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RESUMO

O Quadrilatero Ferrifero (QF) possui alta concentracdo de minérios em seu solo, o que
tem propiciado um elevado extrativismo que se contrapde a sua importancia bioldgica.
Nesta &rea, cavernas de cangas apresentam-se como ambientes com caracteristicas
geomorfologicas Unicas. Poucas destas cavernas foram catalogadas e um nimero ainda
mais reduzido foi incorporado em estudos bioldgicos, 0 que torna esse geossistema
ferruginoso um ambiente altamente propicio para novas descobertas de cunho
microbioldgico e biotecnoldgico. O objetivo deste trabalho foi investigar a diversidade
bacteriana e o potencial biotecnolégico em cavernas de canga associadas a aflorame ntos
ferruginosos por metagendmica DNAr 16S. Para isso, foram coletadas amostras do piso
e do teto de 7 cavernas de canga e 1 caverna de quartzito (controle) na regido do QF, em
condicBes estéreis. O DNA total foi extraido e aregido V4-V5 dasubunidade ribossomal
16S foi sequenciada usando plataforma PGM™., Um total de 6 mihoes de leituras foram
identificadas. Analise de a-diversidade revelou que as cavernas de canga apresentam
maior riqueza em relagdo a caverna controle. Andlise de B-diversidade demonstrou que
as cavernas de canga e a de quartzito apresentam classificacdes filogenéticas distantes,
ainda mais quando os estratos piso e teto foram avaliados independentemente. Esta
diversidade ficou evidenciada em nivel de género, muitos dos quais j& descritos na
literatura como sendo potenciais organismos de interesse biotecnoldgico, por exemplo
Actinoallomurus, Cystobacter e outros. Uma analise mais aprofundada de trés das
cavernas selecionadas, todas inseridas na regido da Chapada de canga no municipio de
Mariana, mostrou que apesar de geograficamente estarem muito proximas, apresentam
riqueza e diversidade significativamente diferentes entre si. Estes resultados colocam em
destaque pela primeira vez um patrimdnio genético mineiro ainda desconhecido em
estudos biolégicos e evidenciam a necessidade de incorporacdo desta &rea em programas
de conservagdo, ainda mais por estar sobre iminente pressdo pela agdo antropica.

Palavras-chave: Afloramentos ferruginosos, biotecnologia, cavidades naturais,

microrganismos.
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ABSTRACT

The Iron Quadrangle (IQ) has a high concentration of ores in its soil, which has led to
high extractivism activity that contrasts with its biological importance. In this area, canga
caves present themselves as environments with unique geomorphological characteristics.
Few of these caves have been cataloged and an even smaller number have been
incorporated into biological studies, which makes this ferruginous geosystem a highly
conducive environment for new microbiological and biotechnological discoveries. The
objective of this work was to investigate the bacterial diversity and biotechnological
potential of canga caves associated to ferruginous outcrops by metagenomic 16S rDNA.
For this, samples of floor and ceiling of 7 canga caves and 1 quartzite cave (control) were
collected in the QF region under sterile conditions. Total DNA was extracted and the V4-
V5 region of the 16S ribosomal subunit was sequenced using PGM ™ platform. A total
of 6 million reads were identified. Analysis of a-diversity revealed that the caves of canga
present greater wealth in relation to the control cave. B-diversity analysis showed that
canga and quartzite caves present distant phylogenetic classifications, especially when
the floor and ceiling strata were independently evaluated. This diversity was evidenced at
the genus level, many of which have already been described in the literature as potential
organisms of biotechnological interest, for example Actinoallomurus, Cystobacter and
others. Amore in-depth analysis of three of the selected caves, all inserted in the Chapada
of Canga region in the municipality of Mariana, showed that although geographically they
are very close, they present significantly different richness and diversity among them.
These results highlight for the first time a genetic patrimony of Minas Gerais that is still
unknown in biological studies and evidences the need to incorporate this area into
conservation programs, even more because it is about imminent pressure by anthropic

action.

Keywords: Ferruginous outcrops, biotechnology, natural cavities, microorganisms.
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1. INTRODUCAO

1.1. O Quadrilatero Ferrifero e as cavernas de canga

O Quadrilatero Ferrifero (QF) localiza-se na regido Centro-Sul do Estado de
Minas Gerais, Brasil, e corresponde uma area de aproximadamente 7.200 km? (DORR,
1969)(Figura 1). Encontra-se inserido em uma area compartilhada por dois hotspots da
biodiversidade brasileira, o Cerrado e a Mata Atlantica (MYERS et al., 2000), ou seja séo
areas que abrigam uma enorme diversidade com espécies endémicas, mas em
contrapartida estdo entre as areas mais devastadas do mundo (MITTERMEIER et al., 1999),
sendo considerado a principal unidade ferrifera do pais devido a sua riqueza mineral
(CARMO e KAMINO, 2015).

Esta regido é circundada por importantes serras: ao norte pelo alinhamento da
Serra do Curral, a sul pelas serras de Ouro Branco e ltatiaia, a oeste pela Serra da Moeda

e a leste pela Serra do Caraca e pelo inicio da Serra do Espinhago (DORR, 1969).
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Figura 1. Localizagdo geografica do Quadrilatero Ferrifero em MG, Brasil. Imagem obtida por meio do
Atlas Digital Geoambiental (http://www.institutopristino.org.br/atlas).
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De acordo com Carmo e Jacobi (2013), este local é composto por uma vegetagao
diversificada, sendo uma localidade que apresenta espécies endémicas e ameacadas
(DRUMMOND et al., 2005). Por outro lado, a paisagem que prevalece é considerada umas
das mais singulares do pais (DORR, 1969). Fatores como a distribuicdo restrita e a
associacao aos principais depdsitos de ferro do pais sdo determinantes para a estruturacdo
da denominada canga, um geossistema associado aos afloramentos ferruginosos que esta
entre 0s menos conhecidos e mais ameacgados do pais (JAcoBl e CARMO, 2008).

Além disso, outra caracteristica em destaque do QF é a quantidade significativa
de cavernas ou cavidades naturais subterrdneas cadastradas e outras tantas ainda
desconhecidas. Estas se destacam no Estado de Minas Gerais, que abriga 0 maior nimero
de cavernas catalogadas no Pais, cerca de 2.043 (30,7%), segundo o0 senso de 2018 (CNC,
2018). Ao contrario da maioria das cavernas, que sao carbonaticas (67%) (CNC, 2018),
em 2014 foram cadastradas 739 ocorréncias de Minas Gerais de cavernas ferruginosas,
subindo para 22% a participacdo total no Estado (PILO et al., 2015). Estima-se que cerca
de 20% das cavernas com formacOes ferriferas e de canga s@o representantes do total de
cavernas oficialmente cadastradas no pais (PILO e AULER, 2009).

Estas cavernas, em geral, apresentam pequenas dimensdes, que raramente
ultrapassam 100 m de projecédo horizontal (TIMO e TIMO, 2016) e sdo caracterizadas por
possuirem entradas de pequenos diametros, e quase sempre estdo localizadas nas bordas
da canga, isso decorrente de processos erosivos (Figura 2). Uma minoria, no entanto, sdo
oriundas de pequenas aberturas verticais causadas por um colapso do manto da canga
(SIMMONS, 1963). Associadas a estas peculiaridades, outras propriedades foram descritas
como éarea totalmente desprovida de luz (zonas aftticas) e tendéncia a estabilidade das
condicdes ambientais, tais como temperatura e umidade, proporcionando um ambiente

seletivo para avida (CULVER, 1982).
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Figura 2. Perfil morfolégico das entradas de uma das cavernas de canga. Foto: Flavio Fonsecado Carmo.

Outra caracteristica que as cavernas podem possuir sdo 0s espeleotemas, 0s quais
sdo definidos como depdsitos minerais secundarios que se formam em resposta a
processos fisicos e quimicos especificos, sendo que podem se originar pelos processos de
circulacdo e exsudacdo de aguas ou origem biologica, exemplos tipicos sdo cortinas,
estalactites, estalagmites e colunas, dentre outras formagdes (GONGALVES e SOUSA,
2011).

A partir dos anos 2000 surgiram o0s primeiros trabalhos que colocaram em
evidéncia as cavernas de canga no QF (AULER e PILO, 2005; AULER, 2006).
Posteriormente, surgiram estudos relacionados a bioespeleologia nestas cavernas, com
destaque para os trabalhos de Ferreira (2005) e Souza-Silva (2008). Neste primeiro
trabalho foram descritas aproximadamente 30 cavidades nas areas da Serra de Capéo
Xavier, Rola Moca e Serra da Moeda, demonstrando a existéncia de espécies
troglomorficas. Estes organismos s&o restritos ao ambiente subterraneo e podem
apresentar caracteristicas especificas, provavelmente devido a respostas de pressdo
seletivas destes ambientes, como auséncia de pigmentacdo e olhos (HOLSINGER e
CULVER, 1988). Jano manuscrito de Souza-Silva (2008), é descrito que foi verificado que
cavernas de canga da Mata Atlantica apresentam, em geral, elevada diversidade, espécies

endémicas e valores baixos de similaridade de invertebrados.
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Apesar destes avangos no conhecimento cientifico inerente a cavernas de canga,
ainda sdo restritos, para ndo dizer ausentes, os trabalhos que descrevem alguma relagéo
da microbiota encontrada nestes ambientes. Um dos poucos estudos na area, demonstrou
que bactérias capazes de reduzir ferro podem ter importante papel no processo de
dissolucdo do minério de ferro e, portanto, na formacdo das cavernas ferruginosas
(PARKER et al., 2013). Desta forma, esse geossistema ferruginoso Unico proporciona um
ambiente peculiar altamente propicio para novas descobertas de cunho microbiologico e

aplicado numa perspectiva biotecnoldgica.

1.2. A importéncia da microbiota num contexto ecologico

Estima-se que pelo menos um ter¢o da biomassa do planeta seja composta por
uma extensa diversidade de microrganismos, distribuidos em praticamente todos os
ecossistemas (WHITMAN et al., 1998; TORSVIK e OVREAS, 2002). Quando no solo estes
organismos desenvolvem importantes fun¢des envolvendo processos bioquimicos que
controlam as transformacfes dos elementos quimicos e das transferéncias de energias e
nutrientes no sistema solo-planta-atmosfera, 0 que constitui a base da sustentagdo e
produtividade dos ambientes terrestres (MOREIRA e SIQUEIRA, 2006).

As bactérias do solo atuam na ciclagem de nutrientes e minerais interconectados
em escala global, sendo que este ambiente apresenta um conjunto de genes
bioquimicamente ativos que sdo fundamentais aos ciclos biogeoquimicos que sustentam
a biosfera (TREVORS, 2010). Essa comunidade também influencia a disponibilidade de
nutrientes para as plantas por processos de solubilizacdo, quelacdo e oxidacdo/reducdo e
ainda podem influenciar na absorcdo de nutrientes e no crescimento das plantas pela
liberacdo de substancias que estimulam ou inibem que alteram a fisiologia e arquitetura
da raiz (RINCON-FLOREz et al., 2013). Estas e outras propriedades colocam estes
organismos em evidencia como potenciais agentes promotores de crescimento vegetal.

Além disso, existe uma variacdo de espécies, nicho e de influéncia em ambientes
diferentes entre as comunidades, sendo que estes organismos sociais que interagem
intraespécies e interespécies, sao capazes de responder a estimulos externos do ambiente,
podendo refletir até no genoma do procarioto (STUBBENDIECK et al., 2016).

Para além disso, cada ambiente associado a fatores bidticos e abioticos, pode

influenciar na comunidade microbiana, fornecendo um habitat/nicho especifico, portanto
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torna-se fundamental o conhecimento da microbiota que o compde e, assim, fornecer
subsidio para novos estudos, como por exemplo, na identificacdo de microrganismos com
interesse na area biotecnologica. Todas estas caracteristicas colocam em evidéncia a
importancia dos estudos associados a microbiota nas cavernas de canga, um ambiente
ainda desconhecido em estudos microbioldégicos e moleculares, mas que pelo contexto
geofisico pode se apresentar como um importante reservatorio de microbiota com funcéo

bioldgica especifica.

1.3. A importancia da microbiota numa perspectiva biotecnoldgica

Na biotecnologia, por exemplo, a diversidade e o potencial bioquimico dos
microrganismos € essencial como fonte de varios produtos com aplicacbes em
praticamente todos os setores industriais. Os produtos microbianos séo usados, por
exemplo, como antibidticos, agentes tumorais e imunossupressores em inddstrias
farmacéuticas e como biopesticidas, agentes antiparasitas, e até mesmo como agentes de
processamento alimenticio no setor da agricultura (DEMAIN e ADRIO, 2008).

Muitas bactérias possuem a capacidade de facilitar o crescimento e o0
desenvolvimento de plantas sendo chamadas de Bactérias Promotoras de Crescimento
Vegetal (BPCV)(GLICK, 2012), as quais podem ser classificadas como biocontroladoras,
biorremediadoras ou biofertilizantes (CALvo et al., 2014; SouzA et al., 2015). Os
mecanismos pelos quais as BPCV auxiliam as plantas envolvem a disponibilidade de
nutrientes provenientes de processos genéticos e podem ser diretos, quando resulta na
promocao direta do crescimento vegetal ou indiretos, quando o mecanismo inibe um ou
mais patdgenos da planta sendo fungo ou bactéria (GLICK, 1995; OLANREWAJU et al.,
2017). Sdo exemplos de mecanismos diretos o auxilio na fixacdo de nitrogénio,
solubilizacdo de fosfato, modulacdo da expressdo da enzima 1-aminociclopropano-1-
carboxilato (ACC) desaminase, producdo de fitohormdnios, producdo de sideroforos,
entre outros (SouzA et al., 2015). As melhorias no crescimento de plantas decorrentes
das BPCV estdo em destaque no mercado de bioinoculantes e ja apresentam taxa de
crescimento de 10% por ano (OWEN et al., 2014).

Na indGstria farmacéutica, a diversidade microbiana, também ganha destaque,
isso devido ao crescente numero de infeccBes bacterianas resistentes a antibioticos

amplamente utilizados para a maioria das patologias (CLARDY et al., 2006). Os produtos
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microbianos sdo testados praticamente diariamente para serem utilizados como
antibioticos. Apesar de que 99% de todas as espécies em ambientes externos ndo serem
cultivaveis em condicdes laboratoriais, ainda assim sdo promissoras fontes de novos
antibioticos e compostos benéficos (KAEBERLEIN et al., 2002; Ji et al., 2009).

Uma das formas utilizadas para isso € a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR),
tecnica conhecida para isolamento independente de cultura de genes resistentes a
antibiéticos de amostras ambientais (ALl et al., 2014; POURNAJAF et al., 2014; SEEDY et
al., 2017), porém a desvantagem da PCR, que acessa somente genes que sao semelhantes
a sequéncias conhecidas e pode ndo recuperar genes completos. Outra forma, menos
convencional, é a utilizacdo de um dispositivo multicanal, chamado de iChip (NicHOLS
et al., 2010), para isolar e crescer bactérias ndo cultivaveis, em que a amostra de solo é
diluida de modo que aproximadamente uma célula bacteriana é levada a um determinado
canal, em seguida o dispositivo € coberto com duas membranas semi-permeaveis e
colocado de volta ao solo e assim, fatores como a difusdo de nutrientes e crescimento
através das camaras permite o crescimento de bactérias ndo cultivaveis em seu ambiente
natural (LING et al., 2015).

N&o menos importante, 0S microrganismos sdo uma das maiores fontes e mais
Uteis de muitas enzimas (DEMAIN e ADRIO, 2008). Parte do grupo das enzimas
microbianas sdo conhecidas por desempenhar funcbes de catalisadores metabolicos,
sendo utilizadas em varios setores do mercado e com diversas aplicacBes. As
investigacBes por novas enzimas em ambientes incomuns € uma alternativa em destaque
que leva ao desenvolvimento de programas de triagem de alto rendimento. Isso € devido
as novas caracteristicas fisicas e fisioldgicas dessas enzimas, pois fatores como alta
produtividade, especificidade, estabilidade a temperaturas extremas, pH ou outras
condicBes fisiologicas, além do baixo custo de producdo e toleréncia ainaladores tornam-
se atrativos por seus atributos para diversos setores do comércio (PRAKASH et al., 2013).

Na literatura a diversidade bacteriana bem como a andlise do potencial
biotecnoldgico destas bactérias ja foi descrito em litologias diferentes das cavernas de
canga, como cavernas carbonaticas (ORTIZ et al., 2014; AXENOV-GRIBANOV et al., 2016)
e quartziticas (BARTON et al., 2014). Uma parte destes estudos foram realizados com

métodos dependentes de cultura, 0 que proporciona o descobrimento de apenas um
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reduzido percentual (cerca de 1%) dos microrganismos totais da amostra (AMANN et al.,
1995; TORSVIK e OVREAS, 2002).

Apesar da importancia de trabalhos que utilizam organismos cultivaveis, e
considerando que estima-se que cerca de 1 trilhdo (101! a 1012) de espécies bacterianas
habitam o planeta Terra (LOCEY e LENNON, 2016), com o surgimento de novas
tecnologias de sequenciamento de DNA, como o Sequenciamento de Nova Geragao
(NGS), o conhecimento a respeito da diversidade de microrganismos presentes em
ambientes, principalmente aqueles considerados distintos em varios aspectos (GRAY e
ENGEL, 2013; TETU etal., 2013; ORTIZ et al., 2014). Apesar de estarem sendo utilizados
em diferentes contextos, ambientes que apresentarem caracteristicas distintas e
peculiares, por exemplo as cavernas de canga que apresentam propriedades singulares,
sdo consideradas de alta probabilidade para descobertas de microrganismos de interesse

bioldgico e que possam apresentar algum potencial biotecnoldgico.

1.4. Metagenbmica

A dificuldade de isolar microrganismos em condicdes laboratoriais, levou aos
cientistas criarem técnicas e abordagens que ndo dependessem de métodos de cultivo.
Uma das técnicas mais promissoras € baseada no NGS utilizada sob varios contextos e
com diferentes propdsitos. A metagendmica, conceituada por Handelsman et al. (1998)
foi um destes usos potenciais. Baseia-se em obter informacbes sobre as sequéncias de
DNA e potenciais fungdes de genomas microbianos coletivos, contidos em uma amostra
de um determinado ambiente.

Essa abordagem foi desenvolvida com o objetivo de auxiliar as técnicas de
microbiologia classica a compreender a diversidade de microrganismos (mais préximo
do completo), uma vez que ha evidéncias claras de que parte destes organismos ndo sao
cultivaveis em laboratério (HANDELSMAN, 2004), permitindo assim a analise da
composicdo de genomas de organismos cultivdveis e ndo-cultivdveis. Em paralelo a isso,
a reducdo rapida e substancial dos custos de tecnologias NGS, tem acelerado o
desenvolvimento da metagen6mica (THOMAS et al., 2012). Além disso, apds ser isolado
diretamente das amostras ambientais, 0 DNA pode ser selecionado e clonado para clones
que expressam, por exemplo, resisténcia a antibidticos (RIESENFELD et al., 2004; ZHoU
et al., 2012; DeEVIRGILIIS et al., 2014; MULLANY, 2014).
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Atualmente, sdo utilizadas duas principais abordagens envolvendo a
metagendmica:

i) Metagenbmica shotgun, ap6s 0 DNA total ser extraido de uma comunidade
microbiana e sequenciado, as analises fazendo uso de ferramentas de bioinformatica s&o
realizadas para identificar os genes e suas respectivas fungdes. N&o hd um locus génico
especifico para amplificacdo, todo DNA ¢é fragmentado e os fragmentos s&o
independentemente sequenciados. Desta forma, os dados gerados fornecem subsidio para
a pergunta: O que 0s microrganismos sao capazes de fazer? (SHARPTON, 2014).

i) Metagenbmica tag, em que permite focar em sequéncias especificas
conservadas uniformemente. O exemplo mais comumente usado deste modelo de estudos
metagendmicos € o baseado em andlise total ou parcial da sequéncia do DNAr (DNA
ribossomal) 16S. A partir do sequenciamento parcial do gene DNAr 16S é possivel
desvendar o potencial taxondbmico e qual abundancia relativa presente em qualquer
amostra ambiental (PACE et al., 1986), sem necessidade de representantes cultivados. Os
dados desta abordagem séo suficientes para responder a pergunta: Quem esta presente 14?
(SHARPTON, 2014).

O uso frequente desse gene na metagendmica 16S, se deve a alguns fatores, como
0 tamanho dele (aproximadamente 1500pb) ser suficiente para conter informacgao
relevante da sequéncia e ter 50 dominios funcionais (PATEL, 2001). Além disso, a
presenca de regido conservada intercalada com nove regifes hipervariaveis permite que

analises de cunho evolutivo possam ser inferidas (CHAKRAVORTY et al., 2007) (Figura 3).
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Figura 3. Regides conservadas e hipervariaveis no gene 16S. As regifes conservadas (C1 -C9) estdo
representadas em azul e as regides hipervariaveis sdo apresentadas em amarelo (V1-V9). E demonstrado
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um exemplo de oligonucleotideo com barcode para a amplificagdo da regido V4-V5, usando para isso 0s
oligonucleotideos F (senso) e R (antisenso). Note que o oligonucleotideo F é composto de trés estruturas
fundamentais, um adaptador, a sequéncia que codifica para o codigo de barras e o oligo universal de
anelamento. Fonte: Adaptado de Del Chierico et al. (2015).

Trabalhos recentes utilizando a metagendmica com base no gene DNAr 16S como
marcador filogenético identificaram procariotos ndo cultivados (DECUYPERE et al., 2016;
RAaHMANEet al., 2016; ABAYASEKARA et al., 2017; RASIGRAF et al., 2017) e podem ajudar
a descobrir fungbes metabolicas, aumentando o conhecimento sobre filogenia e dindmica
dos processos microbianos da comunidade. A plataforma de sequenciamento e a escolha
dos oligonucleotideos podem interferir na acuracia nos resultados, o trabalho de Fouhy et
al. (2016) demonstrou melhores resultados no PGM utilizando a regido V4-V5 do gene

16S em bactérias.

1.5. Metagen6mica em cavernas: uma visao geral

Embora ainda em fase de expansdo, ha trabalhos na literatura relatando as analises
de microbioma de cavernas, a metagendmica estd sendo utilizada para estes fins
(BHULLAR et al., 2012; TETU et al., 2013; ORTIZ et al., 2014; WU et al., 2015; RASIGRAF
et al., 2017), demonstrando ser uma ferramenta promissora, com resultados que
apresentam uma caracteristica em comum, a inovagé&o.

No quadro 1, estdo listados alguns artigos de metagen6mica associados em

cavernas disponiveis na literatura.

Quadro 1. Alguns dos trabalhos relatando estudos de metagenbmica em cavernas.

Local Objetivo Ref

Villa Luz Caves, México Identificar a comunidade | (D'AURIA et
bacteriana e verificar possiveis| al., 2018)
potencial biotecnolégico

Ozark Caves, EUA Testar locais para explorar a| (OLIVEIRA et
diversidade bacteriana e monitorar| al., 2017)
a biodiversidade a longo prazo.

Tjuv-Ante’s cave, Suécia Identificar a comunidade | (ZEPEDA
microbiana e inferir  fun¢ces| MENDOZA et
metabdlicas do interior de umj| al., 2016)
espeleotema
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Lechuguilla Cave, localizado no

Perfil de resisténcia a antibioticos

(BHULLAR et

Carlsbad Caverns National Park, em isolados de cavernas al., 2012)

Novo México

Kartchner Caverns, uma caverna de| Perfis metabdlicos de isolados| (ORTIZ et

carbonato localizada no semidrido| bacterianos em cavernas ricas em| al., 2014)

do sudoeste do Arizona, EUA. carbonato

Cavernas de ursos que viveram no | Composicdo de provaveis genomas| (NOONAN et

Pleistoceno mitocondriais ancestrais a partir de| al., 2005)
amostras encontradas em caverna

Cavernas Nullarbor, Australia Comunidades bacterianas| (CHAU et
associadas com metabolismo de| al., 2013;
nitrogénio TETU et al.,

2013)

Como pode ser observado, o nimero destes estudos ainda € restrito e limitado a

cavernas que apresentam peculiaridades geomorfoldgicas, de localizacdo e etc. Namesma

perspectiva figuram-se as cavernas de canga do QF, que apesar da regido apresentar um

ecossistema  ameacado,

ainda pouco conhecido

e com possiveis

potenciais

biotecnologicos, é foco de intensa atividade mineradora, tornando assim admissivel a

extincdo de espécies pouco estudadas ou ainda ndo descritas na literatura. Vale ressaltar

que este trabalho apresenta uma proposta pioneira, 0 que torna as cavernas de canga alvos

potenciais para estudos de bioprospec¢do dos isolados bacterianos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Investigar por metagendmica a diversidade bacteriana de cavernas associadas a

afloramentos de canga.

2.2. Objetivos especificos

i) Estabelecer o primeiro banco de dados com sequéncias metagenémicas 16S
obtidas de amostras de piso e teto de cavernas de canga;

ii) Analisar a diversidade taxondmica de cavernas de canga do QF em relacdo a
uma caverna de quartzito;

iil) Determinar a abundancia relativa para a comunidade bacteriana em amostras
de cavernas de canga e de quartzito.

iv) Correlacionar os achados biologicos com possiveis fendbmenos que possam
justificar as diferencas observadas.

v) ldentificar cavernas em potencial para futuros estudos de prospecgdo de

organismos e biomoléculas de interesse biotecnoldgico.
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3. MATERIALE METODOS

3.1. Locais de coleta

As coletas das amostras ocorreram no periodo de mar¢o a outubro de 2016 e foram
realizadas em sete cavidades associadas a afloramentos de canga e uma caverna de
quartzito, utilizada como controle para as demais cavidades devido a sua litologia comum
no QF e por possuirem algumas carateristicas semelhantes as cavernas de canga, ao
contrario das cavernas carbonéticas.

Para a escolha das cavidades diferentes fatores foram considerados, como por
exemplo diferentes localizacdes no QF (Quadro 2), assim como distintas altitudes e niveis
de interferéncia humana. Para tanto, os municipios contemplados foram: Mariana, Ouro
Preto (distrito de Lavras Novas), Santa Barbara (Parque Nacional do Gandarela) e Nova
Lima (Serra da Moeda) (Figura 4).

Foram utilizados materiais previamente esterilizados no Laboratorio de
Bioquimica e Biologia Molecular (LBBM) - UFOP, como espatulas para a retirada das
amostras de piso e teto e tubos Falcon de 50 ml para o transporte do material coletado.
Para cada uma das cavernas foram priorizadas pelo menos uma coleta de piso e outra de
teto, geralmente em torno de 50 g de material solido.

Quadro 2- Localizacdo dos pontos de coleta

Caverna Municipio Latitude e Longitude
1 Mariana 20°9'53.78"S 43°24'19.49"0
2 Mariana 20°9'54.03"S 43°24'29.72"0
3 Mariana 20°9'49.15"S 43°24'21.85"0
4 Divisa de Caetée 20° 3'19.58"S 43°41'42.41"0
Santa Barbara
5 Santa Bérbara 20° 3'23.40"S 43°35'59.94"0
6 Lavras Novas* 20°26'35.76"S 43°31'31.18"0
7(Controle) Lavras Novas* 20°28'42.20"S 43°31'15.72"0
8 Nova Lima 20°13'18.26"S 43°58'38.48"0
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*Distrito de Ouro Preto

Betim

o™

Figura 4. Localizacdo no QF das cawernas onde foram realizadas as coletas.3k Trés cavernas localizadas
na Chapada de Canga, Mariana- MG, Brasil. Imagem obtida por meio do Atlas Digital Geoambiental

(http://www.institutopristino.org.br/atlas).

3.2. Extracdo de DNA

Para a extracdo de DNA total microbiano foi utilizado 0,25 g de cada amostra do
piso ou teto, utilizando o kit Power Soil DNA da Mobio™ (GeneWorks, Australia),
seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante. As amostras foram conservadas em

freezer (-20 °C) até 0 momento do uso.

3.3. Quantificacdo de DNA

Ap0Os 0 processo de extracdo as amostras de DNA foram quantificadas e
verificadas quanto a pureza usando um espectrofotdmetro do tipo NanoDrop™ (Thermo
Fisher Scientific, USA) na faixa de comprimento de onda de A260/A280 nm. Foi
realizado eletroforese em gel de agarose 0,8 %, contendo 3 Wl de Brometo de Etideo,

eluidos em TBE 1x, com corrida de 30 minutos a 90V para confirmar qualidade do DNA
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extraido. A visualizagdo do DNA foi realizada sob luz UV e a imagem foi registrada em

um sistema fotodocumentador de gel (VilberLourmet, France).

3.4. Amplificagdo parcial do gene DNAr 16S e purificagdo do produto de PCR
Apo0s a extracdo e quantificacdo, o DNA total foi utilizado para amplificacdo parcial
do gene ribossomal 16S, por meio de uma reacdo em cadeia da polimerase (PCR -
Polymerase Chain Reaction). Para isso foram utilizados oligonucleotideos complexos
compostos por: sequéncia Senso 5° GTGCCAGCMGCCGCGGTAA 3’ e antisenso5’
CCGTCAATTYYTTTRAGTTT 3’ para amplificar a regido V4 — V5 (FOUHY et al.,
2016) (Figura 03), em que cada um continha 10 nucleotideos do barcode, os quais

funcionavam como identificadores para cada amostra (Tabela 1).

Tabela 1. Sequéncias dos oligonucleotideos (em verde) ligados ao barcode (em roxo) e adaptador (em
azul) utilizados neste trabalho.

BCO1 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTAAGGTAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC02 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAAGGAGAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BCO3 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAAGAGGATTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC04 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTACCAAGATCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BCO05 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGAAGGAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BCO06 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGCAAGTTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BCO7 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGTGATTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BCO08 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCCGATAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC09 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGAGCGGAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC10 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCTGACCGAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC11 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCCTCGAATCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC12 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTAGGTGGTTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC13 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAACGGACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC14 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTGGAGTGTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC15 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTAGAGGTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC16 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTGGATGACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC17 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCTATTCGTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC18 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAGGCAATTGCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC19 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTAGTCGGACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC20 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCAGATCCATCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC21 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGCAATTACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC22 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTCGAGACGCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC23 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTGCCACGAACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
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BC24 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACCTCATTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC25 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCCTGAGATACGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC26 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTTACAACCTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC27 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGAACCATCCGCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC28 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGATCCGGAATCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC29 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGTCGACCACTCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA
BC30 CCATCTCATCCCTGCGTGTCTCCGACTCAGCGAGGTTATCGTGCCAGCMGCCGCGGTAA

A PCR foi preparada para um volume final de 30 pl, contendo 3 il de Buffer (10
X); 1,13 W de dNTP (10 mM); 1,5yl de MgCL (50 mM); 4,5l de oligonucleotideo senso
(1 uM); 4,5 de oligonucleotideo antisenso (1 pM); 20 ng de DNA; 0,48 Wl de Platinum®
Taq (Invitrogen) (5U/M) e &gua Milli-q estéril livre de nucleases para completar o volume
final da reacdo. A amplificacdo foi realizada em termociclador Biocycler®, sendo um
ciclo inicial de 5 minutos por 94 °C, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94 °C, 1 minuto
a57°C, 1 minuto a 72°C, e um ciclo final de 5 minutos a 72°C.

Apods a amplificacdo os amplicons foram analisados em gel de agarose 0,8%,
utilizando 5 pl do produto de PCR para verificagdo da qualidade. Confirmada a qualidade
na amplificagdo, 22 Yl do produto final da PCR foi purificado usando o Kit GFX PCR
DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), seguindo instru¢cbes do fabricante.
Mais uma vez o produto da reacdo de purificacdo foi avaliado em gel de agarose 0,8%,

utilizando 2 Yl do produto purificado, para verificar a integridade do produto.

3.5. Sequenciamento usando plataforma lon Torrent®

O sequenciamento foi realizado no Laboratorio Multiusuario de Gendmica da
Universidade Federal de Ouro Preto com o apoio da técnica responsavel Dra Luiza
Perucci. A biblioteca de DNA foi quantificada utilizando kit Qubit dSDNA HS™ (High
Sensttivity) no Qubit 2.0 fluorometro (Life technologies, USA) e em seguida, realizada a
normalizacdo das amostras em 70 pM. Para a montagem da biblioteca, 20 l de cada
amostra foram colocados em um Unico tubo tipo eppendorff e homogeneizados.
Posteriormente 25 p deste pool de DNA foi carregado no chip 318 v2™ (Life
technologies, USA), e este inserido no sequenciador lon PGM™ (Life technologies,
USA). Durante a preparacdo do sequenciador para a leitura das amostras foram utilizados
os kits: lon PGM Hi-Q View Chef™ (Reagentes e Solucdes) e lon PGM Hi-Q View
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Sequencing™ (Life technologies, USA). As leituras (reads) de baixa qualidade e
sequéncias policlonais foram filtradas pelo software do préprio equipamento (PGM) e os

dados obtidos foram exportados em arquivos FastQ.

3.6. Analises dos dados por ferramentas de bioinforméatica

As andlises foram realizadas no Laboratorio de Bioinformatica do Instituto de
Quimica da Universidade de Sdo Paulo, sob coordenacdo do Prof. Dr. Jodo Carlos
Setubal. Os dados do sequenciamento foram processados utilizando um pipeline adaptado
do Brazilian Microbiome Project (BMP) (Figura 5).

— Reads filtradas ——
v
Reads Brutos Derreplicacdo
v
~ Agrupamento de
OTUs }
v Alinhamento
v Mapeamentodas _ |
Filtragem OTUs Filtragem do
v Alinhamento
Tabela de OTUs
4 Construcao de
Classificagao das uma arvore de
OTUs distancia
Pré-processamento Processamento

Figura 5. Esquematizacdo das etapas adotadas no pipeline para andlise da regido V4-V5 do gene 168S,
adaptado do BMP.

Na etapa de pré-processamento, o arquivo contendo os reads no formato fastQ foi
convertido para fastQual. Os reads foram filtradas pelo Prinseq (SCHMIEDER e EDWARDS,
2011), sendo desconsiderados os reads menores que 100 pb, e reads cuja qualidade média
(Q) tenha sido superior ou igual a 20.

Os reads fittrados foram derreplicados utilizando o script do USEARCH v.8.1
(EDGAR, 2010), realizando o agrupamento de sequéncias abundantes e descarte de

singletons (reads unicos, sem semelhantes). Apds esse processo, 0s reads foram
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agrupados em OTUs (Operational Taxonomic Units) seguindo o método UPARSE
(EDGAR, 2013), em que a identidade das sequéncias correspondentes a uma mesma OTU
tenha sido maior ou igual a 97% de identidade. Para cada OTU gerado foi atribuido uma
taxonomia utilizando o classificador RDP (Ribosomal Database Project) (WANG et al.,
2007), disponivel no QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology).

Em seguida foi gerado uma tabela no formato BIOM (The Biological Observation
Matrix) contendo a contagem de reads correspondentes para OTU. O alinhamento das
OTUs foi processado pelo PyNAST (CAPORASO et al., 2010), disponivel no QIIME. Uma
arvore filogenética foi construida pelo FastTree (PRICE et al., 2009), também disponivel
no QIIME.

As andlises de diversidade foram realizadas a partir dos arquivos da tabela no
formato BIOM e da arvore filogenética, gerando os resultados de a-diversidade, p-
diversidade, tabelas de frequéncia e graficos de classificacdo taxondmica. As curvas de
rarefacdo foram construidas pelo QIIME usando scripts especificos considerando como
profundidade a quantidade de reads das amostras de menor tamanho associado ao indice
Observed_otus para medir a riqueza das OTUs. Os graficos da Anélise de Coordenadas
Principais (PCoA) foram gerados a partir da distdncia UniFrac ponderada e ndo
ponderada (LOZUPONE e KNIGHT, 2005).

As anlises estatisticas foram realizadas usando o software STAMP (STatistical
Analysis of Metagenomic Profiles) v. 2.1.3 (PARKS et al., 2014), utilizando o teste t de
Welch e a filtragem por g-value < 0,05 como parametros.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Coleta das amostras

de canga e a caverna controle, em diferentes

Foram coletadas ao todo 29 amostras de piso e teto, distribuidas entre as cavernas

localidades (Quadro 2). Para uma

padronizacdo da nomenclatura de referéncias estas amostras foram nomeadas de acordo

com as abreviaturas demonstradas no Quadro 3.

Quadro 3. Localizagdo e identificacdo das amostras

Amostra Cddigo da Caverna Data da Origem Localizacdo GPS (Lat e Altitude
amostra coleta Long) (m)
1 1- MC1S1 1 06.03.16 Piso Mariana 20° 953.78"S 879
43°24'19.49" O
2 2- MC1S2 1 06.03.16 Piso Mariana 20° 9'53.78"S 879
43°24'19.49" O
3 3- MC1T1 1 06.03.16 Teto Mariana 20° 9'53.78"S 879
43°24'19.49" O
4 4- MC1T2 1 06.03.16 Teto Mariana 20° 9'53.78"S 879
43°24'19.49" O
5 5- MC2S1A 2 06.03.16 Piso Mariana 20° 9'54.03"S 865
43°24'29.72" O
6 6- MC2S2A 2 06.03.16 Piso Mariana 20° 9'54.03"S 865
43°24'29.72" O
7 7- MC2T1A 2 06.03.16 Teto Mariana 20° 9'54.03"S 865
43°24'29.72" O
8 8- MC2T2A 2 06.03.16 Teto Mariana 20° 9'54.03"S 865
43°24'29.72" O
9 9- MC2SB 2 06.03.16 Piso Mariana 20° 9'54.03"S 865
43°24'29.72" O
10 10- MC2EB 2 06.03.16 | Espeleotema Mariana 20° 9'54.03"S 865
43°24'29.72" O
1 11- MC3S 3 06.03.16 Piso Mariana 20° 9'49.15"S 880
43°24'21.85" 0O
12 12- MC3T 3 06.03.16 Teto Mariana 20° 949.15"S 880
43°24'21.85" 0O
13 13- GC1S 4 09.07.16 Piso Divisa de 20° 319.58"S 1624
Caeté com 43°41'42.41" 0O
Santa
Barbara
14 14- 5 09.07.16 Piso Santa 20° 323.40"S 1236
GMCILSAF Barbara 43°35'59.94" O
15 15- 5 09.07.16 Teto Santa 20° 323.40"S 1236
GMCITAF Barbara 43°35'59.94" O
16 16- GMCI1SE 5 09.07.16 Piso Santa 20° 323.40"S 1236
Barbara 43°35'59.94" O
17 17- GMCITE 5 09.07.16 Teto Santa 20° 323.40"S 1236
Barbara 43°35'59.94" O
19 19- GMCLTG 5 09.07.16 Teto Santa 20° 323.40"S 1236
Barbara 43°35'59.94" O

31




20 20- LCSAB 6 30.07.16 Piso Lavras 20°26'35.76"S 1480
Novas 43°31'31.18"O

21 21- LCSCE 6 30.07.16 Piso Lavras 20°26'35.76"S 1480
Novas 43°31'31.18" O

22 22- LCTAB 6 30.07.16 Teto Lavras 20°26'35.76"S 1480
Novas 43°31'31.18" O

23 23- LCTCE 6 30.07.16 Teto Lavras 20°26'35.76"S 1480
Novas 43°31'31.18"O

24 24- LCTF 6 30.07.16 Teto Lavras 20°26'35.76"S 1480
Novas 43°31'31.18" O

25 25- LQCS 7(Controle) | 30.07.16 Piso Lavras 20°28'42.20"S 1346
Novas 43°31'15.72" O

26 26- LQCT 7(Controle) | 30.07.16 Teto Lavras 20°28'42.20"S 1346
Novas 43°31'15.72" O

27 27- SMS1 8 17.10.16 Piso Nova Lima 20°1318.26"S 1488
43°58'38.48" O

28 28- SMS2 8 17.10.16 Piso Nova Lima 20°13'18.26"S 1488
43°58'38.48" O

29 29- SMT1 8 17.10.16 Teto Nova Lima 20°13'18.26"S 1488
43°58'38.48" O

30 30- SMT2 8 17.10.16 Teto Nova Lima 20°1318.26"S 1488
43°58'38.48" O

4.2. Qualidade do DNA total das amostras

As amostras foram verificadas quanto a integridade da extracdo de DNA (Figura
6), amplificacdo do DNA (Figura 7) e purificacdo de DNA amplificado (Figura 8) antes
carregamento para sequenciamento.

A amostra 18 foi excluida por ndo conter qualidade para o sequenciamento. As
outras amostras, mesmo ndo apresentando bandas fortes na eletroforese, foram
sequenciadas e classificadas. Algumas amostras de teto foram dificeis de extrair DNA,
sendo necessario repetir o procedimento, isso devido a quantidade de pedras que foram
coletadas na amostra. Algumas amostras ndo foram visualizadas na eletroforese do DNA

extraido, porém foram visualizadas na eletroforese do produto amplificado e purificado.
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Figura 7. Demonstracdo visual do DNA apds as etapas de amplificagdo.
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Figura 8. Demonstracdo visual do DNA amplificado e purificado.

33



4.3. Dados brutos fornecidos do relatério do software lon reporter
Mais de 6 milhdes de reads filtrados e usdveis foram obtidos da corrida do lon
Torrent® (Figura 9), com fragmentos variando entre 100 a 450 pb nas amostras,

totalizando um percentual de 76% do uso total da capacidade do chip.

Run Summary

1.13 G 46 6,280,264
Total Bases Key Signal Total Reads
76% 74%
ISP Loading Usable Reads
ISP Density ISP Summary

UFO-1-40n_ 165 Metagenomics Tomplate_Camila CAVE
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Loading Emgpty Wells
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Figura 9. Relatdrio da corrida do sequenciamento obtido do Software lon Reporter. Mais de 6 milhGes
de reads filtrados e usaveis foram obtidos da corrida do lon Torrent®. Nesta visualizagdo esquematica, a
porcentagem de carregamento atingiu 76% da capacidade do chip, obtendo umrendimento final de 1,13 G.
Abaixo, é demonstrado que os reads apresentamdistribuicdo bimodal, um conjunto em tornode 100 a 150
pb e outro conjunto de reads de 400-450 pb.
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Detalhes de cada uma das amostras, envolvendo numero total de reads e bases
sequenciadas pode ser melhor observado na tabela 2. Os dados apresentam distribuicdo
bimodal, em que hd dois conjuntos de reads por tamanho, isso ocorreu durante o
sequenciamento, devido ao limite de eficiéncia do processo de purificagdo. Contudo,

durante o pré-processamento de dados, os reads menores (100 pb) foram retirados para
que ndo houvesse interferéncia nos resultados.

De forma geral, aqualidade do sequenciamento foi satisfatéria, pois a maior parte
dos reads apresentaram cerca de 413 pb como indicado pela moda. Além disso, o

carregamento do chip foi acima de 70% e a porcentagem de policlonais foi inferior a40%,
como recomendado pelo fabricante.
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Tabela 2. Total de reads por amostra ap6s o sequenciamento parcial do gene DNAr 16S no PGM.

Amostra Bases Reads Tamanho médio dos
Reads
None 46,833,790 536,889 87 bp
1- MC1S1 33,668,062 196,487 171 bp
2- MC1S2 27,729,374 129,281 214 bp
3- MC1T1 23,481,858 116,742 201 bp
4- MC1T2 35,221,378 182,483 193 bp
5- MC2S1A 33,371,557 174,006 192 bp
6- MC2S2A 60,918,051 358,109 170 bp
7- MC2T1A 36,754,698 187,706 196 bp
8- MC2T2A 31,954,172 184,115 174 bp
9- MC2SB 53,737,772 281,825 191 bp
10- MC2EB 49,797,749 308,819 161 bp
11- MC3S 37,108,725 218,346 170 bp
12- MC3T 34,991,048 107,025 327 bp
13- GC1S 32,037,345 206,242 155 bp
14- GMC1SAF 42,668,359 239,859 178 bp
15- GMC1TAF 22,032,158 128,998 171 bp
16- GMC1SE 35,391,068 200,623 176 bp
17- GMCI1TE 33,332,423 187,728 178 bp
19- GMC1TG 29,755,581 153,085 194 bp
20- LCSAB 27,163,571 112,004 243 bp
21- LCSCE 42,090,700 207,298 203 bp
22- LCTAB 20,717,017 84,003 247 bp
23- LCTCE 46,229,115 222,335 208 bp
24- LCTF 40,791,827 218,176 187 bp
25-LQCS 54,676,744 304,547 180 bp
26- LQCT 34,714,249 203,685 170 bp
27- SMS1 36,569,387 181,685 201 bp
28- SMS2 51,511,429 263,203 196 bp
29- SMT1 43,295,850 225,117 192 bp
30- SMT2 32,177,417 159,843 201 bp
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4.4. Determinacdo de a-diversidade

A estimativa de riqueza das OTUs para cavernas foi realizada de acordo com o
indice Observed otus. A determinacdo da curva de rarefacdo (riqueza) por caverna
permitiu identificar que a caverna 1 (Mariana 1), seguida pelas cavernas 5 (Gandarela), 6
(Lavras Novas) e 4 (Gandarela) foram as que apresentaram maior riqueza. Em
contrapartida, as cavernas que apresentaram menor riqueza sdao 3 (Mariana 3), 7 (controle-
quartzito) e 8 (Serra da Moeda) (Figura 10).

chserved otus: Cave
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Figura 10. Curva de rarefagdo representando a estimativa de riqueza de OTUs entre as cavernas de canga
e controle.

Esses resultados demonstram baixa diversidade microbiana da caverna 7
(controle) quando comparada as cavernas de canga, conforme Silva et al. (2011)
demonstraram previamente para a composicdo de invertebrados troglomorficos
comparativamente entre as cavernas de canga da Mata Atlantica em relacdo as cavernas
de quartzito. Indmeros fatores sugerem variagdes na caverna 3 (Mariana 3), dentre eles
destaca-se duas possibilidades, uma de carater fisico e outra biolégico. Estas variacdes

podem ser decorrentes das caracteristicas naturais do ambiente, o que reflete variaces
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em toda a rede trofica, mas também pode ter relagdo com o fato de ocorrer abundancia do
filo Actinobacteria neste local. Sabidamente, este grupo de bactérias é conhecido pela
elevada capacidade de produzir metabdlitos secundarios antimicrobianos (CHAUDHARY
etal., 2013; LEE et al., 2014), 0 que poderia restringir a diversidade no local favorecendo
sua presenca majoritaria no local, mas também que poderia justificar sua sobrevivéncia
prioritaria em ambientes extremos (NIMAICHAND et al., 2015).

Curiosamente, chama a atencdo o fato de que, dentre todas as cavernas, apenas a
caverna 8 (Serra da Moeda) apresenta sinais de interferéncia humana em suas estruturas.
Aparentemente barracas improvisadas foram montadas no conduto de entrada, havia
vestigios de fogueira e presenca de materiais ndo biodegradaveis no entorno que podem
ter relacdo com os dados de riqueza relativos a esta caverna, fatos que justificariam
modificacdes na microbiota natural e possibilitando a perda de espécies que compdem o
local.

Vale ressaltar que as trés cavernas representantes da Chapada de Canga (Cavernas
1, 2 e 3) apresentam o ponto de saturacdo da curva de rarefacdo distintos, mesmo sendo
geograficamente proximas, demonstrando que essa regido mantém riquezas diferentes,
ainda que ndo se encontre em uma area de conservacao. Por outro lado, as cavernas 4 e 5
que estdo localizadas no Parque Nacional do Gandarela, apresentam uma riqueza menor
do que a caverna 1 (Mariana 1), ressaltando mais uma vez o quanto aregido da Chapada

de Canga apresenta potencial de diversidade.

4.5. Determinacdo de p-diversidade

O agrupamento das OTUs baseado na Analise de Coordenadas Principais (PCoA)
utilizando medidas das distancias meétricas UniFrac ponderada e ndo-ponderada, permitiu
avaliar a distancia entre comunidades microbianas utilizando de informacdes
filogenéticas entre os membros que também permitiu calcular as medidas de
dissimilaridade (LozUPONE e KNIGHT, 2005). A distdncia métrica ponderada € uma
medida quantitativa que se baseia em informacfes de abundancia relativa entre os
organismos, em contraste, a distdncia métrica ndo-ponderada, considerada qualitativa.
Isto considerando somente a presenga e a auséncia das sequéncias, ambas medidas de [3-

diversidade (LOzUPONE et al., 2007). A seguir, € demonstrado as andlises para todas as
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cavernas e para a origem das amostras, utilizando a métrica ndo-ponderada e
posteriormente, a métrica ponderada.

Os graficos PCoA gerados utilizando a distincia métrica ndo ponderada
apresentam PC 1 (26,29%), PC 2 (14%) e PC3 (7%). O grafico para todas as cavernas
esta representado na Figura 11. Estas analises permitiram destacar que a caverna controle
(quartzito) destoa fortemente quanto a presenca e auséncia de sequéncias em relacdo as
cavernas de canga, o0 que significa que as OTUs da caverna controle apresentam
classificacbes filogeneticamente bastante diferenciadas em relacdo as OTUs das cavernas
de canga. Isso sugere que entre as cavernas de litologias diferentes ha variacdo de
classificacdo das OTUs. As amostras 12 (Caverna 3- Mariana 3) e amostra 27 (Caverna
8- Serra da Moeda) sdo as amostras mais distantes das outras, sendo estdo presentes nas
cavernas com menor riqueza demonstrado na curva de rarefagéo.

Da mesma forma, analise por PCoA quanto as origens das amostras coletadas
(piso ou teto) foram investigadas (Figura 12). Entre as amostras derivadas de piso e de
teto foi possivel observar um agrupamento entre as amostras derivadas do piso quando
comparadas com as amostras do teto. Numa perspectiva geomorfoldgica, isso pode ter
direta relacdo com a composicdo das estruturas de teto e piso.

As cavidades desenvolvidas em rochas ferriferas como a canga e o itabirito
apresentam duas tipologias para formacdo de cavidades ferriferas e de canga no QF: as
formadas por erosdo, em que as cavidades se desenvolvem abaixo da canga e as formadas
por dissolugdo, em as cavidades se desenvolvem sob a canga no contato com o itabirito,
sendo que algumas cavidades sdo formadas pela combinagdo dos dois processos
(SIMMONS, 1963).

O desenvolvimento das cavernas de canga contribui para a sua erosdo diferencial
em que no teto, se desenvolve a canga que apresenta compacidade e resisténcia aerosoes,
enquanto que no piso se desenvolve itabirito, e muitos encontram-se alterado e com
possibilidade de sofrer fragmentacdes (CALUX, 2013; TIMO e TIMO, 2016). Essa diferenca
de competéncia pode ser contribuinte para a diferenca entre 0s microrganismos nesses
ambientes.

Outras particularidades também foram observadas. A amostra do piso da caverna
controle apresentou-se mais proxima a amostra de teto dessa mesma caverna, do que em

relacdo a comparacdo destas amostras com outras da mesma origem nas cavernas de
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canga. Isto evidencia mais uma vez um potencial de diversidade bioldgica das cavernas
de canga, em relacdo as de quartzito.

A amostra 27 (referente a caverna 8- Serra da Moeda), mesmo sendo de piso
encontra-se distante do agrupamento formado pelas amostras de piso e proxima do teto
de outras cavernas de canga. Mais uma vez, é possivel destacar que estas variacdes
possam ser frutos das possiveis interferéncias antropoldgicas previamente descritas,
podem favorecer as modificacbes na microbiota local, ou ainda pode ser sugerido que,
como as cavernas sao abrigos para animais e esta adicionalmente, apresenta
caracteristicas de interferéncia humana, possa ter ocorrido um desmoronamento do teto e
assim a microbiota tenha sido compartilnada com o piso neste ponto em que foi coletado.

A amostra 12 (Teto da caverna 3- Mariana 3) apresenta-se distantes tanto das
amostras de piso quanto das outras de teto, indicando a classificacdo filogenética desta

amostra é diferente de todas as outras amostras.
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Figura 11. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) utilizando a distancia métrica ndo ponderada para as cavernas. Em destaque, no circulo azul as amostras
da caverna controle, no circulo verde amostra 12, teto da caverna 3 (Mariana 3) e no circulo vermelho amostra 27, piso dacaverna 8 (Serra da Moeda)
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Figura 12. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) utilizando a distancia métrica ndo ponderada para as origens das amostras coletadas. Em destaque dentro do
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Os graficos de PCoA para as cavernas (Figura 13) e para as origens das amostras
coletadas (piso ou teto) (Figura 14) gerados utilizando a distdncia métrica ponderada
apresentam PC1(35,21%), PC2 (17,59%), e PC3 (9,87%).

Os graficos da andlise por caverna (Figura 13), revela que hd pouca variacdo na
estrutura da comunidade bacteriana entre as cavernas de canga e a controle, considerando a
abundéncia. Ainda assim as amostras 12 (Teto — caverna 3 Mariana 3) e 24 (Teto — caverna 6
Lavras Novas) estdo mais distantes, ndo permanecendo em nenhum dos grupos. A amostra 12
apresenta uma das menores riquezas na o-diversidade, o que pode contribuir para esta variagao
de abundancia e amostra 24 apresenta uma composicdo significante diferente, sendo assim a
abundancia pode ter sido afetada.

A respeito da origem da caverna (Figura 14), é notavel, novamente, o agrupamento
das amostras de piso, com excecao do piso da caverna controle e da amostra 27 (Piso — caverna
8) que além de apresentarem variacdo na classificacdo das OTUs como observado na distancia
métrica ndo-ponderada, apresentam variacdo na abundancia, enquanto as amostras de teto
estdo dispersas, indicando variagdo da estrutura da comunidade. Pode-se dizer que a formacgédo

diferente entre o piso e o teto das cavernas de canga contribui também na abundancia.
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Figura 13. Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) utilizando a distancia métrica ponderada paraas origens das amostras coletadas (piso ou teto). Em destaque
dentro do circulo azul, as amostras controle, em vermelho a amostra 27 da caverna 8(Serra da Moeda), em verde a amostra 12 da caverna 3 (Mariana 3) e em roxo
a amostra 24 da caverna 6 (Lavras Novas).
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Figura 14. Analise de Coordenadas Principais (PCoA) utilizando a distancia métrica ponderadapara as cavernas. Em destaque dentro do circulo azul, as amostras
controle, no circulo vermelho a amostra 27 da caverna 8(Serra da Moeda), no circulo verde a amostra 12, teto da caverna 3 (Mariana 3) e no circulo roxo amostra
24, teto da caverna 6 (Lavras Novas).
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4.6. Anélise da estrutura e da comunidade bacteriana entre cavernas

Quanto adiversidade bacteriana presente e estabelecida entre as cavernas, os principais
filos encontrados foram (considerando a abundancia >1%): Acidobacteria, representado uma
média de 43,6% do total de OTUs, com a abundéancia variando entre 37% na caverna 8 (Serra
da Moeda) e 48,9% na caverna 4 (Gandarela) (Figura 15).

Apesar de ser um dos mais filos mais abundantes e presente em diversos ambientes
com 26 subdivisGes (JANSSEN, 2006), ainda ha pouco estudo na literatura sobre as capacidades
ecoldgicas e metabdlicas desses microrganismos no solo (BARNS et al., 2007). Apesar disso,
estudos direcionam a importancia deste filo como organismos com grande potencial desde
degradacgéo de carboidratos (PANKRATOV et al., 2012; YAMADA et al., 2014; GARCIA-FRAILE
et al., 2015) a decomposicdo da matéria organica e ciclagem de nutrientes(CATAO etal., 2014)
Desta maneira, bactérias deste filo vem sendo apontadas como provaveis fontes de busca por
enzimas e outros produtos de interesse biotecnologico em trabalhos de metagendmica. Um

exemplo disso foi o0 achado de uma nova Iipase derivada de uma Acidobacteria do solo de

I Bacteria;Chloroflexi

Bacteria; Actinobacteria

Bacteria; Armatimonadetes
W Bacteria;Bacteroidetes
Bl Bacteria;Candidatus Saccharibacteria
I Bacteria;Chlamydiae
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Figura 15. Diversidade microbiana em nivel de filos entre as amostras de cavernas de

canga e controle (C7). Os colchetes na cor preta representam o solo, na cor laranja séo
tetos e na cor azul representaum espeleotema.

uma Floresta Atlantica brasileira (FAORO et al., 2012). Parte das bactérias deste filo estdo
associadas com o pH baixo do ambiente, 0 que vai ao encontro com as cavernas de canga que
apresentam o pH entre 3,5 ¢ 4,9.

O segundo filo mais abundante foi Chloroflexi, representando 15,4% do total de OTUs

identificadas, com abundancia entre 6,9% na caverna 3 (Mariana 3) e 20,1% na caverna 5
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(Gandarela). Este filo é classicamente associados a ambientes extremos (KRAGELUND et al.,
2007). As cangas podem ser consideradas com condi¢Oes extremas por serem compostas por
90% de oxidos de ferro e conter solo muito acidos, rasos, com indices baixos de fertilidade e
temperaturas que atingem quase 70°C na superficie (CARMO et al., 2012). Além disso,
bactérias deste filo estdo sendo associadas a unidades de tratamento de &guas residuais de iodo
ativado (BJORNSSON et al., 2002; KRAGELUND et al., 2007).

O filo Proteobacteria representou 14,8% do total de OTUs, com abundancia entre 8,0%
na caverna 7(controle) e 22,1% na caverna 6 (Lavras Novas). Ambientes expostos a
contaminacdo de metais apresentam uma comunidade complexa, porém bem adaptada, as
proteobacterias estdo entre os principais contribuintes para a composicdo destes ambientes
(HALTER et al., 2011; REIs et al., 2013), sendo sabido que essas comunidades desempenham
papel essencial no ciclismo biogeoquimico e estdo envolvidas na transformacdo de nutrie ntes
como N e C (GILLAN et al., 2015).

Ofilo Actinobacteria apresentou 8,4% do total das OTUs, com abundancia entre 0,5%
na caverna 4 (Gandarela) e 16,6% na caverna 8 (Serra da Moeda). Este filo inclui bactérias
que com destaque para a potencial atividade antagonista e de controle bioldgico de patdgenos
de plantas, sendo capazes de promover o crescimento das plantas por meio da fixagdo de
nitrogénio, sintese de sideroforo, fitohormdnios e solubilizacdo de minerais (BARKA et al.,
2016). Além disso, esse grupo apresenta a mais promissora fonte de novos antibiéticos,
incluindo importantes classe de drogas antimicrobianas (GENILLOUD, 2017) e ja teve sua
presenca associada com habitats extremos (QIN etal., 2012; HAMEDI et al., 2013; QIN et al.,
2016).

O filo Nitrospirae com 2,0% do total de OTUs, com abundéancia menor que 0,1% na
caverna 7(controle) e 4,8% na caverna 4(Gandarela). Corresponde ao filo mais diverso e
abundante de bactérias oxidantes de nitritos (DAIMSet al., 2001), importantes para nitrificacdo
(oxidacdo de amonia por microrganismos), a qual € um processo chave para 0 ciclo
biogeoquimico do nitrogénio e para o tratamento de aguas residuais (LUCKER et al., 2010).

O filo Firmicutes apresentou 1,8% do total, com abundancia entre 0,9% na caverna
1(Marianal) e 4,8% na caverna 3 (Mariana 3). Corresponde a um filo cujos representantes
apresentam uma extensa diversidade de potenciais metabdlicos. Entretanto, muitos
representantes deste filo estdo envolvidos com fixacdo de nitrogénio, solubilizacdo de fostato,
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ou producdo de horménios wvegetais, atuando fortemente como bactérias promotoras de
crescimento vegetal (DA SILVA etal., 2013).

Finalmente, embora o conjunto de oligonucleotideos escolhido tenha sido especifico
para as bactérias, 4% das OTUs foram classificadas como arqueias, sendo o filo
Thaumarchaeota mais representativo com 3,5% de abundancia do total, grupo que ganhou
destaque ap0Os a descoberta de que alguns representantes sdo capazes de oxidar amdnia
aerobiamente (KONNEKE et al., 2005) e 6,9% do total foram agrupados a filos ndo
classificados e outros filos.

Uma andlise em nivel mais especifico, destacou como o0s principais géneros
(abundancias >1%): Acidobacteria Gp2 (22,7%), Ktedonobacter (8,2%), Acidobacteria Gpl
(7,4%), Acidobacteria Gp10 (4,2%), género desconhecido da ordem Actinomycetales (3,6%),
Acidobacteria Gp3 (3,1%), um género desconhecido da familia Ktedonobacterales (2,6%),
um género desconhecido da classe Ktedonobacteria (2,1%), um género desconhecido da
familia Pseudonocardiaceae (2,0%), Nitrospira (2,0%), um género desconhecido da familia
Beijerinckiaceae (1,6%), Thermosporothrix (1,2%), Burkholderia (1,3%), Candidatus
Koribacter (1,3%), um género desconhecido da classe Acidobacteria Gpl (1,0%) e
Nitrososphaera (arqueia) (3,5%).

A tabela 3 apresenta as maiores abundancias relativas em nivel de género, para cada

uma das cavernas investigadas.

Tabela 3. Maiores abundancias relativas em nivel de género nas cavernas.

Maiores
Origem abundancias Géneros
relativa (%o)
Caverna 1 1- Piso 40,6 Acidobacteria Gp2
9,7 Acidobacteria Gpl
2- Piso 34,5 Acidobacteria Gp2
10,3 Acidobacteria Gpl
3- Teto 31,7 Acidobacteria Gp2
10,6 Nitrososphaera
4- Teto 29,4 Acidobacteria Gp2
9,5 Nitrososphaera
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Caverna 2 5- Piso 17,17 Acidobacteria Gp2

15,13 Acidobacteria Gpl
6- Piso 17,8 Acidobacteria Gpl
15,2 Acidobacteria Gp2
7- Teto 40,8 Género desc. da ordem
8,8 Acnomycetales
Thermosporothrix
8- Teto 18,8 Ktedonobacter
16,4 Género desc. da ordem
Acnomycetales
9- Piso 31,7 Acidobacteria Gp2
11,7 Ktedonobacter
10- Espeleotema 16,1 Acidobacteria Gpl
13,0 Acidobacteria Gp2
Caverna 3 11- Piso 53,6 Acidobacteria Gp2
7,9 Acidobacteria Gpl
12- Teto 9,8 Acidobacteria Gp2
8,5 Bradyrhizobium
Caverna 4 13- Piso 36,1 Acidobacteria Gp2
17,9 Ktedonobacter
Caverna 5 14- Piso 40,5 Acidobacteria Gp2
6,6 Ktedonobacter
15- Teto 26,6 Acidobacteria Gp2
15,8 Acidobacteria Gpl
16- Piso 27,2 Acidobacteria Gp2
13,0 Género desc. da classe
Ktedonobacteria
17- Teto 27,1 Acidobacteria Gp2
23,6 Ktedonobacter
19- Teto 29,5 Acidobacteria Gp2
5,8 Ktedonobacter
Caverna 6 20- Piso 34,8 Acidobacteria Gp2
13,7 Ktedonobacter
21- Piso 28,4 Acidobacteria Gp2
7,3 Acidobacteria Gp13
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22- Teto 22.3 Geénero desc. da ordem

17,6 Actinomycetales
Acidobacteria Gp2
23- Teto 23,6 Acidobacteria Gp2
4,9 Acidobacteria Gpl
24- Teto 26,3 Burkholderia
14,7 Acidobacteria Gpl3
Caverna 7 25- Piso 37,1 Acidobacteria Gpl
Controle 10,8 Género desc. da ordem
Actinomycetales
26- Teto 10,4 Acidobacteria Gp3
10,1 Ktedonobacter
Caverna 8 27- Piso 25,5 Ktedonobacter
14,7 Mycobacterium
28- Piso 22,4 Acidobacteria Gp2
8,3 Acidobacteria Gp13
29- Teto 21,3 Género desc. da familia
10,6 Pseudonocardiaceae
Acidobacteria Gp2
30- Teto 27,0 Acidobacteria Gp2
18,0 Acidobacteria Gp13

4.7. Diversidade bioldgica entre a caverna de quartzito e as cavernas de canga

Na tentativa de verificar diferencas intrinsecas entre a diversidade biologica das
cavernas de canga frente a uma caverna de quartzito, a composicdo de géneros da caverna
controle foi comparada com todas as cavernas de canga individualmente. Foi possivel
observar que em algumas destas comparacGes pareadas, houve diferenca significativa para
alguns géneros importantes. Na caverna 1 (Mariana 1) quando comparada com a caverna 7
(controle), 22 géneros apresentaram diferencas significativas entre estas cavernas, sendo que
17 destes géneros foram abundantes na caverna 1 (Mariana 1). As principais diferencas foram
observadas com relacdo a abundancia do género Acidobacteria Gp2 na caverna 1(Mariana 1)

e de um género desconhecido da Pseudonocardiaceae na caverna 7 (controle) (Figura 16).

50



7 E31 95% confidence intervals

|
Anaeromyxobacter | Q 9.55e-5
G EBEeemem———= A I 1.22e-3
Steroidobacter | o 1.26e-3
Unclassified Pseudonocardiaceae f— : HCH 1.82e-3
Pedomicrobium | @ 1.98e-3
Gp4 | 9 2.52e-3
Unclassified Archaea | Q 3.09e-3
Unclassified Myxococcales j Q@ 3.10e-3
Unclassified Rhodocyclaceae | (6] 4.02e-3 T
Unclassified Planctomycetia | o 9.44e-3 *;‘:;
Unclassified Burkholderiales | (# 0.011 g
Unclassified Veillonellaceae | Q 0.015 “3
Gpl7 | Q 0.018 2
Gpb | Q 0018 &
Gp7 | (6] 0.023
Unclassified Bradyrhizobiaceae | (o} 0.025
Gp5 I o 0.028
Elusimicrobium | (JT‘J 0.029
Candidatus Koribacter | o 0.031
Blastopirellula | Q 0.033
Acidipila P IFA 0.033
Rhodocista | o 0.048
L ! L L I I ] I
0.0 34.0 —40 -30 -20 -10 ] 10
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

Figura 16. Analise comparativa em nivel de género entre a caverna 1 (Mariana 1) e a caverna 7 (controle). Os
dados foram analisados estatisticamente utilizando o software STAMP.

O género Acidobacteria Gp2 ndo é descrito com frequéncia na literatura (JONES et al.,
2009; NAETHER et al., 2012) o que dificulta uma discussdo mais profundada sobre estes
resultados. No entanto, estas variagcdes podem ser relevantes para futuros estudos que visem
isolar estes microrganismos e posteriormente, permitindo assim conhecer abiologia e possivel
potencial biotecnolégico destes organismos.

Ja a familia Pseudonocardiaceae inclui varios organismos com interesse industrial,
sendo potenciais produtores de antibidticos como eritromicina, vancomicina e rifamicina
(OkAzAKI et al., 1983). Dessa forma, existe uma possibilidade real de isolar esses
microrganismos de importancia biotecnoldgica, haja visto o fato de protocolos ja estarem bem
definidos na literatura para isolamento de bactérias desta familia a partir de amostras de solo
(LU et al., 2000).

Ao comparar a caverna 7 com a caverna 2 (Mariana 2), oito géneros apresentaram

diferenca significativa, sendo sete géneros mais abundantes na caverna 2. Mais uma vez um
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género desconhecido da familia Pseudonocardiaceae teve destaque pela abundancia na

caverna 7 (Figura 17).
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Figura 17. Anélise comparativa em nivel de género entre a caverna 2 e a caverna 7 (controle). Os dados foram
analisados estatisticamente utilizando o software STAMP.

Curiosamente, na caverna 2 se destacaram dois géneros desconhecidos, um
pertencente aordem Rhizobiales e o outro ao filo Chloroflexi. Géneros da ordem Rhizobiales
sdo conhecidos por apresentar associacbes a plantas e oferecer beneficios para seus
hospedeiros, fornecendo precursores que caracterizam-se como metabolitos essenciais para
plantas (VERGINER et al., 2010) e muitos géneros possuem a capacidade de fixacdo de
nitrogénio (JAFTHAet al., 2002; JOURAND et al., 2004). J& 0 género Actinoallomurus é descrito
sendo uma fonte promissora de novos metabdlitos bioativos (Pozzl et al., 2011), com destaque
para atividade antimicrobiana e anttumoral (MAzzeTTI et al., 2012).

Entre a caverna 7 e acaverna 3 (Mariana 3), 2 géneros sdo mais abundantes na caverna
3, porém a principal diferenca observada foi quanto a propor¢do de Acidifila na caverna 7
(Figura 18). Bactérias do género Acidifila foram classificadas como sendo de ambientes
extremos, isoladas de aguas &cidas e ricas em metal (FALAGAN et al., 2017). J& membros do
género Cystobacter tem sido relatados como produtoras de acido gefirnico, inibidor seletivo
da sintese de proteinas eucarioticas (YOUNG et al., 2013) e producdo de antibidticos (KUNZzE
et al., 1982). Com relacdo a abundancia de Acidobacteria Gp3, investigacdes gendmicas tem
revelado a presenca de uma superfamilia de transportadores de membrana do tipo ABC com
alta-afinidade por aclcares que podem ser fundamentais a adequacdo destes organismos em
condicBes de caréncia nutricional (WARD et al., 2009). CondicGes estas também observadas

em cavernas de canga (CARMO et al., 2012).

52



—7 3 95% confidence intervals

o
]
Unclassified Veillonellaceae | (5 0.015 ‘8
Unclassified Acidobacteria_Gp3 b=x o+ ! 0.024 E
Cystobacter —0— I 0.030 =
Acidipila —m8m8m88 ! f | 0.035 E
L ! L ] 1 ! | g
0.0 22 -1 0 1 2 3 4 a
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

Figura 18. Anélise comparativa em nivel de género entre a caverna 7(controle) e caverna 3. Os dados foram
analisados estatisticamente utilizando o software STAMP.

Ao comparar a caverna 7 e a caverna 5 (Gandarela), 17 géneros apresentaram
diferenca, sendo 13 mais abundantes na caverna 5, a maior diferenca foi quanto a maior
proporc¢do de Acidobacteria Gp2 na caverna 5 (Figura 19). Os membros do género Nitrospira
sdo conhecidos serem bactérias oxidantes de nitrito, 0 que se apresenta de suma importancia
no ciclo biogeoquimico do N, contudo desvendar a complexidade microbiologica da
nitrificacdo e outros processos do ciclo N, subsidiard a compreensdo de estratégias de
tratamento de aguas residuais e poderd melhorar a eficiéncia da fertilizacdo nitrogenada na
agricultura (KocH et al., 2015). Como ja descrito, pouco se sabe a respeito de Acidobacteria
Gp2, mas certamente, a partir da abundancia desse género se faz necessario estudos que visam

elucidar seu potencial.
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Figura 19. Anélise comparativa em nivel de género entre a caverna 7(controle) e caverna 5. Os dados foram
analisados estatisticamente utilizando o software STAMP.
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A comparacdo dacaverna 7 com acaverna 6 (Lavras Novas), 15 géneros apresentaram
diferenca, sendo 13 com maior abundéncia na caverna 6,a maior proporcdo de Acidobacteria
Gp2 na caverna 6, enquanto a caverna 7 apresentou maior proporcao para Acidipila e para

género desconhecido da familia Pseudonocardiaceae (Figura 20).
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Figura 20. Analise comparativa em nivel de género entre a caverna 7(controle) e caverna 6. Os dados foram
analisados estatisticamente utilizando o software STAMP.

Ao comparar a caverna 7 com a caverna 8 (Serra da Moeda), a caverna 7 apresentou
maior proporcdo de Planctomyces (Figura 21). O género Planctomyces em estudos recentes
apresentou capacidade antimicrobiana e potencial para producdo de myxalamida (GRACA et
al., 2016) e como sendo fonte promissora para pequenas moléculas que a partir de novos

trabalhos podem levar a novos antibioticos (JESKE et al., 2013).
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Figura 21. Anélise comparativa em nivel de género entre a caverna 7(controle) e caverna 8. Os dados foram
analisados estatisticamente utilizando o software STAMP.
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Nao houve diferencas entre a caverna 7 e a caverna 4 em nivel de género.

A partir destes resultados, pode-se finalizar ressaltando as cavernas de canga
apresentam maior diversidade que a caverna controle, demonstrado pela abundancia de
géneros em praticamente todas as cavernas de canga quando comparadas com a caverna

controle.

4.8. Analise da diversidade especifica entre piso e teto das cavernas
Com o proposito de especificar as diferencas na diversidade biolégica entre piso e teto

das cavernas, todas as amostras de piso e teto foram agrupadas e comparadas entre si (Figura

22).
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Figura 22.Analise comparativa em nivel de género entre solo (piso) e teto. Os dados foram analisados
estatisticamente utilizando o software STAMP.

Um total de nove géneros apresentaram diferencas significativas entres estas origens,
seis géneros mais abundantes no teto e 3 géneros mais abundantes no piso. Como relatado por
outros autores a estrutura da comunidade microbiana de cavernas pode sofrer alteracfes
conforme variacdes geoquimicas da rocha que se desenvolvem (BEGON et al., 1998; BARTON
et al., 2007). Os micro nichos minerais das cavernas controlam as populagdes microbianas
subterrdneas (BARTON e NORTHUP, 2007), ou seja a colonizagdo microbiana de superficies é
conduzida pela quimica do rocha e os requerimentos e tolerancias metabolicas do organismo,
sugerindo que as comunidades microbianas subterrdneas possuem associacdes especificas
para minerais especificos (RIQUELME et al., 2015).

Desta forma, microrganismos associados aestas cavernas estudadas parecem ter direta
relacio com as caracteristicas geologicas destas cavidades, dentre outros fatores, como

previamente descrito por Adetutu et al. (2011) em outro contexto. O mesmo pode ser
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extrapolado para as diferencas observadas entre a diversidade microbiana encontrada em piso
e teto destas cavernas reiterando as diferencas na estrutura geoldgica entre estes estratos (Timo
e Timo (2016).

4.9. Diversidade das cavernas da Chapada de canga: um reservatdrio microbiologico a
serpreservado

A Chapada de canga, localizada a leste do QF, se estende por cerca de 3.900 ha e
localiza-se no extremo norte do municipio de Mariana, sul do municipio de Catas Altas e oeste
de Alvinopolis (CARMO e KAMINO, 2017). Esta regido esta cercada por areas de mineragdo, 0

que atorna altamente vulnerdvel (Figura 23).

A Altitude do ponto de visdo, 37°km: ' Altitude do ponto de visdo 1,4 km
Py,
\ \ : "'v“Ca‘tas Altas

& £
k % ‘Morro da/Agua Quente,
8 -

Figura 23. Localizacdo da Chapada de Canga. (A) Relagdo entre localizacdo e contexto ambiental da Chapada
de Canga. O retangulo branco destacaa regido onde selocaliza a chapada. No seu interior, a regido demarcada
por um retédngulo pontilhado em amarelo destaca os pontos onde se localizam as cavernas amostradas neste
estudo e detalhadas emB. Os nimeros em vermelhos identificam: 1 — Serra do Caraca; 2 — Complexos minerarios
de extracdo da empresa Samarco™ e Vale™; 3 — Complexo minerario da empresa Vale™; 4 — Barragem de
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rejeitos de Germano; 5 — Barragem de rejeitos de Fund&o (recentemente rompida); 6 — Campo de extracdo de
minérios da empresa Vale™ Mina Timbopeba; 7 — Distrito de Bento Rodrigues. (C e D) Destacam as respectivas

areas degradadas assinaladas em A. Fonte: Villa et al. (2017).

Além dos campos de mineracdo, nas proximidades da Chapada encontram-se ainda as
barragens de rejeito de Germano e de Funddo, esta Ultima sofreu rompimento em 2015
causando prejuizos de ordem ambientais, econdémicos e sociais (FREITAS et al., 2016; LOPES,
2016), sem mencionar o dano ao patrimonio genético local.

Dado a sua importancia no contexto bioldgico, esta regido recentemente foi destacada
em uma obra como sendo uma relevante candidata para criacdo de areas protegidas (Figura
24). 1sso porque agrega a sobreposicdo a diversas &reas prioritarias para conservacdo contendo
elevada diversidade bioldgica, com a presenca de espécies de raras e ameacadas de extingdo
na vegetacdo associada a afloramento de canga, geoldgica e ambiental até agora inventariada

(CARMO € KAMINO, 2017).
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Patrimonio natural e cultural
de relevante interesse
para a conservacao

DG ANTZADORE S
Laciaoa Hivomd Yoshioo Kansloe
Fliwio Fomseca do Carmio

Figura 24. Capa do Liwro Chapada de Canga: Patrimdnio natural e cultural de relevante interessepara a
conservagdo. Nosso grupo de pesquisa contribuiu escrevendo umecapitulo para este livro, intitulado “Microbiota
associada & Chapada de Canga: patriménio genético mineiro com potencial negligenciado”, em que
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apresentamos resultados dessas trés cavernas de isolados bacterianos que possuem capacidade de resistir a
formas de arsénio, um metaloide pesado, muito presente nos solos e rios da regido.

As cavernas deste trabalho que se localizam na regido da Chapada de canga, em
Mariana, estdo geograficamente proximas (Figura 23B). No entanto, foi demonstrado que o
ponto de saturacdo da curva de rarefacdo entre as trés cavernas é bastante distinto (Figura 9).
Anélise dariqueza em nivel de género revelou que, em outras palavras, a riqueza encontrada
nessas cavernas € bastante diferenciada mesmo localizando-se préximas umas em relacdo a
outras. Este fato além de curioso, chama a atencdo por fornecer ainda mais subsidios para a
caracterizacdo de esta area para conservacdo, como fora descrito para plantas e animais que
sobrevivem na regido (CARMO e KAMINO, 2017).

Uma observacao relevante é que na curva de rarefacdo, a caverna 3 apresenta a menor
riqueza, porém adiversidade dela é maior entre as cavernas da Chapada de canga, em Mariana,
considerando o nimero de OTUs especificas presentes (Figura 25).

Adicionalmente, a maior diversidade encontrada no piso foi na caverna 2, com 27
OTUs especificas (2,1%), enquanto que a maior diversidade de teto foi observada na caverna
3 com 38 OTUs especificas (22,5%) (Figura 25). Estes resultados corroboram o fato que a

origem das amostras proporciona interferéncia na composicdo e estrutura da microbiota.
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Figura 25. Diagrama de Venn representando as trés cavernas da Chapada de canga, em Mariana. As amostras
de piso/solo e teto demonstram diferencas de abundéncia e de diversidade entre as cavernas.

Entre os pisos das cavernas, em nivel de classe, a maior abundancia foi representada
pelo grupo das Alphaproteobacterias (Tabela 4). Dados dos primeiros estudos de
metagenoma, mais especificamente envolvendo sequenciamento shotgun de amostra
ambiental do Mar Sargasso, revelou que Alphaproteobacteria é um dos grupos mais
cosmopolita de toda Terra (VENTER et al., 2004), possuindo grande variabilidade em
capacidade metabdlica, morfologia e ciclo de vida (BATUT et al., 2004), além de habitarem
diversificados nichos, de 4gua a solo e de serem capazes de formar associagdes intra e extra-
celulares com organismos eucariotos (LA SCOLA et al., 2004).

Jaentre os tetos, as classes mais abundantes foram Actinobacteria e Betaproteobacteria
(Tabela 5). As actinobacterias, como j& descrito apresentam um grande potencial
biotecnoldgico, com grande interesse, principalmente na indUstria farmacéutica, em busca de
novos antibidticos. A classe Betaproteobacteria também pode ser importante neste sentido,
uma vez que alguns membros apresentam um grande numero de clusters de genes essenciais
para a biossintese de produtos naturais, muitas vezes até considerada uma classe produtora de

antibiéticos negligenciada (BALDIM et al., 2017).
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Tabela 4. OTUs classificadas nos pisos das cavernas de canga, em Mariana.

Filo
Chloroflexi
Proteobacteria
Bacteroidetes
Crenarchaeota*

Filo
Acidobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Firmicutes
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Firmicutes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Bacteroidetes

Classe
Anaerolineae
Betaproteobacteria
Flavobacteriia
Thermoprotei

Classe
Acidobacteria_Gp1l
Actinobacteria
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Bacilli
Bacilli
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Clostridia
Deltaproteobacteria

Gammaproteobacteria
Gammaproteobacteria

Other

Solo — Cavema 1

Ordem Familia
Anaerolineales Anaerolineaceae
Rhodocyclales Rhodocyclaceae

Flavobacteriales Flavobacteriaceae
Thermoproteales Other
Solo — Cavermna 2
Ordem Familia
Telmatobacter Telmatobacter
Actinomycetales Mycobacteriaceae
Actinomycetales Thermomonosporaceae
Rhizobiales Hyphomicrobiaceae
Rhodospirillales Acetobacteraceae
Sphingomonadales Other
Rhizobiales Methylocystaceae
Sphingomonadales Sphingomonadaceae

Bacillales Planococcaceae

Bacillales Paenibacillaceae 2
Burkholderiales Burkholderiaceae
Burkholderiales Comamonadaceae
Burkholderiales Oxalobacteraceae

Rhodocyclales Rhodocyclaceae
Thermoanaerobacterales  Thermoanaerobacteraceae
Myxococcales Polyangiaceae
Xanthomonadales Xanthomonadaceae
Xanthomonadales Xanthomonadaceae
Other Other
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Género
Other
Other

Flavobacterium
Other

Género
Telmatobacter
Mycobacterium

Other
Rhodomicrobium
Acidisoma
Other
Other
Novosphingobium
Lysinibacillus
Oxalophagus
Chitinimonas
Variovorax
Other
Georgfuchsia
Other
Jahnella
Dyella
Rhodanobacter
Other



Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae
Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Chitinophagaceae
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Other
Bacteroidetes Sphingobacteriia Sphingobacteriales Sphingobacteriaceae
candidate WPS- WPS- WPS-
division WPS-1 1 genera_incertae_sedis 1 genera_incertae_sedis 1 genera_incertae_sedis
candidate WPS- WPS- WPS-

division WPS-2  2_genera_incertae_sedis 2_genera_incertae_sedis  2_genera_incertae_sedis
Solo — Caverna 3
Filo Classe Ordem Familia
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Xanthobacteraceae

Other
Aquisphaera
Ferruginibacter
Other
Mucilaginibacter
WPS-1_genera_incertae_sedis

WPS-2_genera_incertae_sedis

Género
Pseudolabrys
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Tabela 5. OTUs classificadas nos tetos cavernas de canga, em Mariana.

Teto- Caverna 1

Filo Classe Ordem Familia Género
Acidobacteria Acidobacteria_Gp15 Gpl5 Gpl5 Gpi15
Acidobacteria Acidobacteria_Gp17 Gpl7 Gpl7 Gpl7
Acidobacteria Acidobacteria_Gp4 Gp4 Gp4 Gp4
Proteobacteria Alphaproteobacteria Rhizobiales Hyphomicrobiaceae Pedomicrobium

Chloroflexi Anaerolineae Anaerolineales Anaerolineaceae Other
Proteobacteria Betaproteobacteria Burkholderiales Other Other
Proteobacteria Betaproteobacteria Rhodocyclales Rhodocyclaceae Other

Armatimonadetes Chthonomonadetes Chthonomonadales Chthonomonadaceae Chthonomonas/Armatimonadetes
Proteobacteria Deltaproteobacteria Myxococcales Cystobacteraceae Other
Proteobacteria Deltaproteobacteria Bdellovibrionales Bdellovibrionaceae Vampirovibrio
Proteobacteria Deltaproteobacteria Bdellovibrionales Bacteriovoracaceae Bacteriovorax
Proteobacteria Deltaproteobacteria Syntrophobacterales Syntrophobacteraceae Desulfacinum
Elusimicrobia Elusimicrobia Elusimicrobiales Elusimicrobiaceae Elusimicrobium
Other* Other Other Other Other
Elusimicrobia Other Other Other Other
Planctomycetes Planctomycetia Planctomycetales Planctomycetaceae Other
Spirochaetes Spirochaetia Spirochaetales Spirochaetaceae Other
Crenarchaeota* Thermoprotei Thermoproteales Other Other
Woesearchaeota* Woesearchaeota Incertae Woesearchaeota Incertae Woesearchaeota Incertae Woesearchaeota Incertae Sedis A
Sedis AR15 Sedis AR15 Sedis AR15
Teto - Caverna 2
Filo Classe Ordem Familia Género
Acidobacteria Acidobacteria_Gp1 Acidipila Acidipila Acidipila
Firmicutes Clostridia Thermoanaerobacterales Other Other
Proteobacteria Gammaproteobacteria Xanthomonadales Xanthomonadaceae Dyella
Actinobacteria Actinobacteria Acidimicrobiales lamiaceae lamia
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Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Filo
Acidobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Bacteroidetes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Actinobacteria
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria

Classe
Acidobacteria_Gp10
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacilli
Bacteroidia
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria

Actinomycetales
Other
Rhizobiales
Rhizobiales
Rhizobiales
Teto — Caverna 3
Ordem
Gp10
Actinomycetales
Acidimicrobiales
Actinomycetales
Actinomycetales
Actinomycetales
Gaiellales
Rubrobacterales
Caulobacterales
Sphingomonadales
Rhizobiales
Sphingomonadales
Bacillales
Bacillales
Bacillales
Lactobacillales
Bacteroidales
Burkholderiales
Burkholderiales
Burkholderiales
Burkholderiales

Streptomycetaceae
Other
Beijerinckiaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylocystaceae

Familia
Gpl0
Thermomonosporaceae
Other
Dietziaceae
Microbacteriaceae
Thermomonosporaceae
Gaiellaceae
Rubrobacteraceae
Caulobacteraceae
Other
Rhizobiaceae
Sphingomonadaceae
Planococcaceae
Planococcaceae
Staphylococcaceae
Streptococcaceae
Prevotellaceae
Alcaligenaceae
Burkholderiaceae

Burkholderiales_incertae sedis
Burkholderiales_incertae_sedis

Streptacidiphilus
Other
Methylocapsa
Other
Methylocystis

Género
Gplo
Other
Other

Dietzia
Microbacterium
Spirillospora
Gaiella
Rubrobacter
Phenylobacterium
Other
Rhizobium
Sphingobium
Lysinibacillus
Other
Staphylococcus
Streptococcus
Alloprevotella
Alcaligenes
Ralstonia
Aguabacterium
Tepidimonas
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4.10. Comparacdo entre os estratos de coleta na Caverna 2, em Mariana

Ao comparar 0 piso, teto e espeleotema da caverna 2, a diversidade é diferente, sendo
a maior no piso (Figura 26). Entre o espeleotema e o teto, curiosamente, ficou demonstrado
que ha diferenca significativa na composicdo de suas microbiotas. 1sso pode ser justificado
pela formacdo do espeleotema, uma vez que 0 solo em cima da caverna pode estar
compartilhando a microbiota, em decorréncia de infiltracbes e escoamentos que originam, ao
longo do tempo, estas estruturas. As maiores abundancias, em nivel de classe, no piso foi
Betaproteobacteria e Alphaproteobacteria, no teto Actinobacteria e no espeleotema
Deltaproteobacteria e Betaproteobacteria (Tabela 6). A microbiota exclusiva do piso

representa 23,7%, do teto 14,7% e do espeleotema a 16,1% de todas das OTUs identificadas.

Espeleotema

Solo Teto

Figura 26. Diagrama de Venn dos diferentes pontos de coleta caverna 2, localizada na Chapada de canga, em

Mariana.

Os espeleotemas apresentam diversidade mineraldgica, como oOxidos e hidroxidos de
ferro, fosfatos e sulfatos (PILO et al., 2015), isso pode contribuir na composicdo da microbiota
que desempenha um papel fundamental na acumulacdo de depdsitos minerais microbianos
(SALLSTEDT et al., 2014). Em um estudo de metagendmica, Deltaproteobacteria ja teve seus
genes relacionados com o metabolismo de carbono, nitrogénio e enxofre, e a classe foi

identificada como microrganismos relacionados aredugdo de sulfato (ANDREOTE et al., 2012).
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Tabela 6. OTUs classificadas no piso(solo), teto e espeleotema na caverna 2, na chapada de canga, em Mariana.

Filo
Acidobacteria
Actinobacteria
Bacteroidetes
Bacteroidetes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Firmicutes
Planctomycetes
Planctomycetes
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
candidate division WPS-1

candidate division WPS-2

Filo
Actinobacteria

Actinobacteria

Classe
Acidobacteria_Gp7
Actinobacteria
Bacteroidetes incertae_sedis
Sphingobacteriia
Bacilli
Bacilli
Clostridia
Negativicutes
Planctomycetia
Planctomycetia
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Gammaproteobacteria
WPS-

1 genera_incertae_sedis
WPS-
2_genera_incertae_sedis

Classe

Caverna 2 - Solo
Ordem
Gp7
Actinomycetales
Ohtaekwangia
Sphingobacteriales
Bacillales
Bacillales
Thermoanaerobacterales
Selenomonadales
Planctomycetales
Planctomycetales
Rhizobiales
Rhizobiales
Sphingomonadales
Burkholderiales
Burkholderiales
Burkholderiales
Burkholderiales
Syntrophobacterales
Xanthomonadales
WPS-
1 genera_incertae_sedis
WPS-
2_genera_incertae_sedis
Caverna 2 - Teto
Ordem

Acidimicrobiales
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Familia
Gp7
Thermomonosporaceae
Ohtaekwangia
Sphingobacteriaceae
Paenibacillaceae 2
Planococcaceae
Thermoanaerobacteraceae
Other
Planctomycetaceae
Planctomycetaceae
Hyphomicrobiaceae
Methylocystaceae
Other
Burkholderiaceae
Burkholderiaceae
Comamonadaceae
Oxalobacteraceae
Other
Xanthomonadaceae
WPS-1_genera_incertae_sedis

WPS-2_genera_incertae_sedis

Familia

lamiaceae

Género
Gp7
Other
Ohtaekwangia
Mucilaginibacter
Oxalophagus
Lysinibacillus
Other
Other
Aquisphaera
Other
Blastochloris
Other
Other
Burkholderia
Chitinimonas
Variovorax
Other
Other
Rhodanobacter
WPS-
1 genera_incertae_
WPS-
2_genera_incertae_

Género
lamia



Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria

Filo

Elusimicrobia
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Proteobacteria
Spirochaetes

Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Actinobacteria
Alphaproteobacteria
Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria

Classe

Other

Actinomycetales

Propionibacteriaceae

Alphaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Betaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Deltaproteobacteria
Spirochaetia

Spirochaetales

Actinomycetales Pseudonocardiaceae
Actinomycetales Pseudonocardiaceae
Actinomycetales Streptomycetaceae
Other Other
Rhizobiales Beijerinckiaceae
Rhizobiales Methylocystaceae
Neisseriales Neisseriaceae
Caverna 2 - Espeleotema
Ordem Familia
Other Other
Rhodospirillales Rhodospirillaceae
Ferrovales Ferrovaceae
Gallionellales Gallionellaceae
Other Other
Bdellovibrionales Bdellovibrionaceae
Desulfuromonadales Geobacteraceae
Myxococcales Cystobacteraceae

Spirochaetaceae

Propionibacterium
Crossiella
Pseudonocardia
Streptacidiphilus
Other
Methylocapsa
Methylocystis
Stenoxybacter

Género
Other
Skermanella
Ferrovum
Sideroxydans
Other
Bdellovibrio
Geobacter
Anaeromyxobacter
Other
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CONCLUSOES

Este trabalho retrata pela primeira vez que existe uma alta diversidade de
microrganismos nas cavernas de canga do QF, o que coloca o patrimbnio biologico e
biotecnoldgico em evidéncia, como por exemplo, microrganismos identificados como
sendo dos Filos Actinobacteria e Cloroflexi e géneros Actinoallomurus e Cystobacter de
importancia na farmacia e no setor agricola.

Esta diversidade é notéria quando cavernas de canga sdo comparadas com uma
caverna de quartzito. Resultado este ainda mais evidenciado quanto 0s substratos piso e
teto sdo investigados isoladamente, sendo que o teto apresenta uma diversidade maior
pois na analise de [-diversidade, as amostras se demonstraram ser classificadas
filogeneticamente mais distantes.

Dentre as cavernas investigadas, uma caverna da Chapada de Canga apresentou
maior riqueza que todas as outras cavernas, mesmo ndo fazendo parte de areas de protecao
ambiental. Enquanto que a analise comparativa desta diversidade bioldgica entre as
cavernas da Chapada de canga revelou que apesar de estarem muito proximas entre si,
apresentam composicdes de comunidade microbianas distintas, 0 que reitera a
importancia de transformar esta regido em uma &rea de protecdo ambiental.

Apesar dos avangos inerentes a partir destes resultados, outras analises
relacionadas a fatores geoldgicos e geomorfologicos serdo realizadas como aferir a
concentracdo de ferro e silica dos itabiritos, classificar a idade das cangas e destacar a

projecdo horizontal das cavernas a fim de melhor elucidar os resultados.
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PERSPECTIVAS

Temos a perspectiva de publicarmos um trabalho de qualidade envolvendo os
resultados apresentados, colocando em evidéncia a experiéncia da equipe e capacidade
do laboratério, no primeiro trabalho de metagendmica totalmente realizado nas
dependéncias da UFOP.

Além disso, diante destes resultados apresentados, pretendemos nos aprofundar
em estudos funcionais desta microbiota, agora em nivel de doutoramento. O objetivo é
destacar este potencial biotecnoldégico a partir do isolamento de bactérias cultivaveis

destas cavernas.
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