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Resumo

O presente trabalho busca encontrar alternativas através da prospeccdo de microrganismos
bioindicadores para uma nova abordagem em analise de agua. Foram encontrados grupos microbianos
distintos nos ambientes amostrados do alto Sdo Francisco em Minas Gerias. Existem filos que se encontram
em todos os ambientes, como as Proteobacterias, e outros que sdo encontrados com mais abundancia em
ambientes impactos levemente, como Cyanobacterias, e as Actineobacterias que foram encontradas em
ambientes com alto impacto. Também foram encontrados familias e géneros com potencial para serem
bioindicadores. Os resultados desse estudo ajudam a entender a ecologia microbiana em locais com impactos
antrdpicos e serve de base para um novo modelo de anlise de qualidade ambiental de ambientes aquéticos.

Palavras chave: microbiologia; analise de 4gua; ecologia de microrganismos

INTRODUQAO

Os ecossistemas de agua doce sustentam uma enorme biodiversidade e fornecem
bens e servicos ambientais de importancia para as popula¢cdes humanas. Nas Ultimas
décadas, a salde destes ecossistemas esta sendo gravemente ameacada por atividades
humanas. O desafio de aliar as necessidades humanas a um minimo impacto para

ecossistemas de agua doce requer a adocdo de estratégias sustentaveis de gestdo da agua,
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sendo que a avaliacdo e monitoramento da sua qualidade constituem uma das etapas de seu
gerenciamento. As abordagens de avaliagdo e monitoramento atuais sdo baseadas em
analises de indicadores ecoldgicos (fisicos, quimicos e biologicos) desenvolvidos para
detectar e medir mudancas nas condicdes ecologicas da agua doce.

Por serem altamente sensiveis a estressores ambientais, os indicadores bioldgicos
tém sido cada vez mais utilizados nos programas de gestdo. Os grupos taxondmicos
classicos utilizados como bioindicadores sdo macrorganismos como macro invertebrados
aquaticos, peixes, aves aquaticas e plantas. Devido a dificuldade de isolamento e
identificacdo por cultura pelos métodos de microbiologia classica, microrganismos nao
eram utilizados como bioindicadores de agua doce. Seu uso seria vantajoso uma vez que a
maioria da biomassa aquatica é formada por grupos microbianos, além deles serem
altamente sensiveis a distarbios fisicos, quimicos e bioticos no ambiente.

Com a consolidacdo de métodos moleculares independentes de cultura para
identificacdo microbiana foi possivel identificar os grupos microbianos de maneira rapida,
tornando o uso de microrganismos como bioindicadores uma alternativa atraente e viavel.
Nesse contexto, 0 uso do sequenciamento massivo de fragmentos amplificados de DNA
(genes ribossdmicos considerados marcadores taxondmicos) derivados de amostras de
ambientes fluviais poderiam ser usados para determinar a diversidade taxondémica e
composicao das comunidades microbianas destes ambientes.

Sedimentos sdo altamente sensiveis a mudancas nas condi¢cdes ambientais, tanto
oriundas de atividades antropogénicas, quanto por desastres naturais (Wang et al., 2018).
Como componentes importantes da migracao e transformacédo de elementos na dgua do rio,
os sedimentos servem como fonte em ciclos de nutrientes nos ecossistemas aquéaticos que
sdo metabolizados pelos microrganismos da comunidade do sedimento (Tao et al.,
2019). Evidéncias recentes (Tao et al., 2019, Wang et al., 2018) revelaram que, durante a
intensificacdo do processo de uso da terra, contaminantes sdo absorvidos pelas finas
particulas de sedimentos e interagem com as bactérias microbianas locais causando
impactos a longo prazo sobre a organizacao biologica das comunidades.

Microrganismos de sedimentos podem indicar a saude dos ecossistemas das bacias

hidrograficas devido aos seus papéis vitais na conversdo de energia, degradacdo de
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poluentes, ciclagem biogeoquimica de nutrientes e transformacao e migracéo de elementos
(Tao et al 2019). As caracteristicas dos sedimentos refletem nédo apenas a qualidade da &gua,
mas também o status trofico e a funcéo ecoldgica dos rios, porque os sedimentos contém
milhares de microrganismos, que interagem com a matéria organica e afetam diretamente
o0s ecossistemas (Wang et al., 2018). Uma mudanca na comunidade microbiana pode ser
uma resposta rapida as mudangas ambientais e esta alteragdo de diversidade taxonémica e
composicao das comunidades microbianas é um indicador adequado de perturbac6es dentro
de um ecossistema, sugerindo que as comunidades microbianas sdo bons indicadores
ambientais (Xie et al., 2016).

M ETODOLOGIA

Foram coletadas amostras de sedimento do leito do rio S&o Francisco em 3 areas
distintas: area controle, na nascente do rio (20°14'35.27"S 46°26'47.44"0), area de baixo
impacto antrépico (20°19'52.95"S 46°21'56.53"0) e area de alto impacto antrdpico
(20°10'19.33"S 45°42'57.98"0). As amostras foram coletadas utilizando um tubo de 50 ml
estéril e levadas ao laboratorio para extracdo de DNA, que foi extraido utilizando o Kit
comercial DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen), seguindo as instrucdes do fabricante.

A caracterizacdo das comunidades procariéticas tipicas de cada amostra foi
realizada através do sequenciamento da regido hipervariavel V4 do gene ribossomal rDNA
16S, utilizando a plataforma Illumina MiSeq (GILBERT; JANSSON; KNIGHT, 2014).

Os dados gerados foram submetidos a plataforma bioinformatica de analise de
dados de microbiomas QIIME2TM (BOLYEN et al, 2018) e seguindo 0s parametros
sugeridos pelo The Earth Microbiome Project (GILBERT; JANSSON; KNIGHT, 2014).
Ao final desta analise foi gerada uma tabela contento a lista de OTUs presentes em cada
amostra e seu grupo procariotico classificado de Dominio a até o nivel taxondbmico mais

refinado possivel.

RESULTADOS E DlscussAo

A primeira analise foi feita considerando a prevaléncia de filos bacterianos, que
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evidencia a abundancia relativa de filos bacterianos nas areas amostradas, bem como a
porcentagem de cada filo em relagdo ao ambiente. Percebe-se que bactérias pertencentes ao
filo Cyanobacteria, por exemplo, estdo presentes em maior quantidade em ambientes sem
impacto e com pouco impacto antrépico e, de comportamento oposto, as bactérias do filo
Actinobacteria estdo presentes em abundancia em ambientes com alto impacto antropico.

Alteracfes ambientais geradas pela acdo do homem parecem favorecer o
crescimento de bactérias pertencentes aos filos Cloriflexi e Actinobacteria, ja que eles
aparecem em uma porcentagem consideravelmente mais alta nestes ambientes que em
ambientes com baixo ou nenhum impacto antropico. Assim, os dois filos poderiam ser
utilizados como bioindicadores de ambientes com alto grau de impacto antropico. De
maneira oposta, bactérias pertencentes aos filos Cyanobacteria e Verrucomicrobia
aparecem em uma porcentagem bem mais baixa em ambientes com alto impacto antropico
em relacdo aos ambientes onde a acdo do homem ndo causou ou causou minimo impacto.
Como a porcentagem de bactérias pertencentes ao filo Acidobacteria no ambiente controle
prevaleceu sobre sua porcentagem nos dois outros ambientes amostrados, este filo poderia
ser um bioindicador para ambientes sem impacto antrépico.

Familias, como Micrococcaceae e Anaerolinaeceae, estdo presentes em maior
frequéncia em ambientes de alto impacto antrdpico e a familia Bacillales em ambientes de
baixo impacto antropico. Ja no ambiente controle, as familias Pseudomonadaceae e
Acidobacteriales surgem em uma frequéncia bem maior que nos demais ambientes.
Familias como Burkholderiaceae e Xanthobacteriace parecem ndo ter predilecdo por
nenhum dos ambientes amostrados, estando presente em todos eles, refletindo sua ampla
capacidade adaptativa. Alguns grupos sdo abundantes em certos pontos amostrais, néo
aparecendo em outros, sugerindo que, naquele ponto, possa estar ocorrendo uma pressao
seletiva que os favorece em relacdo aos demais, descartando-0s como possiveis
bioindicadores.

Na anélise de composicéo de género (figura 1), observou-se que em cada ambiente
amostrado, haviam bons candidatos a organismos bioindicadores de qualidade ambiental.
No ambiente controle, por exemplo, foi identificado cinco géneros bacterianos dominantes

(Paraburkholderia, Streptococcus, Acidothermus, Reseiarcus e Pseudomonas), enquanto
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quatro géneros (Anaeromyxobacter, Crenothrix, Rombustia e Clostridium) estavam
praticamente ausentes nas amostras de sedimentos deste ambiente. Também se observou os
dez géneros dominantes (Parabuburkholderia, Streptococcus, Acidothermos, Roseiarcus,
Pseudomonas, Bacilus, Bradyrhizobium, Clostridium sensu stricto 1, Clostridium sensu
stricto 12 e Massilia) que eram mais abundantes nas amostras de ambiente com leve
impacto ambiental e outros 11 géneros dominantes (Curvibacter, Lysobacter, Spirochaeta,
Sphingomonas, Clostridium sensu stricto 9, Clostridium sensu stricto 5, Romboutsia,
Clostridium sencsu stricto 13, Clostridium sensu stricto 1, Clostridium sensu stricto 12 e
Massilia) cuja distribuicdo foi associada as amostras de ambientes de alto impacto
ambiental.
Figura 1 - Andlise de mapa de calor de géneros dominantes encontrados em amostras de sedimentos.

Em sintese, foram observadas diferencas significantes nas comunidades das trés

areas amostradas, cujo potencial de bioindicacdo de varios grupos bacterianos foram
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encontrados, tanto em relacdo ao filo, quanto a familia e ao género.

CONCLUSC)ES

Os resultados apresentados nesse estudo sdo importantes para a compreensédo da
ecologia e funcionalidade das comunidades microbianas nos ambientes amostrados, assim
como sdo importantes para determinar quais microrganismos ou grupos de microrganismos
podem ser utilizados como bioindicadores de qualidade de dgua da nascente e cabeceira do

rio S&o Francisco e podem ser aplicadas em programas de monitoramento, uma vez que a
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variagdo da estrutura da comunidade microbiana e a frequéncia de alguns microrganismos
bioindicadores presentes em amostras do sedimento do leito do rio podem ser utilizadas
como ferramentas de monitoramento da qualidade de ecossistemas aquaticos com melhor

eficiéncia do que os parametros classicos.
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