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RESUMO

Caracterizacdo de bactérias resistentes a metais pesados e o potencial para
biorremediac¢ao

A contaminagdo ambiental ocasionada por atividades antrépicas, provoca alteragoes no
funcionamento e nas estruturas de diversas comunidades presentes no ambiente, modificando
profundamente diversos ecossistemas existentes em todo o mundo. Dentre essas atividades, a
industria de mineragao se destaca pelos desastres ambientais. As recidivas emissdes e o acimulo
do rejeito com contaminantes, como metais pesados, comprometem 0s ecossistemas, pois 0s
metais pesados em altas concentragdes causam toxicidade, persisténcia, bioacumulagao e
biomagnifica¢ao. Visando o desenvolvimento de ferramentas para a recuperagao e remediacao de
areas impactadas por rejeito de mineragao contendo metais pesados, vemos a necessidade de
compreender como 0s microrganismos poderiam colaborar na restaura¢do de ambientes
estuarinos. Encontrar microrganismos resistentes que foram expostos a esse tipo de toxicidade se
torna ainda mais relevante, aumentando a chance de isolamento de bactérias com potencial para
aplicagoes biotecnologicas. Associado a crescente preocupagao ambiental, o presente estudo
isolou e identificou bactérias a partir de amostras de sedimento estuarino contaminado com
rejeito de mineragao de ferro contendo metais pesados. Entre os isolados resistentes a metais
pesados e antibidticos, os géneros Bacillus e Mucilaginibacter foram identificados pelo
sequenciamento do gene RNAr 16S. Foi selecionado um representante de cada género para o
sequenciamento genémico e para verificagdo do potencial desses microrganismos na
biorremediagao dos metais pesados zinco (Zn), manganés (Mn) e cobalto (Co). Através dos
dados genomicos foi possivel identificar diversos genes que conferem fungdes para a resisténcia
aos metais pesados e antibiéticos, mostrando o potencial biotecnolégico dessas cepas. A cepa 3A
de Bacillus safensis apresentou capacidade de remover metais pesados em altas concentragdes em
caldo LB (45,98% de Zn, 24,8% de Mn e 44,97% de Co). A cepa 21P de Mucilaginibacter sp.
apresentou remo¢ao dos metais pesados Co e Mn em concentragdes mais baixas (52,7% de Co e
42,46% de Mn). Trata-se de microrganismos com muitos atributos a serem explorados. Dessa
forma, essas bactérias presentes em ambientes contaminados e que passam por pressoes seletivas,
desenvolvem mecanismos com grande potencial biotecnolégico que podem ser utilizados como
bioindicadores e na biorremediacio de ambientes contaminados.

Palavras-chave: Rejeito de mineracio, Estuario, Metais toéxicos, Genoma bacteriano,

Biorremediagio
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ABSTRACT

Characterization of heavy metal resistant bacteria and the potential for bioremediation

The environmental contamination driven by anthropic activities causes changes in the
functioning and structures of various communities in the environment, profoundly modifying
several ecosystems around the world. Among these activities, the mining industry stands out for
its environmental disasters history. The recurrence of emissions and the accumulation of tailings
extensively compromise the ecosystems due to the high concentration of contaminants such as
heavy metals, causing toxicity, persistence, bioaccumulation, and biomagnification. In order to
develop new tools for the recovery and remediation of areas impacted by mining tailings, we
highlight the need to understand how microorganisms could collaborate in the restoration of
affected estuarine environments. In this context, finding resistant microorganisms that have been
exposed to this type of toxicity becomes even more relevant, increasing the chance of isolating
bacteria with potential for biotechnological applications on bioremediation. In response to this
growing environmental concern, the present study isolated and identified bacteria from estuarine
soil samples contaminated with iron mining tailings. Among the isolates, we found bacteria
resistant to heavy metals and antibiotics. The genera Baci/lus and Mucilaginibacter were identified by
16S rRNA gene sequencing, showing a resistant phenotype. One representative of each genus
was selected for genome sequencing to deepen their identity and potential in the bioremediation
of the heavy metals zinc (Zn), manganese (Mn), and cobalt (Co). The genomic data allowed the
identification of several genes that might confer functions for resistance to heavy metals and
antibiotics, showing the biotechnological potential of both strains. Moreover, Bacillus safensis
species (strain 3A) showed the ability to remove heavy metals at high concentrations in nutrient
broth (45.98% of Zn, 24.8% of Mn, and 44.97% of Co). Meanwhile, Mucilaginibacter sp. strain 21P
showed heavy metals removal at lower concentrations (52.7% Co and 42.46% Mn). Based on
these results, those microorganisms have many attributes to be explored. Thus, bacteria in
contaminated environments might have undergone selective pressure, developing mechanisms
with great biotechnological potential that can be used as bioindicators or/and for bioremediation
of contaminated environments.

Keywords: Mining tailings, Estuary, Toxic metals, Bacterial genome, Bioremediation
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1. INTRODUCAO

A contaminagdo ambiental ocasionada por atividades antrdpicas provoca alteracdes no
funcionamento e nas estruturas de diversas comunidades presentes no ambiente, modificando
profundamente diversos ecossistemas existentes em todo o mundo (Doelman e Haanstra,
1984, Steffen, 2011; Berendonk et al., 2015; Sawut et al., 2018). Das atividades com graves
alteracGes e modificacbes no ambiente, a industria da mineracdo se destaca pelos desastres
ambientais e socioecondmicos (Duarte et al. 2021; Owen et al., 2020). Processando e
beneficiando milhGes de toneladas de minério anualmente no Quadrilatero Ferrifero em Minas
Gerais, a industria de mineracdo gera cerca de 90% de residuos sélidos e liquidos, os quais
sd80 em sua maioria armazenados em barragens (Dunbar, 2017; Falagan et al., 2017). Esta
atividade esta associada ao despejo de metais pesados no ambiente (por exemplo, Fe, Zn, Co,
Mn, Cu) (Palanques et al., 1999; Lancellotti e Stotz, 2004; Wang et al 2019). O problema se
agrava sobretudo com os rompimentos das barragens de rejeitos, por exemplo nos casos dos
desastres de Mariana-MG e Brumadinho-MG, os quais liberaram milhGes de metros cubicos
de lama toxica no ambiente (Segura et al., 2016; Hatje et al., 2017; Quadra et al., 2019a).

As recidivas emissdes e 0 acumulo do rejeito com contaminantes vém comprometendo
0s ecossistemas e a saude humana (Hadjiliadis, 1997; Moore e Ramamoorthy, 1984; Mason,
2013; Tang et al., 2014; Ray et al., 2014; Lima et al., 2020, Queiroz et al., 2021b). Quando
essa lama de rejeito se encontra com as bacias hidrograficas, 0os contaminantes presentes
tendem a acumular nos leitos dos rios e nos sedimentos estuarinos e oceanicos (Hatje et al.,
2017). Uma vez o rejeito sedimentado, este material tdxico pode novamente suspender-se na
coluna da agua através de perturbacBes — correntes maritimas, movimentacdo das marés,
tempestades, bioturbacéo e atividades antrdpicas — resultando em recorrentes contaminacdes
de longo prazo por metais pesados (Tjahjono et al., 2018; Mahiques et al., 2014; Fields, 2001,
Simon et al., 2001; Gati et al. 2016; Machado et al., 2016; Queiroz et al., 2018, 2022;
Barcellos et al., 2022).

A poluicdo cronica por metais pesados nos sedimentos dos estuérios se acumula
amplamente gerando toxicidade, bioacumulacgdo e resisténcias em macro e microrganismos,
sugerindo uma possivel biodisponibilidade desses metais (Gabriel et al. 2020; Bernardino et
al., 2019; Pinto et al., 2015; Seiler e Berendonk 2012; Yang e Rose 2003; Queiroz et al.,
2018). Em baixas concentragfes, certos metais atuam como nutrientes essenciais (por
exemplo, Zn, Fe, Mn, Co), sendo incorporados em varios processos bioldgicos em nivel
celular, como atividade dos canais de membrana, estabilizadores de cofatores enzimaticos,
proteinas, DNA e RNA (Ji e Silver, 1995; Nies, 1999; Seiler e Berendonk, 2012). Porém,
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todos os metais em altas concentragdes tém efeitos toxicos. Nos microrganismos, a toxicidade
ocorre através de mudancas na conformacdo estrutural de proteinas e acidos nucléicos, no
equilibrio osmotico e por interferir na fosforilacdo oxidativa (Bruins et al., 2000; Mani e
Kumar 2014; Poole e Gadd, 1989).

Apesar da presenca de niveis toxicos de metais pesados no ambiente afetarem
adversamente a salde humana e dos demais organismos, diversos microrganismos se adaptam
com sucesso a presenca de varios metais. Essa adaptacdo ocorre por uma variedade de
sistemas de resisténcias — como plasmideos, cromossomos e transposons — e desenvolvem
mecanismos de defesa com a formacdo de complexos metélicos, reducdo de ions e com
bomba de efluxo da célula (Bruins et al., 2000; Nies 1999; Nies e Silver 1995; Dua et al.,
2002).

Em decorréncia da capacidade dos microrganismos reduzirem ou removerem a
toxicidade dos metais pesados em ambientes contaminados, estudos mostram que eles sdo
importantes ferramentas na remediacdo ambientes contaminados (Aka e Babalola 2017; Chen
et al., 2018; Zafar et al., 2007; Rehman e Anjum 2011; Mufioz et al., 2012; Dash et al., 2013;
Das et al., 2009). Bactérias que estdo presentes nesses ambientes contaminados passam por
pressoes seletivas e desenvolvem mecanismos que podem ser utilizados como bioindicadores
(Diaz-Ravina e Baath 1996; Hussain, 2019; Zampieri et al., 2016).

Devido a baixa mobilidade por processos naturais, 0s metais podem permanecer no
ambiente por um longo tempo, resultando em biomagnificacdo e bioacumulacéo (Tchounwou
et al. 2012; Chaudhary et al. 2014; Voica et al. 2016; Queiroz et al., 2021b; Sa et al., 2021). A
utilizacdo de bactérias resistentes a metais pesados, para atuar na recuperacdo e
biorremediacdo de metais toxicos de ambientes contaminados, vem mostrando vantagens nas
ltimas décadas, devido ao baixo custo e eficiéncia (Valls e Lorenzo 2002; Kocberber e
Donmez 2007; Murfioz et al. 2012; Hansda et al. 2016; Ameen et al. 2020). Entretanto, o uso
de bactérias na biorremediagdo deve ser abordado com cautela. 1sso por que, estudos mostram
que bactérias resistentes a metais pesados também podem adquirir genes de resisténcia a
antibioticos (ARGs) (Allen et al., 1977; Wireman et al. 1997; Yurieva et al. 1997; McArthur e
Tuckfield 2000; Matyar 2012; Chen J et al. 2019).

Os ARGs podem ser transferidos horizontalmente pela comunidade microbiana
através dos mesmos plasmideos ou elementos genéticos méveis que transportam os genes de
resisténcia a metais pesados (MRGs) (Wiedenbeck e Cohan 2011; Lu e Lu 2020; Timoney et
al. 1978; Wright et al. 2006). Entre os mecanismos de transferéncia horizontal de genes

(HGT) que contribuem para a flexibilidade e adaptacdo as mudancas no ambiente, a
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conjugacdo bacteriana acelera a disseminagdo dos genes no ambiente. Contudo, essa
contribuicdo entre as bactérias e os fatores bio6ticos e abidticos que envolvem a transferéncia
de ARGs no ecossistema do solo, e a expressdo e o funcionamento dos genes adquiridos
precisam ser melhor compreendidos (Garbisu et al. 2017).

O impacto que os metais causam na comunidade microbiana torna-se um topico
proeminente frente a preocupacdo ambiental, devido sua importancia no funcionamento do
ecossistema, no ciclo biogeoquimico e na particularidade do microbioma presente em
ambientes estuarinos, que possuem uma composicdo de macro e microrganismos
caracteristicos desses ambientes (Dash et al. 2013; Andreote et al. 2012). Assim, encontrar
microrganismos resistentes que foram expostos a esse tipo de toxicidade se torna ainda mais
relevante, aumentando a probabilidade de isolamento de bactérias potenciais para aplicacGes

biotecnoldgicas, visando a remediacao e recuperacao de areas contaminadas por metais.
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2. REVISAO DA LITERATURA
2.1. Contaminacdao por rejeito de mineracao

No Brasil, as atividades ligadas a mineracdo representam uma importante fracdo da
economia do pais. Construidas desde os anos de 1930, as barragens sdo edificadas para
receber o rejeito, subproduto proveniente do beneficiamento do minério. Das 786 barragens
com a funcdo de conter rejeitos de mineragédo, 54,8% estéo localizadas no Estado de Minas
Gerais (CBDB 2011; DNPM 2018), onde se encontra o Quadrilatero Ferrifero, deposito
mineral mais importante do Brasil (Vial 1988). De acordo com Agéncia Nacional de
Mineragdo (ANM, 2020), o Brasil tem 44 barragens de rejeitos consideradas de alto risco
(devido a sua conservagdo ou modo de construcdo, o risco alto de rompimento e o dano
associado). Em estudo realizado por Bowker e Chambers (2015), foi identificado que as
ocorréncias de desastres com rompimentos de barragens de rejeito vém crescendo no mundo.

As atividades de mineracdo geram graves alteracfes e modificacbes no ambiente, por
exemplo supressdo da vegetagdo, exposicdo do solo aos processos erosivos, alteragdes na
quantidade e qualidade dos recursos hidricos superficiais e subterraneos por substancias
lixiviadas e, carreadas ou contidas, contaminacdo por efluentes das areas de mineracao, tais
como Oleos, graxa, metais pesados, que afetam a salde humana e demais macro e
microrganismos. Somado a 1isso, 0S riscos iminentes de desastres ambientais e
socioecondmicos e 0s graves danos as unidades de conservagdes intensificam os impactos
gerados por este setor (Mechi e Sanches 2010; Duarte et al., 2021; Owen et al., 2020;
Bernardino et al., 2019; Duran et al., 2013).

A lama de rejeito esta associada, de modo significativo, a poluicdo ambiental por metais
pesados (Segura et al., 2016; Sun et al., 2018; Quadra et al., 2019a; Duarte et al., 2021,
Young et al., 2021). De acordo com Costa (2001), as associagbes minerais presentes em
depdsitos explorados (seja de ferro ou ouro) apresentam alto potencial toxico, devido aos
metais tracos, e relata que além das alteracdes de parametros fisico-quimicos, as alteracdes
nas concentragdes dos metais pesados como Cd, Ni, Cr, Co, Hg, V, Zn, As, Pb, Cu e Li

também podem ocorrer (a depender do minério e estéreis envolvidos).

No Brasil, a maior tragédia ambiental, social e econbémica ocorreu em 2015, com
rompimento da barragem de rejeito de Fundao da empresa Samarco no municipio de Mariana-
MG, lancando 50 milhdes de m® da lama rejeito enriquecida com Fe na bacia do rio Doce. A
lama poluente percorreu 663 km contaminando importantes rios como o Gualaxo do Norte, do

Carmo e Doce. Seguindo até a foz do rio Doce, a lama toxica chegou ao estuario de Regéncia
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(municipio de Linhares-ES), onde avancou pelo Oceano Atlantico, contaminando o sedimento
estuarino e oceanico, causando graves danos as areas protegidas (IBAMA 2015ab; Marta-
Almeida et al., 2016).

Segundo Queiroz et al (2018), a lama depositada no sedimento estuarino de Regéncia
afetou a composicdo do sedimento, sendo composta principalmente por Fe, Mn, Cr, Zn, Ni,
Cu, Pb e Co. Os resultados revelaram valores até 24 vezes maiores para Mn e até 200 vezes
maiores para Zn e Cu e alerta para biodisponibilidade dos metais tragcos associados com oxi-
hidroxidos de Fe (que podem ser solubilizados pelas condi¢cdes andxicas transitorias ou
ciclicas e pela atividade microbiana) podendo possivelmente acarretar em contaminacGes

cronicas pela liberacdo dos metais pesados.

Hatje et al. (2017) avaliaram os impactos do derramamento do rejeito de ferro da
SAMARCO por meio dos metais toxicos. Os resultados obtidos mostram que o Fe, As, Hg,
Mn excedeu os critérios de qualidade para o sedimento, e o transporte de metais dissolvidos
foi observado para Fe, Ba e Al (devido a falha da barragem, a mineracao de Fe e a mineracéo
artesanal de Au na regido). Ainda, é importante ressaltar para o alto risco de recidivas
contaminacg0es pela erosdo, remobilizacdo e transporte de particulas contaminadas que podem
favorecer entradas de material particulado em suspensé@o e metais, ameagando 0s servi¢os do

ecossistema.

De acordo com Sa et al. (2021), a contaminacdo por metais no estuario do rio Doce foi
intensificada com o derramamento de rejeitos da barragem do Fund&o. O estudo mostrou um
aumento significativo nas concentragcdes de Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, V e Zn ao longo dos
meses que sucederam a chegada da lama de rejeito ao estuario e as concentracdes excederam
0s niveis de seguranca nacionais e internacionais de qualidade da &gua. As analises dos
sedimentos do rio Doce e as amostras originais dos rejeitos apresentaram composi¢do similar
para Al, As, Cd, Cr, Cu, Fe, V e Zn, ressaltando assim, a possibilidade do uso desses
elementos como marcadores geoquimicos dos rejeitos do Funddo para o monitoramento dos

impactos ambientais decorrentes deste desastre ambiental.

2.2. Metais pesados e bactérias resistentes
Metais pesados sdo elementos que apresentam densidade maior que 5g/cm®. Dos
elementos presentes na tabela periddica, 21 sdo ndo-metais, 16 sdo metais leves e 53 séo

metais pesados (Lide, 2005). Segundo Nies (1999), destacam-se 17 metais pesados, sendo
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com baixa toxicidade o ferro, manganés e molibdénio, importantes elementos tracos
indispensaveis a homeostasia celular. Os elementos toxicos zinco, niquel, cobre, vanadio,
cobalto, tungsténio e crébmio com alta e moderada importancia como elementos traco.
Arsénio, prata, antiménio, cadmio, mercurio, chumbo e uranio apresentam funcao limitada, e
devem ser enquadrados como elementos toxicos.

Nies (1999) descreve o funcionamento de sistemas de resisténcia a metais e como esses
metais se comportam no interior da célula dos microrganismos. A maioria dos metais pesados
apresentam orbitais d incompletos (elementos de transicdo). Essas orbitais d permitem aos
cations de metais pesados formarem compostos complexos que podem vir a apresentar
atividade redox, tendo papel fundamental como elemento traco em reagdes bioquimicas.
Contudo, em elevadas concentragdes, no interior da célula, os ions de metais pesados formam
complexos inespecificos promovendo efeitos toxicos. Embora os metais pesados ocorram em
ambientes naturais, a presenca de metais pesados como contaminantes nos ecossistemas é

resultado primariamente de atividades antropogénicas (Trevors et al., 1985).

Segundo Nies (1999), os céations de metais pesados (sobretudo com elevado nimero
atdbmico) ao entrarem nas células, tendem a se ligar a grupos sulfidrilas, levando a inibigdo da
atividade das enzimas que regulam reacdes intracelulares especificas. De acordo com Silver e
Misra (1988) e Mindlin et al., (2001) bactérias com capacidade de sobreviver a concentragdes

toxicas apresentam mecanismos genéticos especificos de resisténcias aos metais.

Nas Ultimas décadas, diversos estudos toxicoldgicos analisaram a resisténcia e a
sensibilidade de bactérias aos metais pesados isoladas de diferentes habitats (Duxbury e
Bicknell, 1983; Jonas, 1989; Hiroki, 1992; Starzecka e Bednarz, 1993; Doelman et al., 1994,
Bruins et al., 2000; Fashola et al., 2016; Aka e Babalola, 2017; Shuaib et al., 2021). A
contaminacdo ambiental por metais pesados ocasionada por atividades antrOpicas provoca
alteragBes no funcionamento e nas estruturas das comunidades presentes no meio ambiente,
modificando profundamente as comunidades microbianas e suas atividades (Timoney et al.,
1978; Doelman et al., 1994; Guzzo e DuBow 1994; Berendonk et al., 2015; Pinto et al., 2015;
Wright et al., 2006; Zampieri et al., 2016; Chen Y et al., 2018).

Apesar da presenca de niveis toxicos de metais pesados no ambiente, que geralmente
exercem acao inibitoria sobre os microrganismos pelo bloqueio de grupos funcionais
essenciais, deslocamento de ions metélicos essenciais, ou pela modificacdo das conformacdes
ativas de moléculas bioldgicas, diversos microrganismos se adaptam com sucesso a presenca

destes elementos. Essa adaptacdo ocorre por uma variedade de sistemas de resisténcias, como
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plasmideos, cromossomos e Transposons, que conferem mecanismos de defesa com a
formacdo de complexos metélicos, reducdo de ions e com bomba de efluxo da célula (Gadd e
Griffiths, 1977; Wood e Wang, 1983; Bruins et al., 2000; Nies, 1999; Nies e Silver, 1995).

Segundo Melo e Azevedo (2008), devido as fortes ligacGes idnicas, 0os elementos
tracos séo capazes de se ligar a constituintes celulares dos microrganismos, deslocando os
metais essenciais de seus sitios de ligacdo. Utilizando geralmente vias de transporte
especificas, os microrganismos levam os metais da membrana celular ao citoplasma. Um dos
mecanismos de adaptacdo microbiana a presenca a contaminacdo € através da transformacao
dos metais em formas menos toxicas, imobilizando-os na superficie da célula ou em
polimeros intracelulares (precipitacdo ou biometilacao).

Pérez (2006) relata a capacidade de alguns microrganismos afetarem a especiacdo dos
metais, através da capacidade efetora ou mediadora nos processos de imobilizacdo e
mobilizacdo, influenciando as fases sollveis e insollveis de espécies metalicas. A
mobilizagdo dos metais consiste na passagem de um estado insoltvel (i. e. forma de sulfetos
ou oxidos metélicos) encontrados em formas sélidas para um estado sollvel (forma aquosa),
onde a capacidade de transformacdo dos metais em formas sollveis ocorre através da
lixiviagdo, metilacdo, quelacdo e sider6foros microbianos. Na imobilizacdo, o0s
microrganismos sdo capazes de bioacumular intracelularmente os compostos, através da
transformacdo dos metais que estdo presentes em formas sollveis em meios aquosos, para
estado insoltvel na forma solida.

No ambiente, a resisténcia aos metais pesados podem selecionar, de modo semelhante,
variantes resistentes aos antibiéticos. Os genes de resisténcia geralmente estdo presentes nos
mesmos elementos genéticos moveis (plasmideos, transposons e bacteriéfagos). Estudos
supdem que a pressdo seletiva pela presenca de metais pesados contribui para a co-selecéo
direta de resisténcia aos antibidticos (Foster, 1983; Mclntosh et al., 2008; Martins et al., 2014;
Chenetal., 2019; Lu e Lu, 2020).

O estuario do rio Doce, de acordo com Sa et al. (2021), apresentava contaminacéo por
metais pesados (As, Ba, Cr, Cu, Mn, Ni e Pb) antes da chegada do rejeito da barragem do
Fundao, indicando que o estuario vem sendo impactado pelos longos anos das operacdes de
mineracdo, além da contaminagdo dos sedimentos (Fe, Hg, Mn, Pb e Zn) que foi atribuida a
descarga de efluentes domésticos e industriais ao longo da bacia do rio Doce (Santolin et al.,
2015).

Lu e Lu (2020) analisaram sedimentos estuarinos contaminados e detectaram que a

diversidade de genes de resisténcia a antibioticos estava positivamente relacionada com os
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niveis de poluigdo. Os resultados sugerem que a resisténcia em bactérias é desencadeada pela
aquisicdo de genes através da transferéncia horizontal de genes, promovendo a resisténcia
multi-antibiotica em bactérias de sedimentos estuarinos. Para Allen et al. (1977), bactérias
resistentes tanto aos metais pesados quanto aos antibiéticos podem ser facilmente isoladas do
ambiente natural, com maior abundancia para locais poluidos. Seus resultados revelam que
bactérias resistentes a antibioticos estdo amplamente distribuidas no ambiente estuarino e que
existe uma associacdo de resisténcia a antibiéticos com metais pesados. Estudo realizado por
Zhu et al. (2017) em escala continental em estuarios mostraram a associa¢do da abundéancia e
disseminacédo de genes de resisténcia a antibioticos com as atividades antropicas.

De acordo com Castro-Silva et al. (2003), a contaminac¢do dos ecossistemas por metais
pesados acarreta em uma pressdo seletiva, selecionando microrganismos capazes de
sobreviver nas condigdes contaminantes. Portanto, encontrar microrganismos resistentes que
foram expostos a esse tipo de toxicidade se torna ainda mais relevante, aumentando a
probabilidade de isolamento de bactérias potenciais para aplica¢fes biotecnoldgicas, visando

a biorremediacao e recuperacgdo de areas contaminadas por metais.

2.3 Biorremediagdo e mecanismos de resisténcia

O processo conhecido como biorremediagdo tem como base a capacidade dos
organismos de converterem substancias tdxicas em compostos menos nocivos ou inertes
(Tortora et al, 2017). A biorremediacdo com microrganismos € apresentada como uma
tecnologia ecologicamente aceitavel, devido seu baixo consumo de energia, alta eficiéncia e
seguranga ambiental, na qual busca-se remediar areas contaminadas, utilizando atividade
microbiana para degradar compostos organicos e metais pesados, resultando na mineralizacdo
dos contaminantes ou na transformacdo de metabdlitos (Kumar et al., 2011; Bergamasco et
al., 2018).

A absorcdo dos metais pelos microrganismos ocorre por meio de uma variedade de
mecanismos. Compreender esses mecanismos é fundamental para melhor eficiéncia dos
processos de biorremediacdo (Fosso-Kankeu e Mulaba-Bafubiandi, 2014). Microrganismos
desenvolveram a capacidade de se proteger da toxicidade de metais pesados atraves de
mecanismos como absorcdo, adsor¢do (biossor¢édo), oxidacdo, metilacdo e reducao (Haferburg
e Kothe, 2007). De acordo com Kavamura e Esposito (2010) algumas bactérias usam
mecanismos de tolerdncia, desintoxicagdo de metais pesados e podem produzir agentes

quelantes que ligam a metais e reduzem sua toxicidade.



24

Segundo Bruins et al. (2000), alguns mecanismos de resisténcia a metais pesados
envolvem exclusdo por barreira permeavel, sequestro intra e extracelular, bombas de efluxo

ou transporte ativo e reducdo da sensibilidade dos alvos celulares aos ions metéalicos.

Caracterizado como uma tentativa do microrganismo proteger 0s componentes
celulares essenciais que sdo sensiveis aos metais, 0 mecanismo de exclusdo por barreira
permedvel promove alteracdes na parede e membrana celular. Um exemplo é a excluséo de
Cu?* (1), que resulta na alteragdo da producdo da proteina porina em um canal de membrana
pela E. coli B, alteracdo que constitui na mutacdo de um gene, reduzindo a permeabilidade da

membrana aos ions metalicos (Rouch et al., 1995; Ji e Silver, 1995).

Bombas de efluxo e transporte ativo sdo mecanismos que visam exportar metais
toxicos do citoplasma. Esse mecanismo pode ser codificado por plasmideos e cromossomos.
Ao entrarem nas células, por sistemas normais de transportes, os metais ndo essenciais sao

imediatamente exportados (Bruins et al., 2000).

Definido como acumulacdo de metais dentro do citoplasma, o sequestro intracelular
tem a funcdo de prevenir a exposi¢cdo de componentes essenciais das células. Esse tipo de
mecanismos de resisténcia foi descrito por Silver e Ji (1994) presente no género
Synechhococcus, onde ha producdo de metalotioneina (proteina que apresenta forte ligacdo
com Zn (1) e Cd (I1)) expresso por genes smt A e smt B.

O sequestro extracelular € um mecanismo que consiste na produgdo e excrecdo de
proteinas que se ligam fortemente a alguns tipos de metais. Descrito por Murata et al. (1995)
em espécie de levedura Saccharomyces cerevisiae, esse mecanismo reduz a absorcdo de Ni (I1)

pela excrecdo de grandes quantidades de glutationa (proteina com afinidade ao metal).

A reducdo de sensibilidade de alvos celulares ocorre em microrganismos que se
adaptam a presenca de metais toxicos pela alteracdo da sensibilidade de componentes
celulares essenciais (Rouch et al., 1995). Mutagdes ocorrem nos componentes, alterando
sensibilidade a metais, sem comprometer as funcdes basicas. Mergeay (1991) descreve este
tipo de adaptacdo em E. coli expostas a Cd (l1), onde as cepas desenvolveram mecanismos de
reparo do DNA.

A detoxificagdo enzimatica de metais para formas menos toxicas € um mecanismo
realizado por enzimas. As bactérias conseguem transformar os metais em formas menos

danosas a0 meio ambiente e a biota. Este mecanismo é bem descrito na literatura para
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resisténcia ao mercurio. Misra (1992) e Ji e Silver (1995) relatam este mecanismo em
bactérias Gram-positivas (Staphylococcus aureus, Bacillus sp) e Gram-negativas (E. coli,
Pseudomonas aeruginosa, Serratia marcescens e Thiobacillus ferrooxidans). O conjunto de genes
que formam o operon mer confere resisténcia ao Hg (l1), detoxificando, transportando e auto-
regulando a resisténcia. Esses genes, ao codificarem proteinas de transportes e periplasmaticas de
ligacdo, sdo responsaveis pela captura do Hg (I1) no ambiente ao redor da célula e por levarem o
metal para o citoplasma para a detoxificacdo. Este € um tipo de mecanismo muito importante na
biorremediacao.

2.4 Genes de resisténcia

A resisténcia conferida aos microrganismos a maioria dos metais pesados ocorre,
frequentemente, pelo sistema de efluxo, que permite a extrusdo e sequestro dos metais. De
modo geral, todos os sistemas bacterianos de resisténcia aos metais toxicos sdo compostos por
agrupamentos de genes que funcionam como operons (unidade de transcricdo de mMRNA)
regulados por proteinas (Silver e Phung, 2005). Um exemplo é o efluxo mediado pelo gene
czcAB que confere resisténcia a cobalto (Co), zinco (Zn) e cadmio (Cd). Sugere-se que este
sistema possa diminuir a concentracdo dos cations dos metais pesados no citoplasma e
periplasma (Nies, 2003). Algumas agdes de remoc¢do do Zn de ambientes contaminados
ocorre pela aquisicdo de resisténcia conferida por plasmideos ou através da evolugdo de
mecanismos de resisténcia. Por exemplo, Gaballa et al. (2002) descrevem o ZosA (P-type
ATPase), um sistema de captacdo de ions de Zn expresso em condi¢des de estresse oxidativo.
Através da bomba de efluxo ATPase (CPx), conhecida como CadA, o efluxo de altas
concentracbes de Zn é facilitado. Cavaco et al. (2010) relatam que o gene czrC € um dos
principais associados a resisténcia ao Zn e pode estar associado a resisténcia ao antibiotico
meticilina em Staphylococcus aureus.

No caso do arsénio (As), dois estados de oxidacdo tem grande relevancia bioldgica:
As® (arsenato) e As®* (arsenito). Ambos s3o quimicamente similares aos nutrientes
necessarios para metabolismo microbiano. O arsenito, semelhante ao fosfato, atua como
inibidor competitivo de muitas enzimas que utilizam fosfato, e o arsenato é absorvido pelos
sistemas de transporte de fosfato (Yang et al., 2012). O sistema de efluxo do As inclue
proteinas multirresistentes e trocadores bacterianos (Acr3 e ArsB). Foi descrito em uma
espécie do género Bacillus a presenca do operon arsABCDR, onde 0s genes arsA e arsB tem

atividade ATPase translocadora, 0 gene arsC transforma o As®" para As>*, o gene arsD gera
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uma proteina que atua como metalochaperona chave para o transporte seguro de ions
metéalicos dentro das células e o gene arsR gera uma proteina que age como repressora (Yang
et al., 2012; Musingarimi et al., 2010).

Bactérias também desenvolveram componentes genéticos que conferem mecanismos
de resisténcia ao cromo (Cr). Além da resisténcia conferida por plasmideos, a reducgdo do Cr®*
para o Cr® é sugerida como mecanismo de resisténcia regulado pela enzima cromato redutase
(ChrR) (Cervantes et al., 2001). Esses componentes sdo constituidos de genes associados ao
transporte de ions de cromato, que incluem o gene chrA. Este gene atua como um
transportador de efluxo que exporta o cromato do citoplasma ou periplasma para fora da
célula (Pimentel et al., 2002). Morais et al. (2011) descrevem a alta resisténcia ao cromo (Cr)
conferida em bactérias que possuiam os genes chrA e chrB localizados no DNA

cromossdmico.

Ja o mercurio (Hg), um dos elementos mais toxicos existentes, no ambiente acumula-
se em solos, sedimentos, agua, atmosfera e nos organismos vivos. Processos industriais e
mineracdo sdo as principais vias de poluicdo deste metal (Driscoll et al., 2013). Bactérias
apresentam diversos mecanismos para sobreviveram as presenca do Hg. Os genes
responsaveis pela resisténcia ao Hg sdo observados em plasmideos e transposons/integrons.
Os genes de resisténcia e operon de resisténcia ao Hg sdo conferidos pelo sistema Mer nos
microrganismos. O operon Mer é regulado pela deteccdo de Hg por uma proteina ativadora, a
MerR, responsavel pela reducdo do Hg?" em Hg®, os genes merA e merB atuam como enzimas
mercurio redutase e mercurio liase, respectivamente. O transporte de ions de Hg envolve os
produtos dos genes merP, merT e merC e na metilacdo incluem hgcA e hgcB (Foster, 1987;
Silver e Misra, 1988).

Amplamente distribuido na Terra, 0 manganés (Mn) é um elemento essencial aos
organismos vivos. Importante como cofator e regulador de processos bioldgicos, porém em
altas concentracGes pode ser prejudicial (Gadd, 2010). Segundo Queiroz et al. (2021b), 0 Mn
é um potencial risco a saude ambiental e humana no estuario do rio Doce, devido a
contaminacdo crénica ap0s a chegada da lama de rejeito proveniente do rompimento da
barragem da SAMARCO. Microrganismos podem remover 0 Mn do meio atraves de sistemas
reguladores de metais especificos. A concentracdo intracelular nas células bacterianas é
mediada por MntR, uma proteina metalorreguladora especifica ao Mn. Sugere-se que a MntR
também possa detectar e regular ferro (Fe). MntR regula a expressdo de bombas de efluxo

(MneP e MneS) quando hé altas concentracdes de Mn intracelular. Em condic¢des limitantes
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de Mn, ocorre a expressdo de um sistema de captacdo do metal dependente de ATP
(mntABCD) e transportador associado a protons MntH. Em concentracdes extremas de Mn
observa-se a transcricdo de duas proteinas da familia TerC (YybP e YkoY), ambas ajudam a

prevenir a intoxicacgdo pelo metal (Guedon et al., 2003; Paruthiyil et al., 2020).

Desempenhando um papel importante em processos biologicos dos organismos vivos,
0 Cobre (Cu) acaba sendo um problema de poluicdo ambiental que prejudica 0s ecossistemas
(Rehman et al., 2019). A adaptacdo de algumas bactérias para sobreviver na presenca de
elevados niveis de Cu exige a expressdo do operon copZA (copZ atua como uma chaperona de
Cu que transfere Cu para os produtos de copA (copA contribui para absorcdo do Cu por
ATPase de efluxo - CPx). O operon copZA é regulado por CsoR, um repressor que €
responsavel pela indugdo especifica do Cu no sistema de efluxo (Smaldone e Helmann 2007).

Pertencente a familia CDF (facilitadores de difusdo de cations) o gene fieF atua como
uma bomba de efluxo de ferro (Fe). Estudos mostraram que a expressdo do gene levou a
diminuicdo do acimulo de Fe nas células de E. coli, além de ser necessario na desintoxicacédo
de Fe em células que foram forcadas a acumular muito ferro, onde a transcricdo do fieF esta
correlacionada com a concentragdo de Fe. Ha também a possibilidade de fieF atuar como um
sistema, ndo apenas do efluxo de Fe, mas também é capaz transportar Zn de maneira préton-
dependente. O Fe em altas concentracdes catalisa a reacdo de Haber-Weiss, gerando radicais
hidroxila a partir de superdxido e peroxidos de hidrogénio, onde a oxidacdo do 6xido de ferro
(11) também resulta em producdo de radicais hidroxila pelo peréxido de hidrogénio (reacdo de
Fenton) (Grass et al., 2005).

Os microrganismos, além de expressarem genes de resisténcia a metais pesados que 0s
permitem sobreviver em ambientes poluidos por metais pesados, também apresentam varias
estratégias para neutralizar os efeitos toxicos dos antibioticos (Salam, 2020). Por exemplo, 0
gene fosB confere resisténcia a fosfomicina (Cao et al., 2001), a resisténcia a bacitracina é
conferida por transportador BcrABC (Cao e Helmann, 2002), o gene ybxL apresenta uma
atividade intermedidria entre proteinas de ligacdo a penicilina e uma beta-lactamase (Colombo
et al., 2004), os genes ebrA e ebrB conferem resisténcia multidrogas (Kikukawa et al., 2006),
a resisténcia a tetraciclina é expressa pelo gene tetR (Auerbach et al., 2007). Além de metais e
antibioticos microrganismos codificam genes para neutralizarem compostos quimicos. Staub
et al. (2012) mostraram que o gene yhhS codifica um mecanismo de resisténcia bacteriana ao
herbicida glifosato a partir da superexpressdo do transportador de efluxo de membrana (MFS).
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Transportadores MFS sdo enquadrados como uma das maiores familias de transportes

multidrogas bacterianos.

Cabral et al. (2016) revelam a presenca de bactérias com genes de resisténcia aos
antibioticos em estuarios poluidos e pristino. Assume-se que comunidades microbianas que
apresentem genes de resisténcia e suas proteinas associadas sirvam como bioindicadores de

ambientes impactados por metais pesados e antibiéticos.

Algumas evidéncias sugerem que a resisténcia aos metais também podem estar
associadas a resisténcia aos antibidticos através de mecanismos de co-sele¢cdo, como a
resisténcia cruzada onde um unico mecanismo confere resisténcia a antibidticos e metais —
bombas de efluxo —, a co-resisténcia que é mediada atraves de genes de resisténcia diferentes
que sdo localizados em elementos genéticos moveis (plasmideos e transposons), e a co-
regulacdo que ocorre a partir de proteinas reguladoras que controlam a expressdo dos genes de
resisténcia aos metais conferindo resisténcia aos antibioticos (Pal et al., 2017; Salam, 2020).
Alguns genes que conferem resisténcia aos metais e aos antibioticos encontrados na literatura

sdo apresentados na tabela 1.

Tabela 1. Genes de resisténcia aos metais pesados e antibidticos

Contaminante Proteina/Gene Mecanismo de acéo Referencia
CzCAB Efluxo Nies, 2003;
Cadmio czcD ATPase transportadorade  Solovieira e Entian, 2002;
CadA cadmio Ayangbenro e Babalola, 2020;
CadA
_ ég; A Efluxo Cavaco et al., 2011
Zinco . Biossorsédo Gaballa et al., 2002
yciABC
ycdHI-yceA
czrCD
CzcAB
Cobalto czcD Efluxo Nies, 2003
CadA
CopZA
Cobre CsoR Efluxo por chaperona Smaldone e I_-|e|mann 2007
yend Plasmideo Amachawadi et al. 2013
tcrB
Efluxo Ayangbenro e Babalola, 2020;
Cromo chrAB Captacio C_ervantes et al., 2001;
ChrR Reducio enzimética Pimentel et al., 2002;
Morais et al., 2011;
_ maerrARB Reducdo enzimética Foster, 198_7;
Mercurio Transporte ions Silver e Misra, 1988
merPTC S
hacAB Metilacdo Dash e Das, 2012
gc
Manganés MntR Efluxo Guedqn et al., 2003;
mnePS Paruthiyil et al., 2020




29

mntH
mntABCD
TerC (yybP /
ykoY
Ferro fieF Efluxo Grass et al., 2005
Arsénio ::_:Srg Efluxo Yang et al., 2012;
arsABCDR Reducéo Musingarimi et al., 2010
. czcD Nies, 2003
Niquel CitM Efluxo Moore et al., 2005
Chumbo Pbr Efluxo Hynninen et a., 2009
pbrAB Silver e Phung, 2005
ebrAB Masaoka et al., 2000
Bmr3 Ohki e Muraya, 1997
NorM Morita et al., 1998
Proteina multirresistente  Stp Ramén-Garcia et al., 2007
marR Efluxo Beggs et al., 2019
MexA Lietal., 2004
mdtLAB Perreten et al., 2001
T‘*tr?g{e‘;::”glgiz'gg”ce gﬁ Efluxo Meller et al., 2016
P ’ Transposons conjugativos
. o emrY
Proteina de resisténcia a Efluxo Tanabe et al., 1997
P, . emrB
multiplas drogas putativa
Proteina de resisténcia a
Colistina emrAB Efluxo Linetal., 2017
Proteln_a_de resisténcia a ber Transportador de Nishino e Yamaguchi, 2001
Biciclomicina membrana (MF)
PrqtelAna_reguIad(_)r_a_de Mecl Elemento genético movel Peacock e Paterson, 2015
resisténcia a Meticilina
Proteina permease de
resisténcia a InrLMN Transportador ABC Stubbendieck e Straight, 2017
Linearmicina
Proteina de resistencia a ble Elemento genético movel Mori et al., 2008
Bleomicina
Proteina de resisténciaa  fsr Efluxo Fujisaki et al., 1996
Fosmidomicina
Resistencia a bla Efluxo Giles e Reynolds, 1979

Beta-Lactamatico

Plasmideo/Transposon

Naidoo et al., 2020
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Cavaco et al. (2011) mostraram que existe uma associagdo entre a resisténcia ao Zn e a
resisténcia a meticilina em isolados de Staphylococcus aureus CC398. Isolados que
apresentavam o gene czrC, que confere resisténcia ao Zn e Cd, foram resistentes a meticilina.
Amachawadi et al. (2013) revelaram a forte associagao entre isolados com resisténcia ao Cu,
conferida pelo gene tcrB, e resisténcia a tetraciclina, gene tet. O estudo sugere que possa
existir uma relagdo entre bomba de efluxo usada para homeostase do Cu e a tolerancia a
vancomicina, apoiando a hipdtese da resisténcia cruzada. Estudos realizado por Mcintosh et
al. (2008) identificaram a correlacdo entre genes de multipla resisténcia a antibidticos
[tetA/tetR (tetraciclina), floR (florfenicol), strA/strB (estreptomicina) e sulll (sulfonamida)] e
0 Hg (genes merD e merB) associados a plasmideos em Aeromonas salmonicida. Os
resultados sustentam a hipotese de que pressfes seletivas ambientais associadas a poluicdo
por metais pesados e uso de antibioticos em ecossistemas terrestres contribuem para o
desenvolvimento de mecanismos de resisténcia que acabam sendo disseminados para

ecossistemas aquaticos (Wright, 2007; Alonso et al., 2002).
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo Geral

Associado a crescente preocupacdo com 0 meio ambiente, 0 presente estudo visou isolar e
identificar microrganismos a partir de amostras de sedimento estuarino contaminado com
rejeito de mineracdo de ferro contendo metais pesados, que apresentem resisténcia a metais e

avaliar a capacidade de reduzir ou remover estes poluentes de ambientes contaminados.

3.2. Objetivos especificos

. Isolar microrganismos com resisténcia aos metais pesados zinco, manganés, cadmio e
cobalto;
. Verificar a suscetibilidade dos isolados aos antimicrobianos;

Identificar os isolados resistentes aos metais avaliados;

. Sequenciar e montar o genoma completo de dois isolados;

Verificar a presenca de genes de resisténcias aos metais e antibioticos;

. Identificar o potencial dos isolados para biorremediacdo de ambientes contaminados
com rejeito de mineragdo ricos em metais pesados.
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Area de estudo

A area amostral estuarina esta localizada em Regéncia, um distrito do municipio de
Linhares, no Estado do Espirito Santo, Brasil (latitude 19° 23' 28" S, longitude 40° 04' 20" O)
(Figura 1 e 2). A regido do estudo € caracterizada por um clima tropical tmido (Alvares et al.,
2013), classificado de acordo com a Classificacdo climéatica de Koppen-Geiger (Peel et al.,
2007). Existem duas estacOes distintas, inverno seco (abril a setembro) e verdo chuvoso
(outubro a marco); a temperatura média anual é de 22°C e as temperaturas maximas e
minimas sdo de 28 a 30°C e 15°C, respectivamente (Albino et al., 2006; Bernardino et al.,

2015). O estuério nessa regido é essencial para a subsisténcia das populagdes locais.

Figura 1 — Rejeito de minério de ferro da Mineradora Samarco chegando a Foz do Rio Doce.
Foto: CCS/CAPES

(A) (B)

413000 414000 445000 416000

Il Bacia Rio
Doce
Area de
estudo

Figura 2 — Mapa da regido da Bacia do Rio Doce (A); Pontos Amostrados no estuério (B);
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4.2. Coleta

Amostras de sedimentos que foram utilizadas neste estudo sdo oriundas do Projeto
Bentos do Rio Doce (CAPES-FAPEMIG-FAPES-CNPg-ANA N° 6/2016 (Figura 3). Para
esse experimento, foram selecionadas amostras de sedimentos (a 10 cm de profundidade) de
trés areas do estuario do rio Doce (ES): i) amostra de sedimento sem contaminacdo de rejeito
(PRIS); ii) amostra de rejeito depositado sobre sedimento (REJ); iii) amostra de sedimento e
rejeito agregado (RES) (Figura 4). As amostras foram coletadas apds dois anos da chegada do

rejeito no estuario.

Figura 3 — Agua do Rio Doce ap6s a chegada da lama toxica do rejeito (A); Rejeito depositado sobre sedimento
estuarino (B). Foto: Queiroz et al., 2018

Figura 4 — Amostras de sedimento e rejeito agregado (RES); Sedimento sem contaminacdo (PRIS); Rejeito
(REJ)
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4.3. Isolamento e selegéo de isolados sob diferentes condi¢fes de metais pesados

Foram amostrados 5 g de cada tratamento (Sedimento sem contaminacgdo, Rejeito, e
Rejeito com sedimento) e adicionadas em fracos Erlenmeyer contendo 45 mL de solucao
salina (NaCl 0,8%). Posteriormente, as amostras foram colocadas no agitador orbital a 150
rpm a 25 °C por 1 h. Apoés esse procedimento, foram realizadas diluigdes seriadas em solucéo
de NaCl 0,8% até a diluicdo 10°. A partir das diluicdes, foram feitas inoculacdes, em
duplicatas, em placas de Petri contendo meio de cultura TSB agar (Caldo Soja Tripticaseina)
com pH 7,0 e crescentes concentra¢cdes de manganés (300, 600, 1.600, 3.200, 4.500 mg/L),
um metal presente em alta concentragdo no sedimento estuarino do Rio Doce com efeito
genotdxico (Gomes et al. 2019). Para evitar contaminacdo das placas foi adicionado o agente
antifungico Nistatina, na concentracdo de 1 mg/mL, ao meio de cultura, como descrito por
Matyar et al. (2008) com modificacdes.

Diferentes concentraces de metal foram preparadas dissolvendo os sais de
MnCl..4H20, CoS04.7H20, ZnS04.7H20 e CdSO4.8/3H20 em agua destilada para obter
concentra¢Bes de metal puro de Mn, Cd, Co e Zn. Solugdes estoques foram preparadas com
1.000 mg/L de cada sal e esterilizadas a 120 °C durante 20 min e mantidas a 4 °C por no
méaximo um més (Hassen et al, 1998). O Mn foi adicionado ao meio, por meio de adi¢cdo de
solucio estéril, obtida com auxilio de filtros de membrana de 0,22 um Millex® em seringa
(Figura 5). Apos as semeaduras as placas de cultivos foram armazenadas por 24-72 h a 25 °C.

Figura 5 — Amostras a partir da diluicdo seriada inoculada em placa de Petri e inoculagdo do Mn no meio de
cultura com filtro de membrana.
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Posteriormente, foram realizados céalculos de unidade formadora de colénia (UFC).
Colénias com morfologias diversas foram selecionadas e isoladas, através da técnica de
estriamento em placas de Petri, contendo o mesmo meio de cultura e concentracdo do Mn.
Total de 21 colbnias foram repicadas, a partir da técnica de estriamento, até obtencdo de
colonias puras (Figura 6).

Figura 6 — Placas de Petri com meio de cultura e Mn inoculadas com técnica de estriamento para obtengdo de
colbnias puras.

As 21 colbnias resistentes selecionadas nas maiores concentracdes de Mn foram
coletadas e inoculadas em placas contendo Zn (250 e 500 mg/L), Cd (150 e 300 mg/L), Co
(400 e 800 mg/L) e cinco classes de antibiodticos: Beta-lactdmicos (ampicilina 10, 200, 300
pg/ml), aminoglicosideos (canamicina 50, 100 pg/mL, estreptomicina 20, 50, 100 pg/mL,
tetraciclina 10, 30, 50 pug/mL), anfenicdis (cloranfenicol 10, 50, 70 pg/mL) e quinolonas
(&cido nalidixico 50, 100, 200 pg/mL) para serem caracterizadas quanto a possiveis
resisténcias a estes metais e aos antibidticos (Figura 7). Os antibi6ticos foram diluidos em
agua esterilizada e preparadas soluc@es estoques de 1.000 pg/mL (exceto cloranfenicol que
foi diluido em etanol 70%) e posteriormente adicionados ao meio, com auxilio de filtros de
membrana de 0,22 um Millex®. As col6nias com diferentes morfologias foram repicadas por
mais trés vezes para obtencdo de col6nias puras. Os isolados foram armazenados em caldo

TSB com glicerol a 20% em temperatura -80 ° C.
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KA oo e jm! B

Figura 7 — Placas de Petri com antibiético inoculadas com colbnias resistentes a metais pesados e antibiético
(Foto: Vasconcelos ALS (sem publicag&o).

4.4. ldentificacdo dos isolados
4.4.1. Extracdo e quantificagdo do DNA gendmico

Coletou-se uma col6nia de cada isolado e inoculou-se em frasco Erlenmeyer (um para
cada col6nia) contendo 30 mL meio liquido TBS, o qual foi levado para o agitador por 24 h a
180 rpm. Apos esse periodo, realizou-se a extracdo do DNA atraves do Protocolo de Extracdo
de DNA Fenol-Cloroférmio (Adaptado de Sambrook et al. 1989). Na cabine de seguranca
bioldgica foram coletados 2 mL do meio de cultura e adicionados em microtubo de 2 mL,
seguido de centrifugacdo por 7 min em maxima velocidade. Apds, descartou o sobrenadante e
adicionou 500 pL de TE e agitou-se no vortex para suspensdo e entdo adicionou 10 pL de
SDS 0,5% e 1 ug de pérolas de vidro (beads) estéril. Em seguida adicionou 500 pL de fenol
nos microtubos e dispostos no PowerLyzer em velocidade maxima por 1 min. Apds,
centrifugou por 7 mim em velocidade méxima. O contetdo no microtubo apresentou-se
bifasico, onde coletou-se apenas o conteudo da 12 fase (em torno de 450 puL) e adicionou em
microtubos de 1,5 mL. Foram adicionados 40 pL de acetato de sodio (3M) e 400 pL de
propanol, passados em vortex por 10 seg, em seguida foram levados para geladeira por 5 min.
Os microtubos foram centrifugados na velocidade alta por 5 min, em seguida descartou-se o
sobrenadante, adicionando 500 pL de etanol 70% gelado e centrifugou-os por 2 min.
Posteriormente, descartou-se o sobrenadante e os microtubos foram dispostos invertidos na
bancada até a evaporacao do etanol. Em seguida adicionou-se 50 pL de agua esterilizada.
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O DNA foi analisado em gel de agarose 1,0% em tampdo TAE 1x, corado com
Lodding Buffer e marcador de massa molecular GeneLadder 1k e observado sob luz

ultravioleta e fotodocumentado.

4.4.2. PCR do gene 16S rDNA

O DNA de cada isolado bacteriano foi submetido a amplificacdo da regido V3/V4 do
gene 16S rDNA através de reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR). As reacles de
amplificacdo foram realizadas com volume final de 50 pl, sendo 31,75 ul 4gua autoclavada,
5,0 pL de Buffer (10X), 7,5 pL de MgClz (25 mM), 4,0 pL de dNTP (2,5 mM), 0,05 pL de
BSA (10 mg/mL), 0,5 pL de Tag DNA Polimerase (5 U/uL) e 0,1 pL dos pares dos
iniciadores (100 pmol/ul) 1492R (5> — TACGGYTACCTTGTTACGACT - 3°) 27F (5° —
GAGAGTTTGATCCTGGCTCA - 3°) e 1,0 uL do DNA diluido (aproximadamente 50ng).
Para amplificacdo do gene 16S rDNA, as reacdes foram incubadas a 94 °C por 4 min.,
submetidas a 35 ciclos de 94 °C por 30 seg., 63 °C por 1 min. e 72 °C por 1 min., com uma
extensdo final de 72 °C por 10 min., em termociclador (Veriti™ 96-Well Fast Thermal
Cycler, Applied Biosystems). Em seguida os fragmentos de DNA amplificados foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose (1,5%, p/v), corados com solucdo de brometo

de etidio (0,005%, p/v), podendo assim, inferir a qualidade da amplificacéo.

4.4.3. Purificacédo dos produtos de PCR e Sequenciamento 16S rDNA

Os produtos de PCR dos 21 isolados foram purificadas com o Ezna Cycle-Pure Kit
(OMEGA bio-tek) de acordo com as instruc6es do fabricante. Apos a purificacdo, as amostras
foram quantificadas em NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 (Uniscience) e submentidas a
reacdo de sequenciamento BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) e sequenciadas em 3500 XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems). A reagédo
de sequenciamento foi realizada em uma mistura com volume final de 10 pL contendo 1,5X
tampdo de sequenciamento (Applied Biosystems) 5 pmol dos primers M13-20 ou M13
reverse para a biblioteca com 10 ng de DNA. Para a biblioteca foram usados 5 pmol dos
primers Lego CB Forward ou Lego CB Reverse com 100 ng do produto de PCR purificado.
A reacdo foi realizada em termociclador Thermo Cyclet PTC-225 (MJ Research) sob as
seguintes condig¢des: 96°C por 2 min; 35 ciclos: 96 °C por 45 s, 50 °C por 30 s e 60 °C por 4
min. O sequenciamento foi realizado no Centro de Gendmica Funcional, no Departamento de
Zootecnia da Escola Superior Agricola “Luiz de Queiroz” (ESALQ-USP).
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Os eletroferogramas das sequéncias obtidas foram alinhadas e editadas no programa
CodonCode Aligner v7.0.1 (CodonCode Corporation, Dedham, Massachusetts, EUA).
Posteriormente as sequencias foram ajustadas com auxilio do programa Phred para
pontuacdes de qualidade das bases, onde os escores do indice de qualidade Phred ficaram
acima de 20. As sequéncias dos 21 isolados foram transformadas em dados FASTA e foram
comparadas com sequéncias depositadas na base de dados do NCBI (National Center of
Biotechnology Informationl) através do algoritmo BLASTN, a fim de determinar as espécies
com maior porcentagem de similaridade com a sequéncia das cepas isoladas (Altschul et al.,
1990).

4.4.4. Sequenciamento e montagem gendmica dos isolados S3 e S21

Para a obtencdo de genomas foram selecionadas duas cepas (S3 e S21), identificadas
como Bacillus safensis e Mucilaginibacter sp através das porcentagem de similaridade no
BLASTN. Estas cepas foram selecionadas por se tratar de uma espécie de Bacillus, gram-
positivo, que apresentou multipla resisténcia aos metais pesados e antibioticos, resultado
verificado em nossos estudos, sendo um género bem descrito na literatura, e
Mucilaginibacter, género de bactérias gram-negativa, que também apresentou mdultipla
resisténcia aos antibidticos, porém um género novo e ainda pouco descrito na literatura, um
potencial a ser explorado.

As bibliotecas foram preparadas com kits Rapid Sequencing SQK-RBKO004 (Oxford
Nanopore Technologies) e o sequenciamento realizado na plataforma MinlON (Oxford
Nanopore Technologies) usando o software MinKNOW e conversdo dos dados para FASTQ
com Guppy Vv 3.6.0 (https://staff.aist.go.jp/yutaka.ueno/quppy/) (Wick et al., 2017b). O DNA

também foi sequenciado na plataforma de sequenciamento Illumina MiSeq X v.3 (Illumina,
San Diego, CA) usando kit de preparagdo de biblioteca Nextera XT (Illumina, Inc., San
Diego, CA) com método de extremidade pareada, usando tamanho médio de 350 bp em

sequenciamento 2 x 150-bp.

A qualidade das leituras ONT foi verificada com o nanoPLOT e os adaptadores e as
leituras de baixa qualidade (qualidade> 10, comprimento> 5000 pb) foram aparadas com
Porechop e NanoFilt (De Coster et al., 2018), respectivamente. As leituras do Illumina foram
filtradas com fastp v.0.20.1 (Chen et al., 2018) usando parametros padréo e verificadas com
FASTQC (Andrews, 2010). As montagens hibridas de novo foram realizadas com o software

Unicycler v.0.4.0.8, realizando a remocdo de sequéncias sobrepostas e polimento dos


https://staff.aist.go.jp/yutaka.ueno/guppy/
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genomas através do pipeline SPAdes e Pilon, respectivamente (Wick et al., 2017a), com 0s

parametros padrdo para a montagem hibrida.

A qualidade de ambas as montagens foi avaliadas com Quast v.5.0.2 (Gurevich et al.,
2013) e CheckM v.1.1.3 (Parks et al., 2015). A anotacéo foi realizada com NCBI Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline (Tatusova et al., 2016). A anotacdo da montagem foi realizada
com NCBI Prokaryotic Genome Annotation Pipeline (Tatusova et al., 2016) e a analise da
identidade média dos nucleotideos (ANI) foi calculada usando ANI blast (ANIb) e ANI
MUMmer3 (ANIm) no servidor online JSpeciesWS (Richter et al., 2016). Para verificacdo
das proteinas previstas no genoma foi utilizado o banco de dados UniProt Knowledgebase
[(UniProtKB) https://www.uniprot.org/] (Bairoch et al., 2005).

4.5. Obtencéo das curvas de crescimento

A curva de crescimento foi obtida apenas para um dos isolados. A reativacdo da cepa
para crescimento bacteriano foi realizada em placa de Petri contendo caldo Luria-Bertani
(LB). O pH do meio de cultura foi ajustado para pH 7 com solucdo de Hidroxido de sédio
(NaOH) 1,0 mol/L e Acido cloridrico (HCL) 1,0 mol/L quando necessario. As placas
inoculadas foram incubadas durante 48 horas a 25 °C. Colonias foram coletadas e inoculadas
em frascos contendo 200 mL de caldo LB e incubados durante 48 h sob agitacdo orbital a 25
°C e 150 rpm para preparo de “cultura matriz”.

O isolado foi cultivado em fracos Erlenmeyer de 250 mL, contendo meio LB. Estes
foram mantidos sob agitacdo de 150 rpm a 25 °C, sendo aliquotas de 2 mL coletadas de cada
frasco nos tempos 4h, 8h, 12, 24h, 48h e 72h para determinacdo da crescimento controle
microbiano. O crescimento microbiano foi verificado por analise de espectrofotometria de

Densidade Optica (OD) por absorbancia a 600 nm.

4.6. Determinacdo dos efeitos de Mn, Zn e Co sobre o desenvolvimento e potencial de
biorremediacéo

Para verificar o potencial de biorremediacdo das estirpes isoladas, essas foram
cultivadas nas concentraces de metais descritas por Matyar et al (2008) e Akinbowale et al.
(2007) com adaptacGes. As cepas bacterianas foram cultivas em fracos Erlenmeyer de 250 mL
com 70 mL de caldo Luria Bertani LB e R2A (pH 7,0), em duplicata, contendo ions dos

metais em duas concentracdes para cada um das cepas isoladas para este experimento. A


https://www.uniprot.org/
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curva de crescimento foi construida para os metais separados e associados. As concentracdes
dos metais utilizados para cepa S3 foram: Mn 800 e 1600 mg/L; Zn 250 e 500 mg/L; Co 400
e 800 mg/L, separadamente e em conjunto (chamado de Mix I, Il, Ill, IV para cepa 3A). A
cepa 3A foi inoculada em caldo LB com metais associados nas seguintes concentragdes: Mix
I - Zn 60 mg/L, Mn 200 mg/L e Co 100 mg/L; Mix Il - Zn 120 mg/L, Mn 400 mg/L e Co 200
mg/L; Mix Il - Zn 250 mg/L, Mn 800 mg/L e Co 400 mg/L; Mix IV - Zn 500 mg/L, Mn
1600 mg/L e Co 800 mg/L. Ja para cepa S21 as concentragdes dos metais utilizados foram:
Mn 400 e 800 mg/L; Co 200 e 400 mg/L, separadamente. Para 0s metais associados, 0 mix
para S21 foi preparado nas seguintes concentracfes: Mix | - Mn 200 mg/L e Co 50 mg/L; Mix
I1 - Mn 400mg/L e Co 100 mg/L. As cepas foram reativadas em caldo LB e R2A e incubadas
em agitador a 150 rpm a 25 °C até que o meio de cultura apresentasse densidade optica a 600
nm igual ou acima de 0,6. Coletas de 5 mL do cultivo foram realizadas de cada amostra a
cada 24 h por 3 dias. Para controle negativo foi utilizado meio de cultura LB e R2A contendo
0s metais, sem inoculagdo. E para o controle positivo foi utilizado meio de cultura LB e R2A
inoculado com a bactéria sem a presenca de metais. A amostra coletada de 5 mL foi
centrifugada a 9000 x g por 8 min a 4 °C, onde a concentracdo residual de metal do
sobrenadante translucido foi analisada por Espectroscopia de Emissdo Atdmica por Plasma
Acoplado Indutivamente (ICP-OES).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Isolamento dos microrganismos com resisténcia ao Manganés

O manganés (Mn) é um metal traco presente no rejeito de mineracdo que se depositou
nos sedimentos estuarinos do Rio Doce ap6s o desastre do rompimento da barragem da
Samarco em 2015. O Mn foi escolhido para primeira etapa de sele¢do dos isoladas devido sua
alta concentracdo nas aguas e sedimento do estuario e por ter sido detectado nas espécies da
ictiofauna em niveis toxicos, muito acima das concentracdes necessarias para funcdes
bioldgicas. Devido a concentracdo aumentada do Mn de até 880%, 0 risco de exposicao
cronica é iminente. A possibilidade de bioacumulacdo por meio da contaminacdo do
ecossistema a longo prazo pode agravar os riscos de impacto tanto na fauna e flora quanto na
salde da populacéo local (Queiroz et al., 2018, 2021a; Gabriel et al., 2021a).

As amostras de sedimentos PRIS, RES e REJ inoculadas em placas de Petri com meio
de cultura nas maiores concentracfes de Mn exibiram crescimento de bactérias resistentes
(Figura 8). Corroborando esse achado, outros estudos, igualmente, apresentaram isolados com
resisténcia ao Mn (Akinbowale et al., 2007; Matyar et al.,, 2008; Cabral et al., 2016;
Castelblanco, 2016; Barbosa et al., 2016; Huang et al., 2016; 2020). Colbnias
morfologicamente diferentes foram selecionadas das placas de Petri com rejeito inoculado na

concentracdo de 3.200 ug/mL de Mn. No total foram isoladas 21 col6nias.

Figura 8 — Meio de Cultura com tratamentos RES (RS), REJ (RJ) e PRIS (PR) inoculados na concentracdo 4.500
mg/L de Mn

Ao aumentarmos a concentracdo do metal observou-se uma redugdo na abundancia

microbiana, bem como a diversidade (definida pela observacdo da morfologia das colonias),
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excluindo os microrganismos menos tolerantes ao metal pesado (Figura 9). Em estudos com
diversidade de bactérias em solo contaminado, como o realizado por Ellis et al. (2003),
revelou-se que elevadas concentracdes de metal podem exercer pressdes seletivas na
tolerancia e na resisténcia da comunidade microbiana a presenca de metais pesados. Dessa
forma, acreditamos que o sedimento PRIS e RES podem ter, inicialmente, apresentado maior
diversidade de colbnias e maior ocorréncia de UFC, pelo fato de ser uma amostra de
sedimento que ainda ndo havia sofrido pressdes e perturbacdes com poluentes toxicos, no
caso do sedimento sem contaminacdo (PRIS), e para amostra RES pela presenca de uma
comunidade microbiana ja existente quando o rejeito foi agregado. Possivelmente, isto tenha
acontecido em resposta adaptativa as condicGes de estresse provocadas pelo metal pesado no
meio, ja que a comunidade presente em REJ pode ter respondido previamente a entrada dos
metais quando a lama toxica se depositou no estuario. Observa-se que presenca de metais
pesados nos ambientes reduz a abundancia e diversidade populacional dos microrganismos
(Pinto et al., 2015).

Mediante ao aumento da concentracdo do metal, houve uma mudanca na tolerancia

das colbnias. Tal caracteristica metabolica aponta a versatilidade e adaptabilidade desses

M Pristino

microrganismos frente a agentes poluentes e contaminantes.
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Figura 9 - Crescimento bacteriano em placas de Petri com cinco concentra¢des de Mn (mg/L) e
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Os mecanismos de adaptacdo em um ambiente com alta concentracdo de Mn €

variado, podendo envolver precipitacdo extracelular, oxidagdo enzimatica, bombas de efluxo
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ativo (Ran et al., 2021). Nies (1999) relata que a tolerancia observada as altas concentracfes
de Mn pode ser atribuida a menor toxicidade deste elemento. Em estudos envolvendo
tolerancia de bactérias ao Mn, Huang et al., (2020) isolaram uma cepa com alta resisténcia a
Mn de amostras de solo contaminadas com este metal. Trata-se de uma espécie do género
Bacillus que pode sobreviver sob uma concentragdo de 4.000 mg/L de Mn. Outros estudos
tém mostrado microrganismos com alta tolerancia ao Mn, sendo importantes em oxidar e
adsorver o Mn (Il), podendo, alguns microrganismos, ser capazes em produzir acido
indolacético, sideroforos e potencial de solubilizacdo de fosforo (Yan et al., 2014; Huang et
al., 2018; Xu et al., 2019), colaborando no crescimento de plantas. Ran et al. (2021)
mostraram que a cepa ST7 de Bacillus safensis se adaptou a exposi¢do ao Mn alterando o
metabolismo, regulando os transportes de cations, inibindo a esporulacdo e a flagelonése e

ativando uma via relacionada ao estresse (sistema sigB).

A tolerancia constatada nas coldnias presentes nos tratamentos, principalmente no
REJ, sugere que bactérias, expostas a metais pesados, podem desenvolver mecanismos de
resisténcia com potencial adaptativo e de sobrevivéncia frente as pressoes seletivas impostas

pelo meio.

5.2. Selecdo dos isolados de bactérias sob diferentes concentracdes de metais pesados e
antibidticos

Apos a selecdo dos isolados tolerantes as concentracdes mais altas de Mn, os isolados
foram avaliadas quando a sua tolerancia aos metais Zn, Cd e Co e a sua resisténcia 0s
antibidticos ampicilina (amp), canamicina (kana), estreptomicina (strep), tetraciclina (tetra),
cloranfenicol (clora) e &cido nalidixico (NA).

Dentre os 21 isolados que se desenvolveram nas placas de Petri contendo metal ou
antibioticos, os isolados S3, S5, S20 e S21 foram tolerantes a todos os metais (Cd, Zn, Co e
Mn). Um total de 8 isolados apresentaram resisténcia ao Zn, Co e Mn. Com crescimento em
placas contendo Co (800 mg/L) e Mn (3.200 mg/L) 9 isolados foram resistentes as
concentracdes estipuladas. O isolado S10 foi o Unico que mostrou resisténcia apenas ao Mn,
porém este se desenvolveu nas placas dos antibidticos ampicicilina (200 mg/L), coranfenicol
(10 mg/L) e canaminicina (100 mg/L). Apenas S13, S20 e S21 cresceram na placas com &cido
nalidixico nas concentra¢fes 200 mg/L, 50 mg/L, 100 mg/L, respectivamente. O isolado S18,
crescendo em placas de Zn, Co e Mn foi resistente apenas ao antibioticos cloranfenicol 10

mg/L. O isolado S21 apresentou resisténcia a todos antibioticos e metais. O isolado S13 foi
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tolerante a presenca de antibidticos, exceto a tetraciclina. Entre os 21 isolados, 12 ndo

resistiram as concentrac@es de antibidticos (Tabela 2).

Tabela 2. Resisténcia dos 21 isolados a concentracdo minima inibitdria dos metais pesados e antibidticos

Metal pesado (mg/L) Antibiético (mg/L)
Isolado Cd* Zn* Co* Mn* Amp Clora Strep Tetra NA Kana
S1 500 800 3200 200 100 100
S2 800 3200
S3 150 500 800 3200 70 100 30 100
S4 500 800 3200
S5 150 500 800 3200 200 100
S6 500 800 3200
S7 500 3200
S8 500 800 3200
S9 500 800 3200 10 50 100 30
S10 3200 300 10 100
S11 800 3200
S12 800 3200
S13 800 3200 300 10 100 200 100
S14 800 3200
S15 800 3200
S16 800 3200
S17 800 3200
S18 500 800 3200 10
S19 800 3200

S20 150 250 800 3200 300 10 50 10 50

S21 150 250 800 3200 300 10 100 10 100 50
Amp = Ampicilina; Clora = Cloranfenicol; Strep = Estreptomicina; Tetra = Tetraciclina; NA = Acido
Nalidixico; Kana = Canamicina

Sumariamente, foram identificados 9 isolados que apresentaram multirresisténcia a
metais pesados e antibidticos. Lu e Liu (2021) mostraram que o0s niveis de residuos de
antibidticos em sedimentos estuarinos séo fortemente correlacionados com a abundancia de
genes de resisténcia a metais pesados (MGRs) e a presenca de elementos genéticos madveis
(MGEs), supondo-se que os MGEs podem transferir genes de resisténcia aos metais pesados e
antibiGticos atraves de transferéncia horizontal de genes.

No ambiente, a associacdo de resisténcia a metais e antibidticos é relativamente
comum, uma vez que genes que codificam resisténcia para metal e antibiotico podem estar

localizados nos mesmos elementos genéticos moveis, como plasmideos e transposons
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(Summers, 2002; Mclntosh et al., 2008). Contudo, supdem-se que a pressao seletiva exercida
em ambientes contaminados, como a contaminacgdo por rejeito de mineracdo, possa contribuir
para uma co-selecdo aos antibioticos (Matyar, 2012; Martins et al., 2014; Sinegani e Younessi
2017). Diversos estudos mostram a co-resisténcia, resisténcia cruzada e co-regulagédo de vias
de resisténcia para os metais pesados e antibidticos em bactérias de ambientes naturais (Allen
et al., 1977; Foster, 1983; Hassen et al., 1998; Chapman, 2003; Baker-Austin et al., 2006;
Wright et al., 2006; Martins et al., 2014; Sinegani e Younessi, 2017), podendo explicar os

achados em nossos estudos.

De acordo com Allen et al. (1977), bactérias resistentes a antibidticos estdo
amplamente distribuidas no ambiente estuarino e existe uma associacdo de resisténcia a
antibiGticos com resisténcia a metais em bactérias nesses ambientes. Além da resisténcia
conferida aos antibidticos pela transferéncia horizontal de genes, estudos mostram que as vias
usadas para desintoxicacdo de niveis toxicos de metais podem ser as mesmas usadas para
extrusdo de antibioticos (Silver e Phung, 2005; Martinez et al., 2009; Seiler e Berendok, 2012;
Zhou et al., 2022).

Timoney et al. (1978) observaram que as populacdes de Bacillus sp. resistentes a
metais pesados eram muito maiores em sedimentos contendo altas concentragdes de mercurio
(Hg) e outros metais do que populacGes em sedimentos de areas sem contaminacdo ou com
baixas concentracfes de metais pesados. As cepas de Bacillus sp. eram frequentemente mais
resistentes a ampicilina devido a producéo, principalmente, de B-lactamase. Sugere-se que 0S
genes de resisténcia ao Hg e a produgdo de B-lactamase séo selecionados ao mesmo tempo em
Bacillus, resultante da contaminagdo por metais pesados no ecossistema e da pressao seletiva

para resisténcia a antibidticos.

Semelhante ao observado por Timoney et al. (1978), outro estudo verificou a
resisténcia em isolados de ambiente contaminados com Hg. Rasmussen e Sorensen (1998)
observaram que a presenca de plasmideo era maior nos isolados do sedimento marinho
poluido do que no sedimento controle, revelando alta ocorréncia de resisténcia a Hg e
tetraciclina. McArthur e Tuckfield (2000) mostraram que bactérias eram mais resistentes em
um ambiente perturbado, onde se observou uma relacdo positiva da resisténcia a
estreptomicina e canamicina com as concentragdes de Hg nos sedimentos, concluindo que a
poluicdo por metais pesados pode contribuir para 0 aumento da resisténcia aos antibioticos
através da selecdo indireta.
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Estudos realizados em manguezais no litoral do estado de S&o Paulo (Brasil),
mostraram que esses ambientes podem ser um ecossistema com forte presenca de
microrganismos resistente a metais pesados e antibioticos. Cabral et al. (2016; 2018)
mostraram que tanto manguezais com impactos antropogénicos quanto manguezais pristinos
podem apresentar microrganismos resistentes a metais e antibioticos, com maior prevaléncia
de genes de resisténcia aos antibioticos no manguezal pristino. Imchen et al. (2019) isolaram
bactérias de manguezais contaminados em Kerala (india). Os resultados mostram uma alta
proporcdo de bactérias, em sua maioria do género Bacillus, com multipla resisténcia a
antibidticos, entre eles, tetraciclina, ciprofloxacina, gentamicina, cloranfenicol, com a
incidéncia de resisténcia maior a ampicilina, meticilina (beta-lactamicos) e vancomicina

(glicopéptidico).

A concentracdo e a biodisponibilidade dos metais pesados no meio ambiente pode
depender das condicdes bidticas e abioticas do meio (Nies, 1999; Schulz-Zunkel e Krueger,
2009). Nos ecossistemas costeiros se apresenta uma alta heterogeneidade fisico-quimica. Essa
heterogeneidade, inclusive do oxigénio, associada as interagdes ecoldgicas, pode afetar os

processos de degradacéo (Cabral et al., 2018).

Os metais utilizados neste estudo sdo descritos em diversos estudos como fonte de
poluicdo (Silver e Phung, 2005). O Mn é um oligoelemento essencial aos organismos Vivos,
atuando como cofator em muitas enzimas. Segura et al. (2016) mostram que o Mn é um dos
elementos com concentracOes toxicas presentes na area estudada por nds. Nos estudos de
resisténcia ao Mn, Huang et al. (2020) identificaram que uma cepa de Bacillus mostrou
resisténcia aos antibidticos amicacina, norfloxacina, gentamicina e ciprofloxacina. Embora o
Zn também consista de um metal traco que atue em processos celulares e seja componente de
DNA e RNA polimerase nos microrganismos, em altas concentra¢fes o Zn torna-se toxico
levando a inibicdo do sistema respiratorio de transporte de elétrons em bactérias (Schulte et
al., 2014). Estudos mostram co-selecdo de bactérias resistentes ao zinco e cadmio e a
resisténcia ao antibidtico meticilina (Cavaco et al., 2011). Outro estudo mostrou a resisténcia
ao zinco co-ocorre com genes que conferem resisténcia as beta-lactdmicos, aminoglicosideos

e a genes de resisténcia multidrogas (Zhao et al., 2019).

O Cd apresenta alta toxicidade devido sua biodisponibilidade em agua e a alta
solubilidade. Tons de Cd ao se acumular nas células aumentam o estresse oxidativo, podendo
induzir a quebras da fita de DNA, degradacao oxidativa dos lipideos e erros cromossémicos

(Anas et al., 2008). Os isolados S3 e S5, por serem tolerantes ao Cd, acreditamos que possam
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apresentar alguns mecanismos que os fazem ser capazes de tolerar niveis toxicos de metais,
como a presenca de plasmideos, que codificam sistemas de resisténcias para ions metalicos
toxicos, bombas de efluxo eficientes, que causam a rapida exportacdo do metal, evitando o
acumulo intracelular (Silver e Misra, 1984; Silver e Phung, 1996), através da biossor¢do do
metal toxico por meio das membranas e parede celular e a partir de substancias poliméricas
extracelulares (EPS) e biofilmes (Harrison et al., 2007). Alguns estudos sugerem a relacéo da
resisténcia ao Cd e antibidticos meticilina, tetraciclina e imipenem, como co-selecdo (Zhou et
al., 2022; Perron et al., 2004).

Todas as cepas isoladas apresentaram resisténcia ao Co, exceto as S7 e S10. Assim
como Zn e Mn, o Co é um metal essencial que em altas concentragdes pode ser toxicos,
inibindo o crescimento microbiano (Nies, 1992; Gikas, 2008). Estudos mostram que a
presenca de Co pode afetar a sintese e degradar o RNA de E. coli K-12, implicando no
processo de transcricdo e traducdo (Guha e Mookerjee, 1981). Chen et al. (1996) descrevem a

resisténcia cruzada ao Co e a tetraciclina.

Um explicacdo plausivel para a resisténcia de bactérias autoctones isoladas de
ambientes contaminados é proposta por Ginn et al. (2006). Propdem-se que as respostas de
tolerdncia das bactérias as concentragfes toxicas dos metais podem depender do tempo de
contato das cepas com o contaminante, resultando em aclimatacdo ao metal, onde esses
microrganismos aclimatados podem crescer nas concentragcdes mais altas quando comparadas
com as cepas microbianas ndo aclimatadas. Hajte et al. (2017) relatam que o rios afluentes do
rio Doce ja recebiam contaminantes toxicos antes da chegada da pluma de rejeito em virtude
na mineracao artesanal de Ferro (Fe), Aluminio (Al) e Ouro (Au). Analisando areas que ndo
receberam o rejeito da SAMARCO, revelaram a presenca de Arsénio (As) nos sedimentos da
area circundante. O As estd presente nos minérios de Au no Quadrilatero Ferrifero e a
améalgama de mercdrio (Hg) é outro subproduto gerado na mineracdo artesanal do Au presente

nos afluentes do rio Doce (Varejdo et al., 2009).

A contaminacdo ambiental pelo rejeito de mineragdo da barragem do Fundao elevou o
teor de metais pesados na bacia do rio Doce, no estuario e no oceano Atlantico. Os niveis de
metais pesados presente na dgua superam 0s niveis de seguranca nacionais e internacionais, e
os testes de toxicidade revelam que a lama e o sedimento apresentam citotoxidade e risco de
danos ao DNA (Sé et al., 2021; Gomes et al., 2017; Segura et al., 2016; Hatje et al., 2017;
Queiroz et al, 2021b). Os impactos ambientais, sociais e humanos dos desastres envolvendo

rompimentos de barragens de rejeitos de mineracdo sdo imensuraveis. A longo prazo, a
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presenca desse rejeito contaminado com metais pesados, no estuario do Rio Doce, pode trazer
maiores danos aos ecossistemas. Através da contaminacdo cronica desses metais pesados,
pode ocorrer a elevada presenca de bactérias ambientais com co-resisténcia a antibidticos, e
consequentemente, maior chance do aumento da taxa de troca de genes de resisténcia entre
bactérias ambientais e patogénicas, situacdo que pode agravar a dificuldade de tratamentos de
infeccBes causadas por bactérias em humanos e animais, aumentando os riscos de salde
publica e ecoldgicos (Barcellos et al., 2022; Matins et al., 2014). A¢des que possam mitigar 0s
danos ambientais e sociais ocasionados por desastres gerados pelos rompimentos de barragens

e que ajudem a restaurar 0s ecossistemas sao imperativos.

5.3. Identificacéo dos isolados

As sequéncias do gene 16S rDNA das cepas selecionadas que apresentaram maior
resisténcia aos metais e antibioticos foram comparadas com as sequéncias depositadas no
banco de dados do NCBI, através da ferramenta BLASTn. Os 21 isolados foram identificados
ao nivel de género e espécie, sendo para espécie a porcentagem de identificacdo >99% com
aquelas sequéncias depositadas no banco de dados e para nivel de género com porcentagem
>97% (Tabela 3). O processo de identificacdo néo obtive sucesso para o isolado S8 (falhas na
PCR, méa qualidade do sequenciamento).

A partir da porcentagem de similaridade dos isolados neste estudo com aqueles
relacionados no banco de dados, é possivel verificar um predominio do género Bacillus,
pertencentes ao grupo de bactérias gram-positivas, filo Firmicutes. Apenas trés isolados, S19,
S20 e S21 sdo do género Mucilaginibacter, pertencentes ao grupo de bactérias gram-

negativas, filo Bacteroidetes.



Tabela 3. Comparacdo e identificacdo das sequéncias do gene 16S rDNA.

Isolado Espécies Cddigo % de
NCBI identidade

S1 Bacillus cereus NR_115526.1 99,71%
S2 Bacillus licheniformis NR_118996.1 97,34%
S3 Bacillus safensis CP010405.1 99,74%
S4 Bacillus subtilis NR_102783.2 99,05%
S5 Bacillus altitudinis NR_042337.1 99,87%
S6 Bacillus aryabhattai MG905876.1 99.04%
S7 Bacillus deserti NR_117383.1 99.56%
S8 - - -

S9 Bacillus safensis OM049200.1 99,86%
S10 Bacillus pumilus NR_112637.1 98.88%
S11 Bacillus aryabhattai NR_115953.1 99.16%
S12 Bacillus megaterium NR_043401.1 99.39%
S13 Bacillus subtilis NR_102783.2 98.24%
S14 Bacillus megaterium MN100168.1 99.15%
S15 Bacillus aryabhattai NR_118442.1 99.81%
S16 Bacillus velezensis NR_075005.2 99.17%
S17 Bacillus megaterium NR_043401.1 99.28%
S18 Bacillus megaterium NR_112636.1 99.26%
S19 Mucilaginibacter sp. NR_133789.1 98.10%
S20 Mucilaginibacter sp. NR_148857.1 97.61%
S21 Mucilaginibacter sp. NR_148857.1 98.19%
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Arvore filogenética de juncdo de vizinhos construida com base nas sequéncias do gene

16S ribossdmico RNA (rRNA) de bacterias isoladas mostra as relacdes filogenéticas entre

todas as linhagens isoladas. Os valores indicam porcentagens de ramificagfes idénticas em

100 bootstrapping. A sequéncia de Escherichia coli J01859 foi utilizada como grupo externo

(Figura 10). Foram utilizados os software 1Q-tree e MEGA 7 para construcdo da arvore

filogenética e visualizada com ITOL (Vasconcelos et al., 2022).
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Figura 10. Arvore filogenética de juncéo de vizinhos baseada em sequéncias do gene 16S rRNA mostrando a
posicdo filogenética dos isolados. Fonte: Vasconcelos et al. (2022)

O género Bacillus, representado por 17 dos 21 isolados identificados neste estudo, sdo
amplamente descritos na literatura por terem aplicacdes biotecnoldgicas. Dentre as aplicacdes

para as estirpes encontradas neste estudo, a tabela 4 expdem algumas delas e a ecologia das

espécies presentes na literatura.



Tabela 4. Aplicagdes e ecologia dos isolados neste estudo descritos na literatura
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Espécie

Ecologia

Referencia

Bacillus cereus

Importdncia - Patogénica oportunista; Intoxicacdo alimentar;
resistente a antibioticos; atividade antimicrobiana;

Habitat - Solo, plantas, intestino de insetos e mamiferos;

Potencial - Resisténcia mdltipla a metais pesados; biorremediacao;
antiflngica;

Ayangbenro e Babalola, 2020;
Kumar et al., 2014; Stenfors et
al., 2008; Jensen et al., 2003

Bacillus
licheniformis

Importancia - producdo de bacitracina; Atuante na transferéncia de
genes de resisténcia a antibiéticos; Intoxicacdo alimentar;

Habitat - Solos, penas, plantas, couro, leite;

Potencial -  Compostos  bioativos;  produgdo  enzimas;

biorremediacéo; Probiotico; Atividade antiviral;

Muras et al., 2021; Abdelkhalek
et al., 2020; Logan e Vos, 2015;
Haavik, 1976; Salkinoja-Salonen
e al., 1999; Syed e Chinthala,
2015

Bacillus safensis

Importéncia - Atividade antimicrobiana; resistente a antibioticos;

Habitat - Superficies de naves espaciais; solos com metais pesados e
salino; campos petroleo; plantas; deserto; estudrio;

Potencial - Producdo enzimas; promotora de crescimento plantas;
antifingico; biopesticidas; probiotico; atividade antimicrobiang;
biorremediacao; resistente a metais pesados e UV;

Wau et al., 2021; Domingos et al.,
2015; Rongetal., 2020;
Defalco et al., 2021; Romero-
Severson et al., 2021; da Fonseca
et al., 2015; Thite et al., 2020;
Strahsburguer et al. 2019;
Chakraborty et al., 2013; Satomi
etal., 2006; Ran et al., 2021

Bacillus subtilis

Importancia - Modelo para estudo de divisdo celular, secre¢do de
proteinas, motilidade superficial, biofilme, transferéncia horizontal
de genes; resisténcia a antibioticos.

Habitat - amplamente distribuida na biosfera; solos; fezes; trato
gastrointestinal; plantas; ambiente marinho; ambiente acido.

Potencial - Probi6tico; producdo enzimas, aminoacidos e vitaminas;
fermentagdo alimentos; biocontrole; atividade antimicrobiang;
biossurfactante; biorremediacéo;

Importancia - Resistencia a antibioticos; atividade antimicrobiana;

Habitat - Solos; lodo; peixes; plantas; ambiente marinho; solos
contaminados; ambiente extremo (estratosfera, oceano artico; fontes

Kovaécs, 2019; Karpov et al.,
2020; Stein, 2005; Tam et
al., 2006; Bais et al., 2004; Earl et
al., 2008; Moore et al.,
2005; Paruthiyil et al., 2020; de
Alencar et al., 2017;

Cavalini et al., 2021; Shivaji et
al., 2006; Vijay et al 2011; Mao
et al., 2013; Esakkiraj et al.,
2012; Sunar et al., 2013; Lobova

B‘.”‘C'”.US. termais e salino); etal., 2015; Halder et al., 2017;
altitudinis Potencial - Promotora de crescimento de plantas; tolerante a  Garousin et al., 2021; Goswami
salinidade;  resisténcia a metais pesados;  biocontrole;  etal., 2020; Pranaw et al., 2020;
biorremediacdo; antifliingico; biofertilizante; resisténcia a radiagdo  Ohair et al., 2017; Shylla et al.,
UV; producdo enzimas; 2021
Importancia - Resistente a antibiotico; atividade antimicrobiana
Habitat - Ambiente marinho; esgoto; plantas; solos aridos; ambientes  Yaish, 2017; Balakrishnna et al.,
_ extremos (estratosfera, limitagdo de O2; baixa temperatura) 2017a, 2017b; Guo et al., 2015;
Bacillus Ramos-Silva et al., 2015; Yan et
aryabhattai Potencial - Promotora de crescimento de plantas; tolerancia &  al., 2016; Shavaji et al., 2009;

salinidade; producgdo de PHA e PHB; atividade antiflngica; tolerante
a temperatura e seca; resistente radiacdo U; produgdo de enzimas;
biorremediacao;

Pawaskar et al., 2021; Banala et
al., 2021

Bacillus deserti

Importancia - pouco explorada
Habitat - Solo desértico; veiculos espaciais;

Potencial - Producdo de enzimas; resistente radiacdo UV;

Zhang et al., 2011;
Seuylemezian et al., 2018;

Bacillus pumilus

Importdncia - Contaminante ambiental; Intoxicacdo alimentar e
corrente sanguinea; atividade antiviral e antibidtica;

Habitat - Alimentos; solo; plantas; intestino crustaceo; naves
espaciais; efluente de residuos agricolas;

Meyers et al., 1993; Kempf et al.,
2005; Newcombe et al., 2005;
Hafeez et al 2006; From et al.,

2007; Ouoba et al., 2007;
Kimouli et al., 2012;
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Potencial - resistente radiacdo UV; resistente a salinidade; inibidora
de patégenos marinho; resistente ao esterilizante H202; antiflingico;
producdo de enzimas; biorremediagdo de sistemas de aguas
residuais;  biodegradacdo de  contaminantes  ambientais;
biofertilizante; resistente metais pesados;

Hill et al., 2009; Thomas et al.,
2014; Saranya et al., 2014;
Ziganshina et al., 2018;

Importdncia - Modelo em processos celulares, esporulacdo e
lisogenia de bacteridfagos; antiviral; sintese de B-lactamicos;
resisténcia a antibidticos; transferéncia de DNA plasmidial;

Giles e Reynolds 1979; Hu e
Boyer, 1996; Morita et al., 1999;
Vary et al., 2007; Bunk et al.,

Bacillus Habitat - Solo; ambientes salinos; oceano; sedimentos; arrozais; mel; e :
Potencial - Producdo de proteinas/enzimas; biossintese vitamina 2014- Vilchez et al.. 2018"
B12; antifingico; biorremediacdo; resistente a metais pesados; Guimaraes et al., 2021:
promotora de crescimento de plantas; bioinoculante;
Importancia - atividade antimicrobiana; producdo de lantibiético
ericina; Modikwe et al., 2021; Khalid et
Bacillus Habitat - Marinho; agua salobra; esterco/fezes; solo; plantas; salinas; ~ al., 2021; Li Y etal, 2020; Devi
velezensis alimentos; etal., 2019; Chen L et al., 2019;

Potencial - Promotora de crescimento de plantas; biocontrole;
antiflngico; probidtico; biossurfactante; producéo de enzimas;

Cai et al., 2017; Palazzini et al.,
2016; Ruiz-Garcia et al., 2005

Mucilaginibacter
sp.

Importancia - Resistente a antibiotico;

Habitat - zonas Umidas cidas; tundra antartica; ambiente aquatico;
solo; arrozais; estuario; solo de mina;

Potencial - Producdo de exopolissacarideos (EPS); resistente a
metais pesados; biorremediacdo; promotora de crescimento de
plantas;

Pankratov et al., 2007;
Madhaiyan et al., 2010; Zheng et
al., 2016; Chen W et al., 2016; de

Alencar et al., 2016; Fanet al.,
2018; Li Y et al., 2018; Zhou et
al., 2019 Vasconcelos et al.,
2021;

Observa-se que o género Bacillus possui diversas aplicagdes por apresentar resisténcia

a metais pesados, pesticidas e antibidticos, atuarem como promotor de crescimentos de
plantas e ter acdo antifingica e viral contra patdgenos de interesse na agricultura (como
referenciado na tabela 4). Muitas espécie de Bacillus, como B. safensis (Ran et al., 2021), B.
altinudinis (Shylla et al., 2021), B. aryabhattai (Banala et al., 2021) e B. licheniformis (Syed e
Chinthala, 2015), isoladas de ambientes extremos, com potencial biotecnoldgico, podem ser

empregadas na biorremediagéo de locais contaminados com metais pesados.

A partir do isolamento, da selecdo na presenca de altas concentracdes de metais
pesados e identificacdo dos isolados selecionados neste estudo, pode-se supor que 0 género
Bacillus seja predominante entre as populacGes resistentes no estuario contaminado com
rejeito de mineracdo. Os resultados encontrados aqui para a presenca majoritaria deste género
é corroborado por estudos que isolaram bactérias de ambientes contaminados com metais

pesados.

Zampieri et al. (2016) isolando bactérias de sedimentos marinhos poluidos com metais
pesados observaram maior frequéncia do género Bacillus entre as bactérias isoladas das

amostras. Kamala- Kannan e Lee (2008) encontraram semelhante resultados. Das amostras
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sedimentos de um ecossistema de agua salobra na Coreia do Sul, todas as cepas bactérias que
pertenciam ao género Bacillus, apresentaram alta tolerancia a altas concentracdes de Mn e

resisténcia aos antibidticos ampicilina, tetraciclina, canamicina e estreptomicina.

Wang et al. (2020), a partir de amostras de solo contaminado com metais pesados,
isolaram cepas bacterianas onde o género Bacillus era dominante, com alta resisténcia ao
metais Cd e Pb e capacidade de fixacdo dos metais. Neste mesmo estudo foi observado que a
abundancia do género Mucilaginibacter era negativamente relacionada com a concentragéo de
Cd. Sob altas concentracdes de Cd e Pb, Mucilaginibacter mostrou baixa resisténcia, sugerida
pela diminuicdo da abundancia ou eliminacdo das cepas. Em contrapartida, nosso estudo
mostrou que 2 dos 3 representantes do género Mucilaginibacter (S20, S21) foram resistentes
ao Cd.

Estudos descrevem a resisténcia do género Mucilaginibacter aos metais pesados e
antibioticos. Sado bactérias que produzem uma grande quantidade de EPS e possuem a
capacidade de hidrolisar polissacarideos, por exemplo, xilana, pectina e laminarina (Pankratov
et al., 2007), o que fazem desse género um potencial na industria, além serem promotoras de
crescimento de plantas (Madhaiyan et al., 2010), e serem resistentes a antibidticos, como
demonstrado aqui e por Jiang et al. (2012) e Madhaiyan et al. (2010). Li et al. (2022)
descrevem a relacdo da producdo de EPS e metais pesados de uma cepa de Mucilaginibacter,
indicando que a producdo elevada de EPS € uma importante adaptacdo de Mucilaginibacter a
ambientes poluidos por metais pesados. Trate-se de um género de bactéria que vem sendo
descrito recentemente, porém com poucas espécies identificadas e pouco descrita na literatura
acerca de suas aplicacdes (76 spp [www.bacterio.net/genus/mucilaginibacter]) (Parte, 2018).
Ja Bacillus S3 (identificado como B. safensis pelo 16S rDNA), além de apresentar alta
resisténcia as metais pesados testados também foi resistente a 4 antibidticos. O género
Bacillus é amplamente descrito na literatura, com muitas cepas identificadas (614 spp
[www.bacterio.net/genus/bacillus]) (Parte, 2018). Tanto Mucilaginibacter quanto B. safensis
tem potencial de biorremediacdo, como descrito por alguns estudos (Fan et al 2018;
Kalaimurugan et al., 2020). Assim, ambos as cepas foram selecionados para o
sequenciamento genémico a fim de se explorar os genomas de ambas, identificando possiveis
genes que venham a conferir resisténcia a essas duas espécies e potencial aplicaces

biotecnoldgicas.
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5.4. Sequenciamento e montagem do genoma
5.4.1. Bacillus safensis 3A

A cepa S3 trata-se de uma espécie de bactéria gram-positiva, formadora de esporos,
aerdbia e quimio-heterotrofica que pode colonizar ambientes extremos devido a sua alta
tolerancia a sais e metais pesados (Lateef et al., 2015). Bacillus safensis foi originalmente
isolada de naves espaciais e superficie de instalagbes de montagem no laboratério de
Propulsdo a Jato na Califérnia. As condicdes precisam ser altamente oligotréficas, de baixa
umidade e temperatura controlada, para que seja evitada a contamina¢do microbiana terrestre
em exploragdes espaciais (Satomi et al., 2006).

A montagem no genoma de B. safensis, que chamamos de 3A, resultou em 2 contigs,
sendo um cromossomo unico de 3.721.772 pb e um plasmideo de 1.999 pb (Nso = 3.721.672).
O sequenciamento ONT exibiu 124.661.096 pb e 45.633 reads e o sequenciamento Illumina
exibiu 105.113.700 pb e 350.376 reads. O genoma apresentou teor de G+C de 41.7%, e
cobertura de 61x. Identificamos 3.612 sequéncias codificadoras de proteinas (CDS) e 81
genes de tRNAs, 24 de rRNAs e 5 ncRNAs. A analise de identidade média de nucleotideo
(ANI) no servidor JSpeciesWS mostrou a similaridade com espécies semelhantes
determinando que a espécie mais proxima com 98,80% de ANIb e 98,91% de ANIm é B.
safensis KCTC 12796BP, isolada de amostras de sedimentos de manguezais em Damman,
Arabia Saudita (nimero de acesso GenBank CP018197). O genoma da cap 3A foi depositado

no DDBJ/ENA/GenBank sob os niimero de acesso CP067376.

A anotacdo no plasmideo relevou conter um ARG classe A beta-lactamase de amplo
espectro (ESBL) TEM-116 (blaTEM). O plasmideo foi depositado no DDBJ/ENA/GenBank
sob 0s nimero de acesso MW647491.1. Através ferramenta Blast, que calcula a porcentagem
de similaridade da sequéncia com o banco de dados de genes de resisténcia do NCBI, foi
possivel verificar uma similaridade de 100% com o gene Tem-116 de referéncia (n° de acesso
AY425988.1).

Estudos mostram microrganismos ambientais que carregam genes que codificam
resisténcia a antibi6ticos, mesmo para aqueles ambientes que nunca estiveram sob pressdo de
selecdo de contaminantes antropicos (Allen et al., 2010). Bactérias multirresistentes tém sido
descobertas em ambientes isolados por milhares de anos. Essas cepas bacterianas apresentam
resisténcia a uma ampla gama de antibiéticos, incluindo os B-lactamicos, sugerindo que 0s
genes de resisténcias a antibioticos (ARGs) ocorram de forma natural no microbioma
ambiental (Bhullar et al., 2012; D Costa et al., 2011). Zeil el al. (2016) descrevem a evolucao


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP018197
https://identifiers.org/resolve?query=insdc:CP067376
https://identifiers.org/resolve?query=insdc:MW647491.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY425988.1
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de TEM-116, sua ampla disseminacdo e seu estabelecimentos em mdultiplos plasmideos,
indicando a provavel ocorréncia e evolucdo dessa enzima de forma natural em bactérias
(Jacoby e Bush, 2016). Li, Xi e Zhang (2017) analisando a presenca de MRGs e ARGs em uma
coletdnea de genomas bacterianos completos (solo, 4gua e humano), revelaram que os beta-
lactamicos, macrolideo-lincosamida-estreptogramina (MLS), bacitracina, aminiglicosideo e
tetraciclina estdo em entre os cinco tipos de ARGs mais abundantes. Este ARG também foram
encontrados no genoma da cepa 3A. Entre os MRGs, ha uma abundancia para o genes que

integram sistemas que conferem resisténcia ao As, Zn, Cu, Ni, Mn e Hg.

No genoma de B. safensis 3A foram encontradas fun¢des associadas & resisténcia metais
pesados e antibidticos. As funcdes anotadas para cepa 3A foram operon de regulador efluxo de Hg
(merR), transportador de metal divalente (mntH), transporte de Cd, Zn e Co (CadA), transporte de
Co e magnésio (CorA), transporte Cu (CsoR, copA copC, copD, copZ, ycnJ), resisténcia e efluxo
do Cu (ricC, yfmO), complexo transportador de ions bivalentes de Ni, Co e Zn (cntA, cntC, cntD,
cntF), transporte de Ni ABC (nikA, nikB, nikE), bomba de efluxo e sistema operon de Mn (MntR,
MneP, MneS, mntP, mntA, mntB, mntC), sistema de efluxo As (arsB), arsénio redutase (Spx),
bomba de efluxo 6xido de ferro (1), Cd e Zn (fieF), transporte de 6xido de ferro (Il) redutase
(FhuF, lucA/ luvC), transporte do cromato (chrA) e proteina de resisténcia ao teltrio (TerD, TerZ,
TehB).

Aos antibidticos, foram anotadas funcbGes para cepa 3A que podem contribuir na
resisténcia a multiplas drogas/antibidticos, sendo elas, efluxo de macrolideos (mef transportador
MFS), resisténcia a bleomicina (enzima glioxalase), resisténcia multiplas drogas (ebrAB, yhelHL,
bmr3, emrY, NorM, yokD), resisténcia a espectinomicina e tetraciclina (stp), resisténcia
tetraciclina classe B e C (tetA), resisténcia a bacitracina (BacA, BceS, BceR, berC), resisténcia a
biciclomicina (bcr), resisténcia a fosmidomicina (fsr), resisténcia a linearmicina (InrLM),
resisténcia a fosfomicina (fosB), resisténcia a lincomicina (ImrA), bomba de efluxo de drogas
(jefA), efluxo de multiplas drogas (yfmO), resisténcia a penicilina (beta-lactamase classe D de
baixa atividade Ybxl), resisténcia a fluoroquinona (NorA), resisténcia a cloranfenicol (CAT).
Também observamos genes que conferem outras fungdes importantes para a sobrevivéncia do
microrganismo em condicdes estressantes, como resisténcia a 2-metilhidroquinona e catecol
(MarR MhgR), resisténcia a toxina acido fusarico (fusC), resisténcia a canfora (CrcB, CrcB)
resisténcia ao glifosato (YhhS), resposta ao estresse salino (yocM), resposta ao dano do DNA pela
radiacdo UV (uvsgE), multipla resisténcia e regulacdo de pH (MrpF / PhaF), producdo de
sideroforos (YThA, YfiZz, YfiY, YusV, exportador de &cido aroméatico (ArAE_1), sintese de
cobalamina (cobW, cobT), resisténcia a anions toxicos (TelA), biossintese de surfactina (SrfA-A,
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SrfA-B, SrfA-C, SrfA-D), biossintese de menoquinona (menA, menC, menD, men E, menF,
menH) e ubiquinona (UbIE), biossintese do heme (hemB) e siroheme (CysG), produgdo e
transporte de bacteriocina (SkfE, skfA, skfB, skfC skfF, skfG, skfH).

As diversas caracteristicas tornam este organismo potencialmente aplicavel em uma
ampla gama de aplicac6es biotecnoldgicas. Estudos tém revelado esse potencial biotecnologico
de B. safensis. Raja e Omine (2012) isolaram cepa MS11 de Bacillus safensis do deserto da
Mongolia que exibia alta resisténcia aos metais As, Cd, Cr, Cu, Ni, Zn, Pb (chumbo), alto
potencial de acumular boro (B) (2,6 mg/L) e resisténcia ao sal cloreto de sédio (15%). Nossa
cepa 3A apresenta genes que podem conferir as resisténcias observadas na cepa MS11, como
asrB e yocM. Além disso, Mathé et al. (2012) detectaram a resisténcia a metais pesados e
antibidticos em uma cepa isolada de areas contaminadas com metais pesados e hidrocarboneto

que apresenta capacidade de degradar hidrocarbonetos aromaticos.

Assim como encontrado na cepa 3A, Fischer et al. (2018) detectaram genes
determinantes de resisténcia a varios metais e metaldides. A cepa JG-B5T de B. safensis de
uma pilha de residuos de mineracdo de uranio contendo genes como ArsB, CorA responsaveis
pelo efluxo As e transporte de Co e Mg (magnésio), respectivamente. De modo geral estudos
tem mostrado o potencial que B. safensis apresenta em atividades biossusfactante,
antimicrobiana, antitumoral (Abdelli et al., 2019), potencial biofertilizante fitoestabilizador
para solos contaminados por metais pesados (Nazli et al., 2020), biodegradacdo de pesticidas
(Ishag et al., 2016), degradacdo de hicarboneto aromatico policiclico (pireno e
benzo[e]pireno) (Hanano et al., 2017). A cepa KCTC 12796BR de B. safensis, que apresentou
maior similaridade com cepa 3A, possui atividade antibacteriana contra bactérias Gram-
positivas. Assim como encontrado em nossos estudos, Qureshi et al. (2020) mostra a
predominancia do género Bacillus nos manguezais da Arabia Saudita e a importancia desses

ecossistemas para prospecgdo de novos compostos.

5.4.2. Mucilaginibacter sp. 21P

A cepa S21 trata-se de uma bactéria do género Mucilaginibacter, pertencente a familia
Sphingobacteriaceae. Sdo caracterizadas como bactérias Gram-negativas, quimio-
organotréficas e aerdbicas ou anaerdbias facultativas, ndo formadora de esporos, imdvel,
produtora substancias poliméricas extracelulares (EPS) podendo ser encontrada em ambientes

aquaticos, acidos e terrestres (Pankratov et al., 2007; Urai et al., 2008; Baik et al., 2010).
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A montagem no genoma da cepa S21, que chamamos de 21P, resultou em 1 contigs,
sendo um cromossomo Unico circular de 4.739.655 pb. O sequenciamento ONT apresentou
154.909.335 pb e 33.969 reads e o sequenciamento Illumina apresentou 149.159.045pb e
495.545 reads. O genoma apresentou teor de G+C de 43.2% e cobertura de 64x. ldentificamos
4167 sequéncias codificadoras de proteinas (CDS) e 47 genes de tRNAs, 6 de rRNAs e 3
NcRNAs. A analise de identidade média de nucleotideo (ANI) no servidor JSpeciesWS
mostrou a similaridade com as espécies depositadas no GenBank, determinando que a maior
similaridade foi de 96,22% de ANIb e 96,99% de ANIm com Mucilaginibacter sp. MJ1A (n°

de acesso GCA 007846095.1) isolado do solo em Gyongnam, Coreia do Sul. A maior
similaridade com a espécie de referéncia Mucilaginibacter rigui foi de 73,93% de ANIb e
83,24% de ANIm (n° de acesso GCA 014773275.1). O genoma foi depositado no
DDBJ/ENA/GenBank sob os nimero de acesso CP063061.1. A similaridade com a cepa
MJ1A, (>95% de acordo com Goris et al., 2007) pode representar uma forte proximidade com

esta cepa, porém trata-se de uma espécie desconhecida.

No genoma de Mucilaginibacter sp. 21P foram encontrados genes que expressam
fungdes de resisténcia aos metais pesados, antibioticos e outros compostos. Para 0s genes de
resisténcia a metais pesados encontramos resisténcia e efluxo para Cd, Co, Zn (CzcD,
czcABC), resisténcia ao Cd (cusR), transporte de Cu (cutC), resisténcia ao mercuario (MerC),
resisténcia ao arsénio (Acr3, ArsR), transporte de 6xido de ferro (I1) (feoAB), transporte ABC
oxido de ferro (111) (afuAh), transporte de Co e magnésio (CorA), sistema de efluxo de Mn (MntR,
MneP) transportador de metal divalente (mntH), arseniato redutase (arsC), bomba de efluxo As

(arsB), bomba de efluxo de 6xido de ferro (1) (FieF), resisténcia ao telurio (TerD, TerZ, TehB).

As fungdes que conferem resisténcia aos antibidticos foram transportador de
resisténcia maltiplas drogas (Bcr/CflA), resisténcia a multiplos antibiéticos (MarR, MarC,
MexA, MdtA, MdtB), resisténcia a vancomicina (vanJ), resisténcia a acriflavina (acrA),
bomba de efluxo multidrogas (RND, AcrB, AcrD, AcrF, AcrR e NorM), resisténcia multiplas
drogas (Stp, Yhel), resisténcia a tetraciclina (tetA, rteC), resisténcia a fluoroquinolona
(NorA), resisténcia a bacitracina (BacA), resisténcia a bleomicina (ble), efluxo ABC de
bacteriocina (MacB), resisténcia a fosfomicina (fosB), resisténcia a meticilina (Mecl),
resisténcia a daunorubicina e doxorubicina (DrrA), resisténcia a linearmicina (LnrL),
resisténcia a biciclomicina (bcr), resisténcia a colistina (EmrA), resisténcia ao cloranfenicol
(MdtL) e mediacdo de resisténcia e efluxo de microcina (yojl). Outras funcdes foram

observadas, como resisténcia a radiacdo UV (uvrB), resisténcia a hidroperéxido organico


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_007846095.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_014773275.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/CP063061.1
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(ohrB, ohrR), biossintese de metionina (MetW), resisténcia a anions téxicos (TelA), resisténcia
a compostos de ambnio quaternario (SugE), resisténcia (desintoxicacdo) da toxina fingica acido
fusarico (FusC), biossintese de cabapenem (CarD), transporte de sider6foro Fe?* (TonB, SusC,
ExbD), bomba de efluxo de compostos téxicos (bepC, bepE, bepF, bepG), bomba de efluxo acido
hidroxibenzoico (AaeA), bomba de efluxo tolueno (TtgA, Ttgl), bomba de efluxo de solventes
(SrpA).

O género Mucilaginibacter tem sido descrito na literatura com grande potencial para
diversas aplicacdes biotecnoldgicas. Por exemplo, Li et al. (2022) isolaram uma cepa de M.
rubeus P2 de uma mina de ouro-cobre com resisténcia a Cu e Zn, com capacidade de
bioadsorgédo de As, Cu e Au. O estudo ressalva a importancia da superproducéo de EPS desse
organismo para biorremediacdo de ambientes contaminados com metais pesados. Fan et al.
(2018) descrevem capacidade de biorremediacdo de uma cepa com resisténcia a varios metais
e capacidade de biossorcdo de Zn e Cd. A cepa TBZ30'" foi isolada de um arrozal
contaminado com metais pesados e também apresenta potencial de aplicacdes
biotecnoldgicas. Uma outra cepa YX-36 de Mucilaginibacter, isolada de uma horta na China
apresentou resisténcia a ampicilina, carbenicilina, canamicina, vancomicina, gentamicina

cloromicetina e cefixima (Jing et al., 2016).

A contaminacdo por metais pesados, tais como Hg, Pb, Zn, Cu e Cd, estdo se
acumulando em concentracGes criticas no ambiente, em decorréncia das diversas atividades
antropogénicas e dos subprodutos gerados a partir delas, como rejeito de mineragdo (Chen et
al., 2019), despejo de esgoto (Zhao et al., 2019), residuos industriais (Salam, 2020) e os
setores da agropecuaria (Cavaco et al., 2011; Berg et al., 2005) e aquicultura (Rodriguez-
Blanco 2012).

Estudos sustentam a co-selecdo de resisténcia antibidticos e metais via co-resisténcia
(Imran et al., 2019). Genes encontrados nas cepas 3A e 21P foram descritos na literatura
conferindo resisténcia cruzada, por exemplo Nishino et al. (2007) revelam que proteinas de
efluxo de drogas AcrD e MdtABC contribuem para resisténcia ao Co e Zn. Perron et al.
(2004) mostrou a co-regulacao através da bomba de efluxo de Cd/Co/Zn e resisténcia aos
antibidticos carbapenémicos. Outro estudo demostrou a resisténcia cruzada, onde a proteina
de efluxo do tipo ABC MacAB, que confere resisténcia a antibidticos do tipo macrolideo,
também foi usada na extrusdo de As (1) e penicilina (Shi et al., 2019). A bomba de efluxo
TetA gque promove a extrusdo da tetraciclina tambem pode favorecer a resisténcia ao Co
(Cheng et al., 1996).
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A presenca de bombas de efluxo, relatada como um dos principais mecanismos
envolvidos na excrecdo de substancias toxicas, absor¢do de nutrientes e ions essenciais
(familias ATP-ABC, MFS, MATE, MDR e RND) (Fernandes, 2003; Li e Nikaido, 2004) e a
presenca de elementos genéticos moveis (plasmideo, tranpososns e integrons) (Imran et al.,
2019) desempenham um papel importante na evolugcdo e estabelecimentos dos
microrganismos (Milller, 2004). Ambos microrganismos, cepa 3A e 21P, apresentam variadas
funcBes com grande potencial biotecnoldgico e de importancia médica. Futuros estudos trardo

novas perspectivas para aplicabilidade dos genes encontrados aqui.

Alguns resultados apresentados nesse topico para B. safensis 3A e

Mucilaginibacter sp. 21P também estdo descritos nos seguintes artigos:

e Defalco T, Vasconcelos ALS, Dias ACF, Barrientos L, Bernardino AF, Andreote FD,
Nufiez-Montero K. Complete Genome Sequence of Bacillus safensis Strain 3A, a
Heavy Metal-Resistant Bacterium lIsolated from Contaminated Estuarine Sediment in
Brazil.  Microbiol Resour  Announc. 2021  Apr  22;10(16):e00268-21
https://doi.org/10.1128/mra.00268-21

e Vasconcelos ALS, Defalco T, Dias ACF, Barrientos L, Bernardino AF, Andreote FD,

Nufiez-Montero K. Complete Genome Sequence of a Mucilaginibacter sp. Strain
Isolated from Estuarine Soil Contaminated with Mine Tailings from the Samarco
Disaster at Funddo Dam. Microbiol Resour Announc. 2021 Oct 14;10(41):e0077921.
https://doi.org/10.1128/mra.00779-21

5.5. Curva de crescimento de B. safensis 3A na presenca de Co, Mn e Zn

As bactérias possuem diversos mecanismos que permitem que se estabelecam e
prosperem em ambientes contaminados. Para avaliar o perfil de crescimento em meio
contaminado com Zn, Co e Mn (separado e misturado) e sem contaminacdo (controle) foram
construidas curvas de crescimento para a cepa 3A em meio LB. Para a cepa 21P a presenca
dos metais inibiram o crescimento em condi¢fes de meio liquido, fator que limitou a
inferéncia de resultados para analise da curva de crescimento dessa cepa, principalmente em
virtude do crescimento deste microrganismo ser mais lento.

A curva de crescimento microbiano obtida por densidade optica (OD 600nm) para
cepa 3A no meio controle mostra que o periodo de adaptacdo (fase Lag) foi menor que 4

horas. A partir deste periodo observou um crescimento constante (fase Log). Observa-se que a
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cepa 3A, até a Ultima coleta (72h), ainda apresenta-se em fase logaritmica. Khanna et al.
(2012) relatam o crescimento de uma cepa de Bacillus pumilus em meio LB, espécie mais

proxima de B. safensis, apresentando comportamento semelhante de crescimento

O crescimento de 3A variou na presenca do Co. A cepa 3A apresentou crescimento na
presenca de 400 mg/L de Co onde a fase lag aumentou (12 h) e alterou o final da fase log para
48 h, atingindo a fase estacionaria. O mesmo também foi observado na presenca de 800 mg/L

de Co, porém com inicio da fase log em 24 h (Figura 11).
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Figura 11 - Curva de Crescimento de B. safensis 3A em meio controle e com concentracfes de Co

Embora o crescimento tenha sido reduzido frente a presenga do Co, € possivel
observar o estabelecimento de 3A na presenca deste metal em altas concentracfes. Como
discutido anteriormente, o Co é uma elemento essencial, porém em altas concentracdes se
torna tdxico, inibindo o crescimento microbiano. A cepa 3A apresenta mecanismos que
permitem neutralizar os efeitos toxicos do Co, através do sistemas de efluxo CadA (Nies,
1992) e da proteina transportadora CorA (Guskov e Eshaghi, 2012).

A curva de crescimento para 3A foi construida na presenca de Mn. O tempo de
adaptacdo de 3A em meio com Mn se mostrou ser mais rapido do que na presenca do Co.
Semelhante ao meio controle, 3A apo6s 72 h se encontrava em fase logaritmica, em ambas

concentragdes, variando apenas a fase lag. Em 800 mg/L a fase lag foi de 8h e em 1.600 mg/L
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de Mn, a fase lag foi de 12 h, seguido para fase log. A fase log foi observada até a Ultima
coleta (72 h) (Figura 12).
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Figura 12. Curva de crescimento de B. safensis 3A em meio controle e com concentra¢es de Mn

Em estudo realizado por Nies (1999), o Mn foi o elemento que se observou ter a
menor toxicidade entre os demais metais pesados analisados. Como relatado anteriormente,
Queiroz et al. (2021a) revelaram gue a concentracdo do Mn aumentou em 880% na area onde
as cepas 3A e 21P foram isoladas, tornando-se um grave problema social e ambiental, devido
a contaminacdo cronica deste metal no estuério do rio Doce. A cepa 3A apresenta genes que
conferem a resisténcia ao Mn. Por exemplo, quando o Mn esta em excesso intracelularmente,
a concentracdo do Mn é regulada por MntR (Guedon e Helmann, 2003). MntR reprime genes
importadores (mntH e mntABC) e ativa genes responsaveis pela bomba de efluxo (mneP e
mneS), para que 0 Mn seja removido de dentro célula (Paruthiyil et al., 2020). Dessa forma, a
expressdo desses genes pode ser 0 mecanismo responsavel pela resisténcia microbiana em
altas concentracdes de Mn. Ressaltamos que o rejeito toxico que contaminou o estuério do rio

Doce é rico em Fe (Queiroz et al., 2018), Guedon e Helmann (2003) revelam ainda a
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capacidade de MntR em detectar e regular Fe(ll) em cepa do género Bacillus, fato relevante

quando se trata de ambientes contaminados com mais de um metal toxico.

O Zn foi o metal pesado que resultou em maior interferéncia no desenvolvimento da
cepa 3A. Contudo, 3A, apresentou fase lag de 12 horas na concentracdo de 250 mg/L de Zn,
seguida de fase logaritmica, curva semelhante a observada na concentracdo mais alta do Mn.
J& na concentragdo de 500 mg/L de Zn, o crescimento celular de 3A foi inibido,

possivelmente pela toxicidade da alta concentragdo (Figura 13).
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Figura 13. Curva de crescimento de B. safensis 3A em meio controle e com concentragdes de Zn

A bomba de efluxo ATPase do tipo CPx capaz de contribuir com a
resisténcia/tolerancia ao Zn, que estd presente no genoma de 3A, é o CadA (sistema de

capitacao de ions Zn ZosA descrito em B. subtilis) (Gaballa et al., 2002).

A curva de crescimento foi construida para 0s metais em conjunto, sendo 4
tratamentos (Mix 1, I, Ill, 1V) para cepa 3A. A cepa 3A foi inoculada em meio com as
seguintes concentragdes: Mix | - Zn 60 mg/L, Mn 200 mg/L e Co 100 mg/L; Mix Il - Zn 120
mg/L, Mn 400 mg/L e Co 200 mg/L; Mix Ill - Zn 250 mg/L, Mn 800 mg/L e Co 400 mg/L;
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Mix IV - Zn 500 mg/L, Mn 1600 mg/L e Co 800 mg/L. O crescimento de 3A em meio

contendo combinacdo dos metais toxicos variou (Figura 14).
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Figura 14. Curva de crescimento de B. safensis 3A em meio controle e com concentra¢cGes Mix dos metais Zn,

Coe Mn

A presenca de Zn, Mn e Co alterou o crescimento de 3A. Na presenca de Zn, Mn e Co
(Mix 1) observamos um crescimento, onde a fase log se iniciou nas primeiras 4 h, e possivel
fase estacionaria se iniciando as 72 h. No meio Mix Il, a fase lag para B. safensis 3A se
estendeu por 72 h. Nos demais meios Mix (Il1, 1V) a fase lag durou 12 h seguido de uma

diminuicdo do crescimento.

Verificamos assim, que o estabelecimento de 3A na presenca dos metais pesados,
separadamente ou em conjunto, € alterado, embora apresente resisténcia e 0 Zn promova
maiores efeitos deletérios ao crescimento na maior concentracdo. Ainda que 3A tenha
apresentado tolerancia a presenca dos metais pesados, Co e o Zn tenha conferido maior
inibicdo do crescimento na concentracdo mais alta, a variagdo do crescimento pode ser em
resposta ao efeito tdxico que os metais pesados promovam, principalmente quando exposta
aos metais em conjunto. Mesmo com a expressao de genes que proporcionem resisténcia, o

tempo de adaptacao parece ser estendido, bem como a fase exponencial é suprimida. Contudo,



66

ainda assim é possivel verificar a aptiddo de 3A em prosperar em meio contaminado com

contaminante.
5.6. Capacidade remocéao dos metais do meio de cultura

Nos ensaios realizados para avaliar o potencial de remocao foram utilizados os metais
Zn, Mn e Co para os testes com cepa 3A em meio LB. Para avaliacdo da cepa 21P a taxa de
remocdo foi realizado com os metais Mn e Co em meio R2A. No total as cepas foram

incubadas por 3 dias, sendo 1 coleta a cada 24 h e analisadas por ICP-OES.

5.6.1. Bacillus safensis 3A

A cepa 3A apresentou a maior taxa de remoc¢ao dos metais toxicos do meio de cultura.
Foram detectadas eficiéncia na remocdo dos metais nas menores concentracdes na ordem de
Zn>Co>Mn. Ja a remocdo do metais pesados pela cepa 3A do meio de cultura nas maiores
concentragdes foi na ordem de Co>Mn>Zn. (Figura 15).

No meio contendo as concentracdes de Co a taxa de remocdo foi de 22,2% do meio
com 400 mg/L e de 44,97% em meio de 800 mg/L. Essa taxa de remoc¢do ocorreu quanto o
crescimento se encontrava na fase estacionaria (48 h e 72 h) (Figura 15 A). No meio contendo
Mn a remocdo foi de 7,12% de 800 mg/L e de 24,8% de 1.600 mg/L. A remogéo foi
observada na fase log. Assim, acreditamos que a porcentagem de remoc¢do do Mn poderia ser
aumentada se fosse observada até que a fase estaciondria fosse alcangada, onde seria atingida
a capacidade de replicacédo celular e possivelmente o aumento da remocdo do metal (Figura
15 B). No meio contendo Zn a remocéo foi de 45,98% de 250 mg/L e de 10,17% de 500
mg/L. A remocdo do Zn ocorreu na fase log do crescimento celular, onde essa fase foi
observada até a uUltima coleta (72 h). Assim como ocorreu no meio com Mn, existe a
possibilidade da taxa de remocéo ser elevada com o prolongamento do tempo de inoculacdo
na cepa 3A no meio com Zn. J& no meio com 500 mg/L, embora a remogdo tenha sido
verificada, a capacidade de remocdo foi baixa em decorréncia da alta concentracdo do metal
ter inibido o crescimento celular. Acreditamos que o zinco possa ter sido biosorvido pelas
células (Figura 15 C).

A inoculacdo de 3A em meio LB contendo os metais pesados associados (Mix)
influenciou a capacidade de remocdo dos metais toxicos do meio de cultura. As melhores
taxas de remogédo foram observada no Mix I, onde haviam as menores concentragdes dos
metais e remogao foi de 11,4% de Co, 13,38% de Mn e 14,24% de Zn. A remogao ocorreu na

fase log, e existe a possibilidade da taxa de remocdo aumentar com o prolongamento do
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tempo, assim como na avaliacdo da remoc¢do de Mn e Zn. Ainda que as concentracGes dos
metais pesados nos meios Mix Il, 111 e IV tenham afetado substancialmente o crescimento de
3A, foi possivel observar a capacidade de remocdo do meio de cultura mesmo no estagio de
laténcia da bactéria. (Figura 16).

Remocgdo de metais pesados Co, Mn e Zn por Bacillus safensis 3A
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Figura 15. Taxa de remogdo de Co (A), Mn (B) e Zn (C) em meio LB por B. safensis 3A
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Remogado de metais pesados meio Mix de Co, Mn e Zn por Bacillus safensis 3A
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Figura 16. Remocdo dos metais pesados associados em meio LB Mix (1, 11, 111, V) por B. safensis 3A

Como relatado anteriormente, os metais pesados podem influenciar a atividade
microbiana, de modo que as bactérias respondam satisfatoriamente as altas concentra¢fes dos
metais pesados expressando conjuntos especificos de genes, como visto nas concentracdes
mais altas de Mn e Co, onde pode ocorrer maior expressdo de sitios ativos de ligagdo dos
metais (Chandrangsu et al., 2017). A cepa 3A de B. safensis apresenta genes que favorecem o
estabelecimento em meios contaminados. Entre os genes expressos, CadA, CorA e MntR sdo

importantes para que esse organismo possa se estabelecer e sobreviver em ambientes
contaminados.

Estudos tem mostrado o potencial de biorremediacdo de B. safensis. Por exemplo,
Kalaimurugan et al. (2020) isolaram de solo contaminado com curtume a cepa YKS2 de B.
safensis que apresenta capacidade de degradar cromo em 72%. Ran et al. (2021) descreveram
a capacidade de B. safensis (ST7), isolada do solo de uma mina de Mn abandonada, em tolerar
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estresse multimetalico e remover até 82% de Mn de uma concentracdo de 2.200 mg/L por
precipitacdo de 6xidos de Mn. O estudo revela que os mecanismos de adaptacao da cepa ST7
envolve precipitacdo extracelular, oxidacdo enzimatica e bombas de efluxo ativas. Ahmed et
al. (2020) isolaram a cepa TEN12 de B. safensis de solo contaminado com efluentes da
industria de couro contendo metais pesados. A cepa TEN12 apresentou resisténcia a prata e
biossintese de nanoparticulas de prata (AgNPs) intracelular com efeito bactericida contra
patdgenos humanos e potencial de atividade contra celular de cancer hepatico. Priyalaxmi et
al. (2014) verificaram o potencial de biorremediagdo uma cepa de B. safensis isolada de um
ecossistema de manguezal, com resisténcia aos metais Cd, Pb, Cu, Az e Co, capaz de remover

até 92% do Cd por absorgéo.

Estes sdo alguns dos exemplos de aplicacOes de espécie dessa bactéria. As excelentes
habilidades de adaptacdo as altas concentracdes de metais pesados e a eficiéncia na remocéo
desses metais, conferidos neste estudo, indicam fortemente que B. safensis 3A pode ser usado
na biorremediacdo de metais pesados. Sugerimos futuros estudos para exploragdo dos genes
de resisténcia encontrados, bem como a avaliacdo da capacidade remediacédo de outros metais

e 0s mecanismos utilizados por esta bactéria para biorremediar ambientes contaminados.

5.6.2. Mucilaginibacter sp. cepa S21

A avaliacdo de remocdo dos contaminantes do meio R2A para Mucilaginibacter sp.
21P, foi para Co e Mn. A tomada de decisé@o pela retirada do Zn nesta etapa foi pela resposta
inibitéria do crescimento de 21P. A taxa de remocao das menores e maiores concentracdes foi
na ordem de Mn>Co (Figura 17). Diferentemente do que foi observado em meio de cultura
solido, 21P foi sensivel a presenca de Co, Mn e Zn nas concentracdes usadas para 3A.

Embora o crescimento da S21 tenha sido prejudicado na presenca dos metais devido
ao crescimento tardio, ainda assim, foi possivel observar remocdo dos metais do caldo R2A.
No meio contendo a concentragdes de 200 mg/L de Co, a taxa de remocéo foi de 13,82% nas
primeiras 24 h, reduzindo remogdo do Co a 8,6% até as 72 h. Acreditamos que,
possivelmente, pode ter ocorrido a bioacumulacdo neste caso, onde o metal € acumulado
intracelularmente e posteriormente extrusado, ressaltando assim a importancia de estudos com
a oxidacéo e reducdo desses metais para verificagdo de sua valéncia. No meio R2A com 400
mg/L de Co a maior taxa de remocédo foi de 2,34%. Embora as concentragfes tenham sido
reduzidas daquelas usadas para 3A, ainda assim a cepa 21P nédo foi capaz de tolerar a nova

concentracdo proposta, sendo a remocéo insatisfatoria. Assumimos que avaliagdes futuras de
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biorremediagédo deverédo ser realizados com menores concentragdes de Co (Figura 16 A). No
meio contendo Mn as maiores taxa de remogdo foi observada nas 72 h, sendo de 15,14% de
400 mg/L e de 5,2% de 800 mg/L. Em virtude de Mucilaginibacter sp. 21P apresentar
crescimento mais lento em comparagdo a cepa 3A, acreditamos que a porcentagem de

remogédo do Mn pode ser aumentada se o tempo de inoculagéo for estendido (Figura 16 B).

Remogao de metais pesados Co e Mn por Mucilaginibacter sp. 21P
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Figura 17. Taxa de remogdo de Co (A) e Mn (B) no meio R2A por Mucilaginibacter sp. 21P

A inoculacdo de 21P em meio R2A contendo os metais pesados associados Co e Mn
(Mix) em menores concentracGes favoreceu a remoc¢do de ambos 0s metais. A taxa de
remocao para 0 Mix I, onde haviam as menores concentragdes dos metais foi de 52,97% para
50 mg/L de Co e 42,46% para 200 mg/L de Mn. A taxa de remocéo para Mix Il foi de 20,44%
para 100 mg/L de Co e 17,85% para 400 mg/L de Mn (Figura 18).
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Remocgao de metais pesados meio Mix de Co e Mn por Mucilaginibacter sp. S21
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Figura 18. Remog&o dos metais pesados associados em meio R2A Mix (I, I1) por Mucilaginibacter 21P

Ainda que seja um género pouco descrito na literatura, estudos mostram que
Mucilaginibacter sp. apresenta potencial de aplicacdo biotecnoldgica. Zhou et al. (2019)
isolaram uma nova cepa de Mucilaginibacter do solo de mina de Mn, com resisténcia a uma
ampla gama de antibidticos. Li et al. (2022) isolaram M. rubeus P2 de solo de mina de ouro-
cobre exibindo alta resisténcia a metais e alta producdo de EPS. O EPS apresentou alta
bioadsorcdo de As, Cu e Au, exceto Zn. Fan et al. (2018) isolaram uma cepa TBZ30" de
Mucilaginibacter pedocola de arrozal contaminado, com capacidade de adsorver Zn e Cd,
apresentando grande potencial de biorremediacéo. Além disso, Kumar et al. (2021) descrevem
o potencial do EPS de uma cepa isolada de uma geleira no Himalaia, que mostrou capacidade
de biosorcdo dos ions metélicos Cu, Fe, Mn e Zn. O estudo mostra o potencial do EPS
extraido para aplicagdo na remocdo de metais toxicos. Demais estudos envolvendo género
Mucilaginibacter se concentram na descricdo metabolica e na resisténcia aos antibidticos.
Futuros estudos serdo importantes para o desenvolvimento de ferramentas que explorem o

potencial genémico e biotecnoldgico de Mucilaginibacter sp. 21p.

Foram observados diversos genes de resisténcia a metais pesados, antibidticos,
solvente, pesticida, genes envolvidos em atividade antimicrobiana e antifungica, entre outros.
A cepas possuem potencial para uso em processos de biorremediacao devido a remocéo dos
metais no meio de cultura. Futuros estudos serdo importantes para explorar outros

mecanismos de resisténcia e de potencial biotecnoldgico e médico de ambas as cepas.
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6. CONCLUSOES

O presente estudo visou o isolamento de bactérias do estuario do rio Doce que foi
contaminado com rejeito contendo metais pesados apos a barragem de rejeito de minério de
ferro do Funddo se romper e despejar mais de 50 milhdes de m® de rejeito no rio Doce,
atingindo o oceano Atlantico. A partir do isolamento e identificacdo dos isolados, avaliamos a
resisténcia e o potencial de biorremediacdo de cepas resistentes a metais pesados. Os dados
apresentados aqui poderdo viabilizar estudos posteriores de remediacdo de locais
contaminados com rejeito contendo metais toXicos.

Neste estudo, foi observado um predominio do género Bacillus nas amostras de rejeito
com grande resisténcia a0 Mn, Co, Zn e Cd e antibidticos. Foi observado e constatado
também que as cepas avaliadas possuem potencial para uso em processos de biorremediacdo
devido a resisténcia apresentada frente aos metais, e aos resultados de remocdo dos metais
pesados em altas concetracdo dos meio caldo, corroborando os reportados na literatura
disponivel.

Por meio da extracdo do DNA e sequenciamento do gene 16S rDNA os isolados foram
identificados. Através do sequenciamento gendmico completo e montagem do genoma
identificamos os dois isolados selecionados para os testes de biorremediacdo. A cepa Gram-
positiva Bacillus safensis 3A e a cepa Gram-negativa Mucilaginibacter sp. 21P apresentaram
alta resisténcia aos metais pesados e aos antibidticos. O fato dessas linhagens serem isoladas
do préprio ambiente possibilita sua aplicacdo em processos de biorremediacao in situ.

No Brasil, dezenas de barragens de rejeito toxico sdo consideradas de alto risco para
rompimento e dano socioambiental. Assim, € de extrema importancia o desenvolvimento de
técnicas que minimizem os impactos inerentes a atividade mineral. Utilizar microrganismos
adaptados as altas concentracdes do contaminante, aumenta significativamente as chances de
sucesso de uma remediacao das areas contaminadas.

O desastre de Mariana e Brumadinho sdo tragicos exemplos dos impactos que a
industria de mineracdo pode gerar. Futuros estudos sao necessarios para mitigar os efeitos de
longo prazo que os contaminantes associados ao rejeito causam no ambiente. Devido ao baixo
custo e os resultados satisfatorios a biorremediacdo pode ter uma ferramenta importante na

recuperacdo das areas afetadas com rejeito de mineracéo.
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