERILENO (ug/kg) - < 575 | < 80
g BENZO(K)FLUORANTENO (pg/kg) - < 575 | < 10
lg CRISENO (pg/kg) 57,1 < o575 | < 20
S DIBENZO(A,H)ANTRACENO (ug/kg) 6,22 < 575 | < 30
- FENANTRENO (ug/kg) 41,9 < 575 | < 20
§ FLUORANTENO (pg/kg) 111 638 | < 20
é FLUORENO (ng/kg) 21,2 <2 575 | < 20
g INDENO(1,2,3-CD)PIRENO (ug/kg) - . 711 | < 80
= NAFTALENO (pg/kg) 34,6 < 575 | < 30
= PIRENO (ug/kg) 53 < 575 | < 20
ALDRIN ( (ug/kg) - N.A < 057
ALFA BHC (pg/kg) - N.A < 286
BETA BHC (ug/kg) - N.A < 286
DELTA BHC (ng/kg) - N.A < 2,86
CIS-CLORDANO (ug/kg) - N.A < 571
TRANS-CLORDANO (pg/kg) - N.A < 571
@ DDD (pg/kg) 3,54 N.A < 0,57
-‘3 DDE (pg/kg) 1,42 N.A <1 0,57
T: DDT (ug/kg) 1,19 N.A < 1,71
2 DIELDRIN (pg/kg) 2,85 N.A < 057
g0 ENDOSULFAN I (ug/kg) - N.A < 571
< ENDOSULFAN II (pg/kg) - N.A < 571
< ENDOSULFAN SULFATO (ug/kg) - N.A < 571
£ ENDRIN (ug/kg) 2,67 N.A < 1,14
& HEPTACLORO (ug/kg) 0,3 N.A < 1,43
HEPTACLORO EPOXIDO (ug/kg) 0,6 N.A < 1,43
HEXACLOROBENZENO (ug/kg) - N.A < 086
LINDANO (ug/kg) 0,94 N.A < 1,43
METOXICLORO (pg/kg) N.A < 286
MIREX (png/kg) 7 N.A < 0,57
TOXAFENO (pg/kg) - N.A < 114
N.A — Nio analisado; N.T — N&o téxico; <! = TEL < Limite de Quantificacgdo < PEL; <* = Limite de

Quantificacdo > PEL
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Tabela 4A (continuagédo) — Parametros fisico-quimicos das amostras de sedimento selecionadas para analise
metagendmica.

D icio da Variavel Valores Rio Pinheiros R. Promissao
SRR AR R R Referéncia | PINH04500 | TIPR 02800
UGRHI 6 16
VOCACAO Industrial | Agropecudria
Ensaio Ecotoxicolégico com Chironomus sancticaroli - N.A N.T.
Ecotoxicol6gicos [Ensaio Ecotoxicolégico com Hyalella azteca - N.A N.T.
Ensaio Ecotoxicoldgico com Vibrio fischeri (%) - 65,2 11,7
. . CLOSTRIDIUM PERFRINGENS (NMP/100g) - 4900000 14000
Microbiol®gicos | pocpgpichiIA coLI (NMP/100g) - 130000 1100
TEOR DE UMIDADE (%) = 26 63
pH - 6,84 N.A
Fisico-Quimicos PQTENCIAL REDOX (mV) - -139,7 N.A
SOLIDOS FIX0S TOTAIS (%) - 98 95
SOLIDOS TOTAIS (%) - 74 36
SOLIDOS VOLATEIS TOTAIS (%) - 2 5
COLORACAO = Preta Cinza
AREIA (%) - 80,68 65,2
Granulometria |ARGILA (%) - 5,62 20,43
SILTE (%) - 13,7 14,37
CLASSIFICACAO - areia areia argilosa

N.A — Nao analisado; N.T — N&o toxico; <! = TEL < Limite de Quantificacgdo < PEL; <* = Limite de
Quantificacdo > PEL. Fonte: CETESB

Tabela 5A — Abundéancia de genes associados a resisténcia/tolerancia a metais tdxicos no nivel de funcéo do
SEED-Subsystem detectados ho metagenoma de amostras de agua.

Abundancia relativa

L L0 ULITED TIET24 TIET25 PATO TITR

Arsenical resistance operon trans-acting repressor ArsD 0,002484 0,000264 0,000497 0,000002

Arsenical resistance operon repressor 0,002223 0,003396 0,000825 0,001743
. . Arsenic efflux pump protein 0,005844 0,007709 0,007179 0,003317
Arsenic resistance
Arsenical-resistance protein ACR3 0,038663 0,020141 0,025247 0,019241
Arsenic resistance protein ArsH 0,007059 0,012274 0,007044 0,006437
Arsenical pump-driving ATPase 0,023222 0,039160 0,017042 0,029365
Cadmium-transporting ATPase 0,003017 0,005365 0,000665 0,003379
Cadmium
resistance Cadmium efflux system accessory protein 0,000473 0,001129 0,000002 0,000486
Cadmium resistance protein 0,000114 0,000126 0 0,000006
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcA 0,354720 0,202368 0,267537 0,136244
Cation efflux system protein CusA 0,352084 0,201971 0,266825 0,135912
Cobalt-zinc-cadmium resistance protein 0,406768 0,245858 0,299706 0,168428
Cobalt-zinc- g;gt);lr)lle Co/Zn/Cd efflux system membrane fusion 0,051501 0,029699 0,042703 0,011052
cadmium Heavy metal sensor histidine kinase 0,018908 0,031158 0,011728 0,010362
resistance
DNA-binding heavy metal response regulator 0,021598 0,030800 0,012930 0,011349

Cobalt/zinc/cadmium efflux RND transporter, membrane
fusion protein, CzcB family

Heavy metal RND efflux outer membrane protein, CzcC
family

0,021816 0,015399 0,009207 0,004459

0,026565 0,019282 0,016866 0,008047

Valores em negrito representam valores a maior abundancia detectada para cada categoria.
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Tabela 5A (continuagéo) — Abundancia de genes associados a resisténcia/tolerancia a metais toxicos no nivel de
funcdo do SEED-Subsystem detectados no metagenoma de amostras de agua.

Abundancia relativa

NIVEL3 FUNGAO TIET24 TIET25 PATO TITR

Cobalt-zinc-cadmium resistance protein CzcD 0,022159 0,016015 0,008510 0,010171

Transcriptional regulator, MerR family 0,032467 0,031334 0,026072 0,013404
Cadmium-transporting ATPase 0,003017 0,005365 0,000665 0,003379

fgg"ﬁg{;‘*gj?&g two-component system response 0,008829 0,009177 0,003825 0,002468
Cd(II)/Pb(II)-responsive transcriptional regulator 0,002519 0,002751 0,001838 0,000828

Cation efflux system protein CusC precursor 0,000274 0,000198 0,000002 0,000001
Cobalt-zinc-cadmium  Putative silver efflux pump 0,000464 0,000149 0,000386 0,000524
resistance Cation efflux system protein CusF precursor 0,000115 0,000065 0 0
Copper sensory histidine kinase CusS 0,006326 0,007148 0,003380 0,002179

:fr?;g metal resistance transcriptional regulator 0,000280 0,000005 0,000522 0,000002

Hypothetical protein involved in heavy metal export 0,000005 0,000001 0,000068 0

Zn(II) and Co(Il) transmembrane diffusion facilitator ~ 0,000007 0 0,000034 0,000002

Zinc transporter ZitB 0,000437 0,000369 0,000796 0,000778

Probable cadmium-transporting ATPase 0,004239 0,005310 0,003103 0,002731

Blue copper oxidase CueO precursor 0,001611 0,000899 0,000339 0,003531
Copper-translocating P-type ATPase 0,188090 0,142548 0,121403 0,106633

Multidrug resistance transporter, Ber/CflA family 0,011497 0,013777 0,012805 0,003695

Multicopper oxidase 0,040935 0,028730 0,026912 0,017293

f:;ﬁg;sregjisig two-component system response 0,008829 0,009177 0,003825 0,002468

Copper resistance protein C precursor 0,001180 0,002662 0,000937 0,000758

Copper resistance protein B 0,004736 0,003092 0,001385 0,003134

CopG protein 0,005908 0,004484 0,002660 0,002619

Cu(I)-responsive transcriptional regulator 0,003840 0,004991 0,002232 0,001108

Copper homeostasis . lerance protein 0,006734 0,005478 0,006717 0,002589
Copper resistance protein D 0,004385 0,008909 0,004026 0,005511

Sensor protein copS 0,000259 0,000008 0,000034 0,001166

Cytochrome c heme lyase subunit CcmF 0,044455 0,028238 0,031909 0,028154

Copper-binding periplasmic protein 0,000002 0,000107 0,000003 0,000002

Copper sensory histidine kinase CusS 0,006326 0,007148 0,003380 0,002179

Transcriptional activator protein CopR 0,000370 0,000344 0,000209 0,000063

Copper chaperone 0,000982 0,001736 0,001324 0,000647

Heavy metal-(Cd/Co/Hg/Pb/Zn)-translocating P-type 0,000004 0,000002 0,000009 0,000001

ATPase:Heavy metal translocating P-type ATPase

Valores em negrito representam a maior abundancia detectada para cada categoria.
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Tabela 5A (continuagéo) — Abundancia de genes associados a resisténcia/tolerancia a metais toxicos no nivel de
funcdo do SEED-Subsystem detectados no metagenoma de amostras de agua.

Abundancia relativa

NiVEL 3 FUNCAO
TIET24 TIET25 PATO TITR
Copper homeostasis protein CutE 0,030396 0,022356 0,026713 0,012998
i:;;‘fttli‘ft;’rs"ct:é“ suppressor for copper- 0,001009 0,000179 0 0,001412
Magnesium and cobalt efflux protein CorC 0,029390 0,021263 0,037562 0,022435
Copper homeostasis protein CutF precursor 0,000170 0,000188 0,000002 0,000830
Copper homeostasis:  Membrane protein, suppressor for copper- 0,002398 0,000636 0,000005 0,003813
copper tolerance sensitivity ScsB .
SMeiI;:’ﬁ?;&(’gem' suppressor for copper- 0,000670 0,000006 0 0,000598
Cytoplasmic copper homeostasis protein cutC 0,001592 0,000957 0,000775 0,002054
Suppression of copper sensitivity: putative 0000311 0.000004 0 0.000389
copper binding protein ScsA ! ! ’
Periplasmic divalent cation tolerance protein cutA 0,002704 0,001341 0,001882 0,002545
Mercuric ion reductase 0,004600 0,017645 0,000592 0,012825
Mercuric reductase gfs?l?g;%Za:;(iig’éfgj?;c‘i:g’ee“dem NAD(P)- 0,005584 0,001718 0,003631 0,002490
Merecuric transport protein, MerE 0,000216 0,000003 0,000034 0,000000
Mercuric ion reductase 0,004600 0,017645 0,000592 0,012825
Periplasmic mercury(+2) binding protein 0,001055 0,000396 0,000131 0,000075
Mercury resistance Merecuric transport protein, MerT 0,001094 0,000321 0,000008 0,000004
operon Mercuric resistance operon coregulator 0,000309 0,000004 0,000066 0
Merecuric transport protein, MerC 0,000291 0,000007 0,000034 0
Mercuric resistance operon regulatory protein 0,001851 0,002240 0,001145 0,001070
Organomercurial lyase 0,000004 0,000007 0,000008 0
Chromate transport protein ChrA 0,024736 0,011762 0,029451 0,011769
Resistance to chromium Superoxide dismutase SodM-like protein ChrF 0,000989 0,000183 0,000755 0,000149
compounds Chromate resistance protein ChrB 0,001579 0,000219 0,001776 0,000119
Superoxide dismutase ChrC 0,000427 0,000043 0,000212 0,000007
?vizpf;’;i)gii‘ﬁszg‘;;zmc sigma-54-dependent 0,011488 0,006491 0,007475 0,011405
Zinc resistance Zinc resistance-associated protein 0,000250 0,000055 0 0
Sensor protein of zinc sigma-54-dependent two- 0,001017 0,000694 0,000504 0,000429

component system

Valores em negrito representam a maior abundancia detectada para cada categoria.



