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RESUMO

Comunidades microbianas e genes funcionais associados com a ciclagem de arsénio em

lagoas salino-alcalinas

O arsénio (As) ¢ um dos principais contaminantes de agua potavel, sendo
um problema devido sua toxicidade e potencial carcinogénico mesmo em baixas
concentragdes. No Pantanal brasileiro, cerca de 600 lagoas salino-alcalinas
apresentam altas concentracdes deste elemento. Apesar das condi¢des extremas, as
lagoas sdo habitadas por comunidades microbianas capazes de tolerar ou
metabolizar As, desempenhando um papel essencial no ciclo biogeoquimico de As,
influenciando sua biodisponibilidade e especiagdo. Estudos de comunidade
microbiana associada com a biotransformagao do As nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal sdo inexistentes. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
diversidade bacteriana associada a ciclagem do As, por meio da anélise de dados
metagenomicos de quatro diferentes lagoas salino-alcalinas, em periodos de seca e
cheia, com presenca ou auséncia de floracao de cianobactérias. Além disso, foram
determinadas as concentracdes de As em amostras de dagua, sedimento e
fitoplancton, cujos resultados serviram de base para testes de resisténcia de isolados
de cianobactérias a diferentes concentragdes de arsenato de sodio. As analises
quimicas mostraram que todas as lagoas no periodo de seca apresentaram elevadas
concentracdes de As total na agua, as quais variaram de 53,17 a 1721,68 ug L', e
no periodo de cheia foram menores, entre 9,24 e 102,86 ug L. Por outro lado, as
concentragdes de As total nos sedimentos ndo apresentaram grandes variagdes
entre os periodos de seca e cheia, variarando entre 3,3 a 20,1 mg kg'. As
concentragdes de As total no fitoplancton no periodo de seca e cheia variaram entre
22,7 e 39,9 mg kg' e 3,67 e 12,2 mg kg, respectivamente. As analises
metagendmicas das amostras de dgua das lagoas recuperaram genes relacionados a
redugdo do arsenato (arsC), transporte de arsenito (arsA, arsB e acr3) e oxidagdo
do arsenito (aioA e arxA). Lagoas com floracdes de cianobactérias apresentaram
menor diversidade microbiana ligadas aos processos de reducdo e transporte de
arsenito, sendo essas fun¢des predominantes em membros das familias
cianobacterianas Aphanizomenonaceae e Microcoleaceae. As principais familias
bacterianas associadas com o processo de oxidacdo aerdbica do As (III) nas lagoas
foram Alcaligenaceae, Comamonadaceae, Rhodobacteraceae, Rhodocyclaceae e
Vibrionaceae. Enquanto no processo de oxidagdo anaerobica do As (III), as familias
dominantes foram Comamonadaceae, Ectothiorhodospiraceae e Rhodobacteraceae.
O gene arsM e/ou operon ars envolvidos na resisténcia e detoxificagdo do As foram
anotados nos genomas das linhagens cianobacterianas Geminocystis sp. CENA649,
Anabaenopsis sp. CENA651 e Limnospira sp. CENA650, sendo as duas ultimas as
produtoras de floragdes no Pantanal. Essas duas linhagens formadoras de floragdes
cresceram em meio de cultivo com concentragio de 4000 mg L' de arsenato de
sodio mostrando-se resistentes ao As (V). Esse estudo contribui para o
conhecimento da estrutura e a capacidade funcional das comunidades microbianas
associadas com a ciclagem de As em lagoas salino-alcalinas, assim como do
potencial das linhagens CENA650 e CENA651 na biotransformagao do As.



Palavras-chave: Sequenciamento metagendmico, Perfil funcional, Cianobactérias,
Toxicidade



ABSTRACT

Microbial communities and functional genes associated with arsenic cycling in

saline-alkaline lakes

Arsenic (As) is one of the main contaminants in drinking water, being a
problem due to its toxicity and carcinogenic potential even at low concentrations.
In the Brazilian Pantanal, around 600 saline-alkaline lakes have high concentrations
of this element. Despite the extreme conditions, the lakes are inhabited by microbial
communities capable of tolerating or metabolizing As, playing an essential role in
the As biogeochemical cycle, influencing its bioavailability and speciation. Studies
of microbial community associated with the As biotransformation in the Pantanal
saline-alkaline lakes are inexistent. Thus, the objective of this work was to evaluate
the bacterial diversity associated with As cycling through the analysis of
metagenomic data from four different saline-alkaline lakes, in the dry and wet
periods, with the presence or absence of cyanobacterial blooms. In addition, As
concentrations were determined in water samples, sediment and phytoplankton,
whose results served as the basis for resistance tests of cyanobacteria isolates to
different concentrations of sodium arsenate. Chemical analyses showed that the
lakes in the dry period had high total As concentrations in the water, which ranged
from 53.17 to 1721.68 pg L', and during the wet period they were lower, between
9.24 and 102.86 ug L!. In contrast, the total As concentrations in the sediments did
not show great variations between the dry and wet periods, varying between 3.3 to
20.1 mg kg'!'. Total As concentrations in the phytoplankton in the dry and wet
periods varied between 22.7 and 39.9 mg kg' and 3.67 and 12.2 mg kg,
respectively. Metagenomic analyses of the lakes water samples recovered genes
related to arsenate reduction (arsC), arsenite transport (arsA, arsB and acr3) and
arsenite oxidation (aioA and arxA). Lakes with cyanobacterial blooms showed low
microbial diversity linked to arsenite reduction and transport processes, being these
functions predominant in members of the cyanobacterial families
Aphanizomenonaceae and Microcoleaceae. The main bacterial families associated
with the As (IIT) aerobic oxidation process were Alcaligenaceae, Comamonadaceae,
Rhodobacteraceae, Rhodocyclaceae and Vibrionaceae. While in the As (III)
anaerobic oxidation process, the dominant families were Comamonadaceae,
Ectothiorhodospiraceae and Rhodobacteraceae. The arsM gene and/or operon ars
involved in the As resistance and detoxification were annotated in the genomes of
cyanobacterial strains Geminocystis sp. CENA649, Anabaenopsis sp. CENA651
and Limnospira sp. CENA650, the last two being the producer of blooms in the
Pantanal. These two bloom-forming strains grew in culture medium with
concentration of 4000 mg L' of sodium arsenate, showing resistance to As (V).
This study contributes to the knowledge of the structure and functional capacity of
the microbial communities associated with As cycling in saline-alkaline lakes, as
well as the potential of the strains CENA650 and CENA651 in the As
biotransformation.

Keywords: Metagenomic sequencing, Functional profile, Cyanobacteria, Toxicity
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1. INTRODUCAO

O Pantanal ¢ conhecido por ser a maior planicie alagavel do Planeta com uma érea de
150.000 km?. A Nhecolandia é uma das maiores sub-regides do Pantanal Matogrossense
(26.921 km?) caracterizada pela presenga de um grande sistema lacustre formado por lagoas de
agua doce (baias) e lagoas salino-alcalinas, na qual baias periodicamente se conectam e as
salinas mantém-se isoladas fisicamente das areas de inundacao (Abdon et al., 1998; Almeida et
al., 2011; Freitas et al., 2019). Apesar de coexistirem muito proximas umas as outras, todas
possuem suas proprias variabilidades quimicas, fisicas, biologicas (Oliveira et al., 2011) e
apresentam coloragdes diversificadas (cristalinas, verdes e pretas).

As lagoas salino-alcalinas do Pantanal possuem aguas com perfil quimico rico em
carbonato de sédio, pH elevado (9 - 12), baixo teor de calcio e magnésio e elevada
condutividade elétrica (Barbiéro et al., 2002; Furquim et al., 2008). Além do Na,COs, o
metaloide arsénio (As) também esta presente em concentracdes elevadas. Nestes ambientes, a
dindmica hidroquimica ¢ controlada principalmente por processos de evaporagdo e
precipitacdo, mas também pelo sistemas de solos, alternando em um ambiente com épocas de
alta concentracao de arsénio na adgua (periodo de seca) até épocas com elevada dilui¢do desse
elemento (periodo de cheia) (Barbiéro et al., 2007; Ricther et al., 2019).

O As ¢ um dos principais contaminantes de agua potavel, tornando-se um problema
por ser um elemento toxico e carcinogénico mesmo em baixas concentragdes (Fekih et al., 2018;
Zhu et al., 2014). No ambiente ¢ encontrado em diferentes estados oxidativos: arsenato (As V),
arsenito (As III), arsénio elementar (As’) e arsenieto (As-III), e devido a variagio em seus
estados ¢ considerado um elemento bastante movel no meio ambiente (Tsai et al., 2009; Zhang
et al., 2017).

Devido as caracteristicas extremas das lagoas salino-alcalinas, essas possuem
limitagdes em sua biodiversidade, comportando principalmente micro-algas e micro-
organismos, como as cianobactérias, capazes de tolerar o ambiente estressante (Malone, 2012).
Dentre as cianobactérias, os géneros dominantes encontrados nessas lagoas sdo Anabaenopsis
e Limnospira (previamente classificada como Arthrospira), sendo ambas formadoras de
floragdes e responsaveis por importantes papéis biogeoquimicos (Andreote et al., 2018).

Diversos micro-organismos sdo capazes de tolerar e/ou metabolizar o arsénio,
exercendo um papel essencial em seu ciclo biogeoquimico, influenciando na sua
biodisponibilidade e na sua especiagao (transformac¢dao de uma forma inorganica em outra)

(Fekih et al., 2018; Jiang et al., 2019; Leon et al., 2018; Li¢vremont et al., 2009; Paez-Espino
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et al., 2009; Zhang et al., 2017). Porém, informagdes sobre o papel dos micro-organismos na
especiacdo do As em lagoas salino-alcalinas foram relatados em poucas regides do mundo:
Mono Lake, Califérnia, USA; Altai, Rassia e Khovsgol, Mongo6lia (Edwardson et al., 2017;
Hamamura et al., 2012; Hoeft et al., 2004, 2007; Hollibaugh et al., 2006; Oremland, 2004;
2017; Sorokin et al., 2012).

Apenas um trabalho (Andreote et al., 2018) realizado em duas lagoas salino-alcalinas
do Pantanal investigou o potencial genético da resisténcia ao As. Nessas salinas foram
encontrados genes relacionados a extrusao celular do As (arsA, arsB e acr3), a resisténcia (arsD
e arsH) e enzimas responsaveis pela codificagdo da arsenato redutase (arsC). Especificamente
para Salina Verde, o principal filo afiliado ao mecanismo de resisténcia ao As foi
Cyanobacteria, representado pelo género Anabaenopsis (50%). Por outro lado, na Salina Preta
as ordens Burkholderiales, Planctomycetales, Pseudomonadales ¢ Actinomycetales foram as
principais afiliadas ao As.

Desta forma, o presente estudo teve como objetivo descrever a estrutura, a composi¢ao
e a distribuicdo dos diferentes grupos bacterianos envolvidos no metabolismo do arsénio em
quatro lagoas salino-alcalinas do Pantanal durante a alta e a baixa taxa de evaporagao das
lagoas. Além disso, buscou-se fornecer informacdes relacionadas a tolerancia das
cianobactérias Anabaenopsis sp. € Limnospira sp. ao As (V) e identificar nos genomas dessas

linhagens os genes responsaveis pela biotransformagao do arsénio.



17

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. O Pantanal e a Regido da Nhecolandia

O Pantanal pertence a categoria de zonas imidas temporarias sujeitas a um pulso (isto
¢, a periodicidade) de inundacdo monomodal previsivel (Junk et al., 1989). Localiza-se no
centro do continente Sul Americano, ¢ uma planicie sedimentar continua, formado hé milhares
de anos com o soerguimento da Cordilheira dos Andes, reconhecida nacional e
internacionalmente como uma das areas umidas de maior importancia do planeta (Alho;
Gongalves, 2005).

Compreende 150.500 km?, onde 90% da sua dimensdo é localizada no Brasil e 10%
em areas da Bolivia e Paraguai (Assine et al., 2015). Trata-se de uma area com altitudes entre
100 e 200 m e declividades extremamente baixas (0,03 a 0,5 m/km), o que condiciona um lento
escoamento das dguas na época de cheia (Garcia, 1991).

O clima da regido ¢ classificado como tropical umido, com verdo chuvoso e inverno
seco, conferindo a regido uma peculiaridade que a divide em periodos de cheia, seca e vazante,
o qual corresponde na classificacdo de Koppen ao tipo Aw (Freitas et al., 2014; Garcia, 1984).
Esse ecossistema possui estagdes contrastantes ao longo do ano, cuja média de precipitagdo
pluviométrica anual oscila entre 1000 e 1400 mm, com cerca de 80% das chuvas concentradas
no verdo, principalmente em dezembro e janeiro. A temperatura média anual do ar ¢ cerca de
25°C, oscilam de 21°C a 32°C durante invernos secos e verdes chuvosos, respectivamente
(Ricther et al., 2019).

A flutuacdo no nivel da dgua entre os periodos de seca e cheia provoca alteracdes
marcantes na estrutura e funcionamento dos ecossistemas no Pantanal. No periodo de inundagao
ocorrem trocas de nutrientes entre os ecossistemas terrestres e aquaticos e, com o periodo de
escoamento da agua, parte do estoque i0nico gerado por esta relacdo permanece no sistema
aquatico, aumentando sua produtividade. Tal estabilidade do pulso de inundagdo ¢ uma das
caracteristicas primordiais em areas periodicamente alagaveis, favorecendo toda a estruturagao
e interacdo da biota (Junk et al., 1989).

O bioma do Pantanal ¢ delimitado em funcao dos aspectos relacionados a inundagao,
relevo, solo e vegetagdo, 11 sub-regides foram definidas: Céceres, Poconé, Barao de Melgaco,
Paiagués, Nhecolandia, Aquidauana, Miranda, Abobral, Paraguai, Nabileque e Porto Murtinho
(Silva; Abdon, 1998).
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A sub-regido da Nhecoldndia tem uma area de aproximadamente 26.921 km?
correspondente a 19,48% da 4rea total do Pantanal localizada entre os rios Taquari e Negro,
caracterizada pela presenga de um grande sistema lacustre formado por lagoas de dgua doce
(baias) e lagoas salino-alcalinas (salinas). As baias periodicamente se conectam, porém as
salinas mantém-se isoladas fisicamente das areas de inundacao (Almeida et al., 2011; Freitas et
al., 2019). A regido abriga cerca de 600 lagoas salinas, caracterizadas por apresentarem alta
concentracao de sal e elevados valores de pH (>9,0) (Almeida et al., 2011), semelhante as
condi¢des encontradas em lagoas salino-alcalinas na Africa e Asia (Burganskaya et al., 2018;
Sorokin et al., 2014).

As lagoas salino-alcalinas do Pantanal sdo rasas, com dimensodes de 0,5 a 1 km de
diametro e profundidade de 2 a 5 metros, localizadas sempre em nivel topografico mais baixo
que o seu entorno e isoladas em relacdo a entrada de agua superficial. Esse isolamento ocorre
devido as éreas de vegetacdo conhecidas como cordilheiras circundarem as lagoas e
funcionarem como barreira natural (Freitas et al., 2019; Mariot et al., 2007). O grau de
concentracao de cada lagoa depende de seu regime hidrico, que ¢ comandado por flutuagdes
anuais da altura d’agua de inundac¢do, mas, sobretudo, pelo sistema de solos (Furian et al., 2013;
Martins, 2012; Parizotto, 2012) e a composicao alcalina das lagoas ¢ influenciada por processos
de evaporagdo que ocasiona aumento na concentracdo de alguns elementos e precipitagdo de
alguns sais (Barbiéro et al., 2002; Barbiéro et al., 2007; Mariot et al., 2007). O arsénio ¢ um dos
elementos presente nas lagoas salino-alcalinas que tem o seu teor aumentado pelo processo de

evaporacao (Barbiéro et al., 2007; Ricther et al., 2019).

2.2. Arsénio

O arsénio (As) ¢ um semimetal (metaloide) que causa sérios problemas de saude por
ser toxico e carcinogénico (Zhu et al., 2014). Ocorre naturalmente em ambientes aquaticos e
terrestres (Lievremont et al., 2009) e encontra-se presente em mais de 200 diferentes formas
minerais, sendo os mais comuns arsenatos (60%), sulfetos e sulfossais (20%) ¢ os 20% restantes
incluem arsenitos, 0xidos, silicatos e arsénio elementar (Mandal; Suzuki, 2002). Este pode
apresentar quatro estados de oxidagao (-3, 0, +3 e +5), e esta presente nas formas organicas e
inorganicas. As formas organicas do As podem ser encontradas nas aguas, solos, alimentos,
plantas (arsenoaglicares) e animais marinhos (arsenobetaina). Sendo, as espécies metiladas
volateis: monometilarsenato (MMASsV), dimetilarsenato (DMAsV) e oxido de trimetilarsina

(TMAsO) (Kirby et al., 2005; Mabher et al., 2009; Sharma; Sohn, 2009).



19

Na biosfera, o arsenato (As V) e o arsenito (As III) sdo as espécies inorganicas mais
abundantes. Em condigdes aerdbicas (oxidantes), o As (V) predomina e ¢ o mais estavel,
enquanto em condigdes de anaerobiose, ocorre uma especiacao do As para a forma trivalente
(arsenito), que € mais toxica e inerentemente mais labil (Malik et al., 2009). As formas
inorganicas sdo consideradas as mais toxicas e também sdo as mais frequentes em suprimentos
de 4gua (Wang; Zhao, 2009).

O desgaste de rochas ¢ responsavel pela liberacao do arsénio na biosfera e hidrosfera e
sua presenca na atmosfera ¢ em decorréncia de processos de erosdo pelo vento, emissdes
vulcanicas e processos de volatilizagdo. Por outro lado, algumas atividades antropogénicas
podem aumentar a concentragdo de As no ambiente, como o uso de conservante de madeira
arseniato de cobre e cromo (CCA), mineragdo, combustao de carvao, herbicidas, industria
farmacéutica, industrias de semicondutores, entre outras fontes industriais (Zhu et al., 2014).

Em decorréncia da toxicidade do As, as diretrizes definiram o limite de 10 ug L' para
agua potavel (Brasil, 2011; EPA, 1991; WHO, 2008) e para a prote¢do da vida aquatica em
aguas doces (CCME, 2001; CONAMA, 2011; EPA, 1991).

Concentragdes de arsénio muito acima (1050 pg L) do limite foram relatadas em
4guas subterraneas, principalmente no sul e sudeste da Asia, tornando-se um problema ao
colocar em risco a saude de milhdes de pessoas (Fendorf et al., 2010; Flanagan et al., 2012;
Rodriguez-Lado et al., 2013).

Altos niveis de As também foram relatados em aguas superficiais e subterraneas de
alguns paises da América Latina, como Argentina (Bundschuh et al., 2004; Nicolli et al., 2012),
Chile (Arriaza et al., 2010), México (Armienta; Segovia, 2008; Castro de Esparza, 2010),
Nicardgua (Mcclintock et al., 2012) e Uruguai (Guérequiz et al., 2009).

Em estudo realizado por Ricther et al. (2019), foram mensurados o contetido de As
dissolvido em aguas superficiais, lencol freatico, solos e sedimentos de dez lagoas salino-
alcalinas, localizadas na Nhecolandia. Os autores relataram que algumas lagoas apresentaram
concentracdes naturais de As acima de 3 mg L!. Apesar da elevada concentracdo de As, essa
ndo ¢ uma contaminagdo antropogénica. Visto que, os mesmos autores mostraram auséncia de
contaminag¢io (< 2 ug L' de As) nos rios que abastecem a planicie pantaneira, indicando que
essa concentragdo de As ¢ uma condig@o natural dessas lagoas salino-alcalinas.

Apesar de toxico, o arsénio ¢ utilizado por alguns micro-organismos como, aceptor de
elétrons na cadeia respiratoria anaerdbica, doador de elétrons para crescer
quimiolitotroficamente e até€ para fotossintese anoxigénica por algumas bactérias fotossintéticas

e cianobactérias (Kulp et al., 2008; Oremland et al., 2005). Foi postulado que durante o inicio
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da vida na Terra, antes do aparecimento do oxigénio molecular, os compostos de arsénio
desempenharam um papel importante servindo como aceptor e doador de elétrons (Huertas et

al., 2014).

2.3. Mecanismos de biotransformacao do arsénio por bactérias

O arsénio nao ¢ um elemento essencial para a vida, deste modo, nenhum organismo
conhecido possui sistemas de captacdo especificos para o elemento. Todas as vias de captacao
de As sdo oriundas de transportadores cujas fungdes fisiologicas incluem, transporte de
nutrientes e minerais. O arsenito (As III) e arsenato (As V) atuam como analogos de glicerol e
fosfato, entram nas células microbianas através de transportadores de glicerol (GIpF) e
transportadores de fosfato (Pit/Pst) (Garbinski et al., 2019).

O mecanismo de toxicidade reside no fato do arsenato substituir o fosfato em reagdes
bioquimicas essenciais, como a fosforilagdo oxidativa e a glicolise, resultando em compostos
arsenos extremamente labeis e que hidrolisam espontaneamente a taxas de milissegundos,
tornando-os incapazes de serem utilizados pelos organismos (Tawfik et al., 2011). Por outro
lado, o arsenito exerce sua toxicidade por ligacdes a grupos sulfidrila comprometendo as
fungdes de muitas proteinas (Miyashita et al., 2016).

Os micro-organismos foram expostos ao arsénio desde a origem da vida e,
consequentemente, desenvolveram genes de resisténcia ao arsénio (Garbinski et al., 2019).
Aceita-se que praticamente todos os organismos, de bactérias a humanos, possuem mecanismos
de detoxificagdo do arsénio, principalmente envolvendo sistemas de transportes capazes de
eliminar o arsenito (As III) das células (Rosen; Liu, 2009).

Procariotos resistentes e metabolizadores de As tem sido isolados de diversos
ambientes, incluindo os extremos, como lagoas salino-alcalinas, fontes termais, drenagem acida
de minas, e esses micro-organismos desenvolveram diferentes estratégias para contrapor a
toxicidade do As como, precipitacdo extracelular, quelagdo, compartimentalizagdo, exclusao ou
transformac¢do bioquimica (redox ou metilagdo), e possuem diferentes niveis de tolerancia ao
As (Andres; Bertin, 2016; Li et al., 2016; Slyemi; Bonnefoy 2012; Yang; Rosen et al., 2016).

As formas de As mais importantes biologicamente sdo As(V) e As(Ill) e a proporcao
relativa dos dois estados de oxidacdo depende de varios fatores como processos bioldgicos e
condigdes fisico-quimicas, principalmente do pH e potencial redox (Liao et al., 2011; Sharma;

Sohn, 2009).
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O mecanismo de resisténcia bacteriana pode ocorrer através da detoxificagdo da célula
bacteriana pela oxidagdo do As (III) e por processo de metilagdo que transforma espécies

inorganicas em organicas (metiladas), sendo essas menos toxicas (Slyemi; Bonnefoy 2012).

2.3.1 Sistema de oxidacao do arsénio (aio/arx)

2.3.1.1 Sistema Aio

O operon aioAB ¢ amplamente distribuido em bactérias. Foi identificado pela primeira
vez em Alcaligenes faecalis a enzima arsenito oxidase (Aio) que catalisa a oxidac¢do do arsenito
(As III) para arsenato (As V) (Ellis et al., 2001). Essa enzima ¢ codificada pelos genes aioA e
aioB para duas subunidades: AioA (AoxB) e AioB (AoxA) (Slyemi; Bonnefoy, 2012; Stolz et
al., 2006). Estudos revelaram que varias proteinas podem estar envolvidas na regulagdao da
oxidacdo do arsenito (Kang et al. 2012; Kashyap et al. 2006; Koechler et al. 2010; Liu et al.
2012). Verificou-se que um sistema regulador transcricional de dois componentes, incluindo
AioS (sensor histidina quinase) e AioR (um regulador transcricional), s3o essenciais para a
oxidagdo do arsenito nas bactérias Agrobacterium tumefaciens (Kashyap et al. 2006) e
Herminiimonas arsenicoxydans (Koechler et al. 2010).

Esse processo de oxidagdo microbiana ¢ considerado um dos principais mecanismos
de detoxificagdo por transformar o arsenito (forma mais toxica) em arsenato (forma menos
toxica). Em areas alagaveis, naturais e construidas, foram detectadas a presenga desses genes
em varios grupos de bactérias como, Phyllobacteriaceae, Bradyrhizobiaceae,
Methylobacteriaceae, Rhizobiales, Burkholderiales, Comamonadaceae, Agrobacterium,

Pseudomonas e Variovorax (Jia et al., 2014; Macur et al., 2004; Zhang et al., 2015).

2.3.1.2 Sistema Arx

Um novo tipo de arsenito oxidase (ArxA) foi identificado na bactéria haloalcalifilica
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1. A bactéria quimiolitoautotréfica 4. ehrlichii MLHE-1,
isolada do lago salino-alcalino Mono Lake (USA) realiza a oxidagdo do As (III) juntamente
com a reducdo do nitrato (Zargar et al., 2010). A energia produzida durante o processo €
utilizada para fixar CO., fornecendo carbono necessario para o crescimento. Desse modo, em
populagdes onde bactérias heterotroficas e quimioautotroficas estdo presentes, as primeiras
conseguem sobreviver utilizando substancias organicas produzidas pelas bactérias

quimioautotréficas (Hamamura et al., 2009; Lievremont et al., 2009).
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A caracterizagdo da proteina ArxA revelou que, embora funcione como arsenito
oxidase in vivo, possui atividade bifuncional para redu¢do do arsenato e oxidagdo de arsenito
in vitro e, além disso, apresenta relacao evolutiva com ArrA, e ndo com AioA (Zargar et al.,
2012).

Em estudo realizado por Hoeft et al. (2017) observou-se que trés estirpes de
Ectothiorhodospira sp. utilizaram o As (III) como aceptor de elétrons para fotossintese

anoxigénica, e continham homologos do gene arxA.

2.3.2 Sistema de reducio do arsénio (Arr/Ars)

2.3.2.1 Sistema Arr

Nesse processo ocorre a redugdo dissimilatoria do As (V) a As (III) mediado pela
enzima arsenato redutase dissimilatoria (ArrAB), que consiste em duas subunidades: maior,
ArrA (100 kDa), e menor, ArrB (30 kDa) (Slyemi; Bonnefoy, 2012). Esse processo ¢ acoplado
com a oxidagdo de substratos organicos (acetato, lactato, piruvato, malato, glicerol, butirato e
etanol) e inorganicos (sulfetos e hidrogénio) e ocorre a geragdo de energia (Hoeft et al., 2004;
Malasarn et al., 2004; Van Lis et al., 2013).

Virios organismos de diferentes filos bacterianos podem usar o arsenato como aceptor
final de elétrons para o crescimento em condi¢des anaerdbicas. Em areas alagadas de diferentes
locais foram detectadas sequéncias génicas relacionadas ao gene arrA4 (Cai et al., 2013; Jia et
al., 2014; Song et al., 2009; Zhang et al., 2015). Nessas areas, o processo de reducao
dissimilatoria do As (V) por bactérias ¢ comum em decorréncia das condi¢cdes andxicas
encontradas. Alguns autores relataram que frequentemente encontram-se bactérias dos géneros
Geobacter (Héry et al., 2010; Islam et al., 2004; Zhang et al., 2015) e Shewanella nesses locais
(Oremland; Stolz, 2005; Tufano et al., 2008).

2.3.2.2 Sistema Ars

O sistema de resisténcia ao arsénio (ars) ¢ a via de detoxificagdo mais estudada e
frequente entre os micro-organismos aerdbicos e anaerdbicos. O operon ars pode ser
encontrado em cromossomos e/ou plasmideos de bactérias gram positivas e gram negativas
(Yan et al., 2019). Diversas organizagdes do operon ars foram descobertas em diferentes
bactérias, os mais comuns sdo os constituidos por trés genes (arsR, arsB e arsC) e cinco genes

(arsR, arsD, arsA, arsB e arsC) (Lievremont et al., 2009; Yan et al., 2019).
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O mecanismo bésico de detoxificacdo do As (III) € a extrusdo por uma bomba de
efluxo formado por um complexo protéico ligado a membrana acionado por ATP para a
extrusao do arsenito. Esse complexo protéico ¢ composto pela proteina ArsB (codificada pelo
gene arsB) e pela proteina ArsA (codificada pelo gene arsA). Cabe ressaltar que a presenca da
proteina ArsA foi descrita apenas em algums organismos (Tisa; Rosen 1990).

A proteina ArsR, codificada pelo gene arsR funciona como repressor do operon ars,
onde se liga na regido do promotor, impedindo a transcricdo dos genes a jusante. Ao detectar o
As (IIT) no ambiente sofre alteracao conformacional e se libera da regido do promotor do
operon, permitindo a transcri¢do dos genes estruturais arsDABC (Xu et al., 1998).

O gene arsB presente apenas em procariotos foi o primeiro sistema de efluxo de As
(I1T) identificado, seguido pelo gene acr3 encontrado em bactérias, arquéias, fungos e algumas
plantas. Apesar de ambos terem papéis bioldgicos semelhantes, eles evoluiram de forma
independente, com a similiridade entre as sequéncias em torno de 20 a 40% (Fekih, et al 2018).

A enzima arsenato redutase, codificada pelo gene arsC, realiza a redugdo
citoplasmatica do As (V) a As (III) e o subsequente efluxo do As (III) pela bomba ArsB ou
ArsAB (Lievremont et al., 2009).

A proteina ArsD foi descoberta como um repressor transcrional responsivo a As (III)
fraco, que ndo mostra semelhanca de sequéncia com ArsR, mas se liga ao mesmo sitio que ArsR
na regido promotora do operon ars, porém com menor afinidade. Os genes arsD e arsR sdo
considerados responsaveis pelos niveis basais € méaximo de transcricdo do operon ars,
respectivamente (Xu et al., 1998).

O efeito da expressdo do operon ars ¢ cumulativo, algumas espécies de micro-
organismos tem multiplos operons ars e genes arsC em tandem, o que lhes confere maior
resisténcia ao metaldide (Stolz et al., 2006). A organizagao dos genes no operon ars também
difere entre os organismos, o que culmina na alteracdo da quantidade relativa das proteinas

expressas e no perfil de resisténcia (Azevedo et al., 2008).

2.3.3 Sistema de metilacao (ArsM)

Além do efluxo de As (III) pela bomba ArsB, outro caminho para detoxificacdo ¢ o
processo de metilagao do As (III) catalisado pela enzima S-adenosilmetionina metiltransferase,
que ¢ codificada pelo gene arsM, que gera metilarsenito (MAs (III)), dimetilarsenito (DMAs
(IMI)) e trimetilarsenito (TMAs (III)) durante o processo (Fekih, et al 2018). Apesar de

metilarsenitos serem mais toxicos que As (III), eles ndo se acumulam nas células e sdo liberados
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para atmosfera rapidamente por serem volateis (Yan et al., 2019). Diversos micro-organismos,
como Firmicutes, Actinobacteria, Proteobacteria, Gemmatimonadales e¢ Cianobactérias tém
mostrado a capacidade de metilar o As originando monometil, dimetil e trimetil (Oremland;
Stolz, 2003; Yin et al., 2011; Zhang et al., 2015). O processo contrario também ocorre
permitindo liberacdo de energia para os micro-organismos, resultando na desmetilagdo de
compostos organicos metilados de arsénio e liberando As inorganico (AsV ou AsIII) (Slyemi,
Bonnefoy, 2012). Abaixo segue um esquema representativo dos processos microbianos

envolvidos nas transformagdes do arsénio para melhor compreensao (Figura 1).
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Figura 1. Representacao esquematica dos diversos processos microbianos envolvidos nas
transformagdes do arsénio. (1) Entrada do arsénio na célula; (2) redugdo do arsenato e expulsao
do arsenito; (3) complexagdo do arsenito; (4) oxidagdo do arsenito; (5) redugdo dissimilatoria;
(6) metilacdo. MMA: metilarsina; DMAA: acido dimetilarsinico; DMA: dimetilarsina; TMAO:
oxido de trimetilarsina; TMA: trimetilarsina (Adaptado de Paez-Espino et al., 2009).

2.4. Diversidade microbiana em ambientes extremos

Ambientes extremos sdo aqueles que possuem caracteristicas que permitem a vida e
sobrevivéncia de apenas um grupo restrito de espécies, condigdes extremas tais como
temperatura, salinidade, pressdao e atividade de agua podem interromper as interagdes
fundamentais que mantém as biomoléculas funcionais, afetando a integridade celular. Contudo,
para cada condi¢ao ambiental extrema, diversos micro-organismos podem tolerar tais condigdes

ou exigi-las para sua sobrevivéncia (Rampelotto, 2010).
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As lagoas salino-alcalinas do Pantanal sdo um exemplo tipico de ambientes extremos,
por apresentarem elevados valores de pH (>9) e alta concentracdo de sal, selecionando
organismos adaptados a sobreviver nesse meio (Almeida et al., 2011). Nesses ambientes, ¢
corriqueiro o crescimento de cianobactérias, por apresentarem uma ampla tolerancia ecologica
que contribui para o seu sucesso competitivo (Almeida et al., 2011; Malone et al., 2012). Alguns
processos como, a capacidade fotossintética, fixagdo de N», regulacdo osmotica e celular
interna; e a flutuabilidade conferem alta adaptabilidade das cianobactérias as condig¢des
extremas (Hamisi et al., 2017; Schagerl; Burian, 2016).

Devido as altas taxas fotossintéticas, em decorréncia da alta densidade populacional
de cianobactérias, as lagoas salino-alcalinas estdo entre os sistemas mais produtivos do mundo
(Sorokin; Berben, 2014). Na regido oeste da Africa, lagoas salino-alcalinas, apresentaram
elevada produtividade primaria e densidade de cianobactérias como Limnospira platensis
(renomeacao da Arthrospira platensis - Nowicka-Krawczyk et al., 2019) e Anabaenopsis sp.
(Seckbach; Oren 2007), que sdo taxons amplamente documentados nas lagoas do Pantanal e
responsaveis pela formagao de floragdes (Malone et al. 2007, 2012; Santos et al. 2004, Santos;
Sant’Anna, 2010). Sendo que, os géneros Limnospira, Anabaenopsis € Cyanospira sao 0s mais
comumente relatados nas floracdes em lagoas salino-alcalinas (Andreote et al., 2018;
Burganskaya et al., 2018; Dadheech et al., 2013; Genuério et al., 2017; Krienitz et al., 2013;
Santos et al., 2018; Sorokin; Berben, 2014).

Apesar de algumas espécies de cianobactérias serem dominantes em lagoas salino-
alcalinas, outros grupos foram relatados. Dentre as cianobactérias ndo heterocitadas, ja foram
identificadas isolados dentro dos géneros Alkalinema, Cyanobacterium, Geminocystis,
Phormidium, Leptolyngbya, Liminothrix, Nodosilinea e Pantanalinema (Andreote et al., 2014;
Burganskaya et al., 2018; Vaz et al., 2015). As cianobactérias unicelulares mais amplamente
citadas pertencem aos géneros Synechoccocus, Synechocystis € Chroococcus (Andreote et al.,
2014; Santos; Sant’ Anna, 2010; Schagerl; Burian, 2016).

Além das cianobactérias, as lagoas reunem comunidades microbianas
consideravelmente diversas. Diferentes filos bacterianos, como Firmicutes, Proteobacteria,
Actinobacteria, Bacteroidetes (Hamamura et al., 2012; Oremland et al., 2017) e arquéias foram
caracterizados (Grant; Sorokin et al., 2011).

Estudos sobre a comunidade microbiana em lagoas salino-alcalinas vem demonstrando
a existéncia de uma grande diversidade metabolica nesse ambiente, sendo encontrados
diferentes taxons desempenhando fun¢des, como por exemplo, oxidantes e redutores de arsénio,

oxidantes de enxofre e redutores de sulfato, nitrificantes, desnitrificantes, metanotroficas,
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metanogénicas, fototroficas, entre outras (Andreote et al., 2018; Antony et al., 2013; Oremland
et al., 2004, 2005).

Apesar das lagoas salino-alcalinas serem distribuidas em diversos locais, como Africa,
Américas do Norte e Central, Asia ¢ Europa esses ambientes ainda sio pouco explorados
(Antony et al., 2013; Casamayor et al., 2013; Kézmierczak et al., 2011; Namsaraev et al., 2015;
Oren, 2002; Stenger-Kovacs et al., 2014).

Os estudos desses nichos sdo de extrema importancia para melhorar a nossa
compreensao da biologia de ambientes extremos, além de fornecer potencial para aplicagdes

biotecnoldgicas.
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3. OBJETIVOS

O objetivo deste trabalho foi avaliar a diversidade bacteriana associada a ciclagem do

arsénio, e detectar os genes responsaveis pela sua transformagao nas lagoas salino-alcalinas do

Pantanal e em genomas cianobacterianos.

Objetivos especificos:

L.

IL.

II1.

IV.

Determinar as concentracdes de As nas amostras de agua, sedimento e fitoplancton das
lagoas salino-alcalinas;

Determinar a composicao taxondmica e funcional dos grupos envolvidos na ciclagem
do As;

Isolar e caracterizar morfologicamente as cianobactérias que formam floragdes nas
lagoas salino-alcalinas do Pantanal;

Anotar os genes funcionais de resisténcia ao arsénio nas linhagens de cianobactérias
isoladas e comparar com isolados de ambientes alcalifilicos;

Analisar a resisténca das cianobactérias isoladas em diferentes concentragdes de

arsenato de sodio.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Area de estudo

O estudo foi conduzido na sub-regido do Pantanal Matogrossense conhecida como
Nhecolandia (Figura 2). Foram avaliadas quatro lagoas salino-alcalinas (04SR, 06SR, 07SR e
08SR) localizadas na Reserva de Sao Roque no municipio de Aquidauana (MS), cujas
coordenadas sdo 19°18'31,739"S e 56°17'26,356"W.

As coletas foram realizadas em duas épocas diferentes, ao final do periodo de seca
(outubro de 2017) e no periodo de cheia (setembro de 2018), pelo grupo do Laboratério de
Biologia Celular e Molecular, do Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de
Sdo Paulo (CENA-USP), durante atividades referentes ao Projeto Tematico ‘“Mudancgas
Climéticas e Impactos Ambientais em Areas Umidas (Wetlands) do Pantanal (Brasil):
Quantificacao, Fatores de Controle e Previsao de Longo Prazo” (FAPESP 16/14227-5).

Além das amostras da dgua, foram coletadas amostras do sedimento e de fitoplancton
para a realizacdo das avalia¢des de arsénio total. As amostras de sedimentos foram coletadas
em triplicatas, na profundidade de 0 a 20 cm, que corresponde a espessura média da camada
superficial do sedimento na qual se acumula a matéria organica. Apos coleta, as amostras foram
imediatamente acondicionadas e mantidas refrigeradas a 4 °C.

Para acessar o fitoplancton presente nas lagoas, amostras de agua foram coletadas com
rede coletora de fitoplancton (malha de 20 pm de porosidade) utilizada para concentrar os
micro-organismos presentes na agua. Cerca de 360 litros de agua foram passados pela rede,
resultando em torno de 200 mL de 4gua concentrada, acondicionadas em frascos de polietileno
de alta densidade, preservadas em nitrogénio liquido e posteriormente liofilizadas. Nao foi
possivel a coleta de fitoplancton na lagoa 07SR, pois essa ndo tinha quantidade suficiente para
concentrar na rede.

As caracteristicas fisicas e quimicas como, por exemplo, pH, condutividade elétrica
(uS-cm™) e temperatura da agua (°C) foram medidas in situ utilizando a sonda multiparametro
YSI-6600 V2 (Yellowspring, OH, EUA) (Tabela 1).

As lagoas selecionadas apresentam caracteristicas bastante distintas entre si. Duas
lagoas amostradas 04SR e 08SR apresentavam floragcdes de cianobactérias, enquanto 06SR e

07SR ndo apresentavam floracdes. As aguas da lagoa 06SR possuem uma coloragdo escura
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devido a alta concentracdo de matéria organica, contrariamente a 07SR, onde as 4guas

cristalinas.
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Figura 2. Distribuicao geografica das quatro lagoas salino-alcalinas amostradas no Pantanal da

Nhecolandia, MS, Brasil.

Tabela 1. Caracteristicas fisico-quimicas das lagoas salino-alcalinas amostradas nos periodos
de seca (outubro de 2017) e cheia (setembro de 2018).

Coordenadas Condutividade Altura da Floracao de
. pH Temperatura ffs . . , .
geograficas elétrica agua cianobactéria
(°C) (mS-cm™) (cm)
04 19°22'52,0"S .
SR 56°19'33.2"W 10,01+0,01 26,43+0,12 16,29+0,56 41 Sim
8106 19°23252"S <
% SR 56°1920.8"W 9,70+0,03 37,66+0,16 17,99+0,06 20 Nao
© 107 19°23'50,3"S ~
_§ SR 56°19'57.2"W 8,55+0,01 27,25+0,01 1,78+0 56 Nao
5| 08 19°22'47,2"S .
&~ ISR 56°18'51.6"W 10,07+0,01 35,05+0,14 39,25+0,19 10 Sim
04 19°22'52,0"S .
£ SR 56°19332"W 10,02+0,06 26,12+1,05 1,730 109,5 Sim
S | 06  19°23252"S
o s ~
2 [SR  56°1920,8"W 9,09+0,01 26,34+0,40 0,68+0 82,25 Nao
S | 07  19°23'50,3"S ~
2 ’ + + +
Z | SR 56°1957.2"W 8,62+0,00 27,11+0,25 0,56+0 109,5 Nao
[0
~ | 08 19°22'47,2"S .
SR 56°1851.6"W 9,42+0,05 25,41+0,17 1,00+0,01 85 Sim

4.2. Analises quimicas das lagoas salino-alcalinas

Para a caracterizagdo quimica das lagoas amostradas, foram obtidas aliquotas de 0,5 L

da dgua utilizando frascos de polietileno. As amostras foram coletadas na coluna d’agua acima

do fundo e tomando o cuidado para ndo haver perturbagao e ressuspensao do sedimento. Estas
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foram mantidas sob refrigeracdo a 4°C para analise da composicdo quimica (macro e
micronutrientes) em laboratério.

As amostras coletadas foram fracionadas em trés subamostras para analise quimica:
nao filtrada (A); filtrada através de membrana 0,45 pm GF/F microfibra de vidro (Whatman -
0,45 pm) (B); e filtrada através de membrana 0,45 pm éster-celulose (MilliporeTM-0,45 pm)
(C). As subamostras A foram usadas para determinar o sélidos totais dissolvidos (STD) e os
solidos suspensos totais (SST) pela metodologia USEPA 1684 (USEPA, 2001). O nitrogénio
total e o fosforo total foram determinados utilizando o método persulfato para determinagao
simultanea, seguindo o método APHA 4500-PJ (APHA, 1999). A alcalinidade foi analisada
pelo método APHA 2320 (APHA, 1999) com titulagdo em solugdo de acido cloridrico 0,1 mol
- L. As subamostras (B) foram aplicadas para concentracio de carbono organico dissolvido
(DOC), carbono inorganico dissolvido (DIC) e nitrogénio total dissolvido (TDN) usando o
equipamento Shimadzu TOC-5000A.

A salinidade da agua foi determinada pela quantidade de solidos totais dissolvidos
(STD) (Williams; Sherwood, 1994). As subamostras (C) foram utilizadas para determinar os
seguintes pardmetros: NHs", NO3", NO’, foram determinados por analise de inje¢do de fluxo
(FIA), de acordo com Ruzicka e Hansen (1975). A concentracdo de ortofosfato (oPO4*) foi
realizada seguindo o método do acido ascorbico (Murphy; Riley, 1962). As concentragdes de
Na®, K ¥, Mg*", Ca*", CI', SO4*, foram analisadas por cromatografia idnica usando o
equipamento Dionex ICS 90. Os elementos tragos como Al, B, Fe, Mn foram determinados por
espectrometria de emissao Optica de plasma acoplada indutivamente (ICP/ OES). A anélise de
clorofila-a foi realizada seguindo o método APHA 10200 H, com filtro de fibra de vidro e

acetona 90%.

4.3. Analise de Arsénio total

A determinacdo da concentracdo total de As (Aswt) nas amostras foi realizada por
espectrometria de fluorescéncia atdmica com geracao de hidreto (HG-AFS) em equipamento
Excalibur Millennium PSA 10.055 (PSAnalytical, UK). As amostras de agua foram
centrifugadas a 10.000 rpm por 30 minutos e o sobrenadante filtrado através de membranas
0,22 pm. Posteriormente adicionou-se 30 mL de HCI concentrado e 2 mL de solucdo de pré-
reducdo (KI 5% e acido ascorbico 10%) para 100 mL de amostra. Foram deixadas por 40
minutos, tempo necessario para reduzir quantitativamente o arsénio (V). Preparou-se uma

solugdo que contém 300 mL de HCI concentrado e 20 mL da solucdo de pré-reducao (KI 5% e
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acido ascorbico 10%) para 1L de branco de reagente, esta solugcdo ¢ usada para subtrair
automaticamente o branco (Chen et al., 2014). Para gera¢ao de hidretos foi usada uma solug¢ao
de 0,7 % de NaBH4 em 0,1 mol/L de NaOH.

As amostras de sedimento foram secas em estufa a 40°C, peneiradas ¢ moidas em
moinho de discos RS200 Retsch durante 30 minutos com uma rotagdo de 1000 rpm,
posteriormente as amostras foram peneiradas em malha de 0,106 mm. Apods esse processo 0,2
gramas de sedimento foram submetidas a decomposicao acida (4 mL de HNOs3; 2 mL de HF; 1
mL de HCI e 0,5 mL de H>O,) com aquecimento em forno de micro-ondas (DGT 100 plus,
Provecto Analitica) por (3 minutos a 250 W, seguido de 5 minutos a 500, 600 e 700 W
respectivamente).

Amostras de fitoplancton liofilizadas (0,05 a 0,15 gramas) foram submetidas a
decomposicao (6 mL de HNO3 e 0,5 mL de H>0O;) com aquecimento no mesmo forno micro-
ondas citado acima por (5 minutos a 400 W, 8 minutos a 700 W e 4 minutos a 320 W). Além
da quantificacdo, os fatores de bioacumulacio (FB) do As no fitoplancton foram calculados
como sendo a razao entre a concentracdo de As total no fitoplancton (ug/kg) e a concentracao
de As total na agua (ug/L).

O conteudo de As total foi determinado utilizando HG-AFS, com as seguintes
condi¢des instrumentais, fluxos 5 mL/min para o NaBHs e 10 mL/min para as solu¢des das
amostras e branco. Os fluxos dos gases sdo, 300 mL/min para o carregador (Ar) e 2,5 mL/min
para o gas de secagem (Ar). Ganho do detector, 10.

A exatidao do método foi avaliada analisando Materiais de Referéncia Certificados de
agua (NIST 1640a), sedimento (BCR 320) e fitoplancton (BCR 414). Todas as andlises
destinadas a quantificacdo do As foram realizadas no laboratério do Grupo de Quimica

Ambiental do Instituto de Quimica/Unicamp.

4.4. Analise da comunidade microbiana das lagoas salino-alcalinas

4.4.1. Extracao do DNA total das amostras ambientais para analise metagenomica

Amostras de dgua foram coletadas em tubos Falcon de 50 mL (em triplicata),
preservadas em nitrogénio liquido e conduzidas até o laboratorio de Biologia Celular e
Molecular, localizado no CENA/USP, em Piracicaba/SP.

As amostras foram liofilizadas ¢ a extragao do DNA total foi realizada utilizando o kit

PowerLyzer® PowerSoil® DNA Isolation (MoBio Laboratories Inc., Carlsbad, CA, USA),
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seguindo as instrugdes do fabricante. O DNA extraido foi quantificado nos espectrofotdmetros
NanoDrop (Thermo Fisher Scientific, MA, EUA) e Qubit (Qubit® 2.0 Fluorometer, Life
Technologies™), e a integridade do DNA foi analisada em gel de agarose 1% (m/v) em tampao
TBE 1x (400 mM Tris, 20 mM 4acido acético glacial, ImM EDTA), com aplicag¢ao de 1uL do
produto do DNA extraido misturado a 2uL de corante gel “loading buffer” para aumentar a
densidade da amostra com corante fluorescente GelRed™. A visualizagdo do gel foi feita em
fotodocumentador “Kodak Gel Logic 212 - Molecular Imaging Software, v. 5,0” (Carestream

Health, Inc., Rochester, NY, EUA).

4.4.2 Sequenciamento metagenomico

O preparo das bibliotecas metagendmicas foi realizado com o kit Nextera XT DNA
Sample Preparation (Illumina, Inc. EUA) seguindo as instrugdes do fabricante. As amostras de
DNA purificadas e fragmentadas foram encaminhadas ao Laboratério de Multiusudrios
Centralizado de Genomica Funcional Aplicada a Agropecudria e Agroenergia (ESALQ/USP)
para o processamento final das amostras e o sequenciamento pela plataforma Illumina HiSeq
2500 (INlumina, Inc., USA) com kit HiSeq Reagent Kit V4 (Illumina, Inc., USA). A qualidade
das leituras obtidas pelo sequenciamento metagendomico foi avaliada pelos graficos de
qualidade gerados pelo programa FastQC 0.10.1
(http://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/). Além disso, foram verificadas
sobreposi¢des nos pares de leituras dos fragmentos e geradas sequéncias consenso pelo
programa PEAR (Pair-End reAd mergeR) (Zhang et al., 2014). Posteriormente, as sequéncias
que apresentaram uma qualidade Phred menor que 20 e tamanhos menores que 50 pb foram
removidas utilizando 0 filtro do programa Seqyclean 1.3.12
(http://cores.ibest.uidaho.edu/software/seqyclean) (Zhbannikov et al., 2017).

Os arquivos gerados ao final dos procedimentos foram submetidos a anotagdo
automatica no servidor MG-RAST (Metagenomes Rapid Annotation using Subsystem

Technology) (Meyer et al., 2008).

4.4.3 Deteccao de genes especificos

Para entender a dindmica da ciclagem de arsénio nessas salinas, foram selecionados
genes de referéncia associados aos processos de transformacdes desse elemento mediados por

micro-organismos. Os genes selecionados foram:
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(7) genes envolvidos na oxidacao do As III: aioA, arxA;

(if) genes envolvidos na reducdo do As V: arrd, arrB, arsC;

(iii) genes relacionados ao transporte de arsénio: arsD, arsA, arsB, acr3;

(iv) genes envolvidos no processo de metilagdo e demetilagao do As III: arsM e arsl.

Sequéncias de referéncia para esses genes foram obtidas no banco de dados curado
FunGene — The Functional Gene Pipeline and Repository (http://fungene.cme.msu.edu/) (Fish
et al.,, 2013), e em sequéncia foram filtradas para no minimo 90% de HMM Coverage,
porcentagem pelo modelo HMM que corresponde a sequéncia da proteina codificada pelo gene.
Cada sequéncia depositada neste banco de dados possui uma identificagdo taxondmica
associada a ela, que permite posteriormente a inferéncia taxondmica associada aos genes.

A deteccao dos genes foi realizada por meio da estratégia de mapeamento utilizando o
programa Bowtie 2 (Langmead; Salzberg, 2012). Para isso, as sequéncias provenientes do
metagenoma foram alinhadas com as sequéncias de referéncia obtidas e posteriormente os
dados foram indexados pelo programa SAMtools (Li et al., 2009). As sequéncias alinhadas as
sequéncias de referéncia foram visualizadas através da ferramenta Tablet (Milne et al., 2010).
Os dados dos diferentes genes mapeados associados ao metabolismo do arsénio foram
normalizados e  analisados  estatisticamente com o  software = SHAMAN
(http://shaman.pasteur.ft/).

Os grupos que apresentaram esses genes foram identificados permitindo, portanto,

estruturar e comparar as lagoas e a sazonalidade utilizando como base a sua abundancia relativa.

4.4.4 Analises estatisticas

Os resultados das analises quimicas ¢ da comunidade microbiana foram previamente
avaliados quanto a normalidade dos dados. Este passo foi realizado seguindo o teste de Shapiro-
Wilk com p-valor de 0.05.

Quando os dados ndo apresentaram distribuicdo normal, aplicou-se a transformagao
de Johnson com objetivo de encontrar a normalidade para os dados. Quando a transformacao
nao foi efetiva as amostras foram avaliadas com testes nao-paramétricos, tais como os testes de
Kruskal-Wallis e o teste de Steel-Dwass-Critchlow-Fligner, ambos seguindo os valores de
significancia de 5% (p < 0,05) na comparacao das variaveis analisadas.

As diferencas nas comunidades totais foram avaliadas de acordo com a sazonalidade
(anos 2017 e 2018) e ainda, de acordo com as concentracdes qualitativas de As. No geral, as

concentracdes de As foram mais elevadas no periodo de seca, no entanto, uma analise de
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agrupamento estatistico (k-means clustering) foi realizada com o intuito de avaliar grupos com
altas e baixas concentragdes, de acordo com o teste Wilk’s Lambda em duas classes. As
diferencas entre os grupos analisados (sazonalidade e concentracdo de As), foi avaliada
utilizando a Andlise de Coordenadas Principais (PCoA) e o teste d¢ PERMANOVA para
verificagdo da significancia na variacdo dos grupos. Esta andlise foi também conduzida na
comunidade associada aos genes especificos de transformacgdo do Arsénio, seguindo 0s mesmos
padrdes de verificagao.

Analises dos indices de diversidade de Shannon e a estimativa de riqueza de familias,
pelo método ndo-paramétrico Chaol foram realizadas usando-se o programa PAST, buscando
assim encontrar padrdes de agrupamento que possam fornecer informagdes sobre correlagdes
entre as comunidades microbianas associadas ao metabolismo de arsénio e as diferentes lagoas
amostradas (Hammer et al., 2001). A significancia entre a variagdo na diversidade e riqueza em
nivel de sazonalidade e concentragcdes de As foram realizadas de forma similar aos testes
previamente descritos (ANOVA e Kruskal-Wallis). Anélises graficas da taxonomia, tanto em
niveis de As como avaliando a sazonalidade foram desenvolvidas em pacotes como SHAMAN
(Volant et al., 2019) e Animalcules (Zhao et al., 2020). A correlacao entre os perfis taxondmicos
e funcionais dessas comunidades com os atributos fisico-quimicos das lagoas salino-alcalinas
foi demonstrada através de uma ordenagdo gerada por uma andlise de redundancia (RDA) por
meio do programa CANOCO 4.5 com o método de “Foward Selection” (Ter Braak, Smilauer,

2002).

4.5. Analises genomicas

4.5.1 Isolamento de cianobactérias
Em estudos anteriores, as maiores concentracoes de arsénio na agua foram detectadas
em lagoas com presenga de floragdes de cianobactérias (Barbiéri et al., 2007; Richter et al.,
2019). Para conhecer a contribuicdo das cianobactérias no ciclo biogeoquimico do arsénio
realizou-se o isolamento destas e a busca de genes envolvidos no metabolismo do arsénio em
genomas cianobacterianos.

O isolamento das cianobactérias foi realizado por meio da técnica de selecdo por
capilaridade ou “pescaria”. Esta técnica consiste em inocular um tricoma ou célula da amostra
da natureza em tubos de ensaio com meio de cultivo liquido especifico. Com esta finalidade,
uma lamina de vidro foi flambada em chama de fogo, em seguida foi adicionada uma gota da

amostra e varias gotas de meio de cultivo Z8 modificado (com 7,5 g L' NaCl; pH 9,5) por
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apresentar as caracteristicas mais proximas do encontrado nas lagoas salino-alcalinas. Com o
auxilio de micropipeta e microscopio Optico foram retirados tricomas da gota da amostra,
transferindo-os para outra gota com meio de cultura limpo e assim sucessivamente, até
conseguir chegar a um tricoma apenas da espécie de interesse; este tricoma isolado foi
transferido para um tubo de ensaio com meio de cultura liquido e a partir deste processo de
“pescaria” foi possivel isolar clones de cada linhagem de interesse. As linhagens sdo mantidas
em condigdes de cultivo no Laboratorio de Biologia Celular e Molecular do CENA em meio
liquido Z8 (modificado), em condi¢des controladas: temperatura de 21 = 1 °C, sob luz
fluorescente (irradiancia de 40-50 pmol fotons.m™.s™!), umidade 40+5 % com fotoperiodo 14:10
h (claro:escuro). A descricdo morfologica dos isolados foi feita através das caracteristicas
diacriticas dos géneros de acordo com o esquema sistematico proposto por Komarek e
Anagnostidis (1989) e revisado por Hoffmann et al. (2005), International Code of Nomenclature
for Algae, Fungi and Plants and Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology, além de outras
revisdes (Andreote et al., 2014; Genuario et al., 2017; Korelusova et al., 2009; Santos; Sant’anna,
2010; Santos, 2013). Na analise morfoldgica e morfométrica foi empregado o microscopio Optico
de luz Zeiss Axioskop 40 equipado com um sistema de imagem digital Axio- Vision LE 4.6 (Carl
Zeiss, Jena, Alemanha). As linhagens isoladas foram fotografadas no microscopio optico de luz e
em microscopio eletronico de varredura LEO 435 VP. A analise morfoldgica foi feita observando
a organizagdo celular, morfologia geral do tricoma e células vegetativas, presenca de aerdtopos,

presenca e medida de heterdcitos e acinetos.

4.5.2 Anotacio de genes de resisténcia ao arsénio em genomas cianobacterianos

Na busca dos genes ars relacionados a resisténcia do arsénio foram utilizados os
genomas das linhagens isoladas do Pantanal e 13 genomas de cianobactérias isoladas de
ambientes alcalinos depositados no banco de dados GenBank, do NCBI para andlise
comparativa desses genes de resisténcia (Tabela 2).

Os contigs gerados nas montagens dos genomas foram submetidos a predi¢ao génica
automatica utilizando o software Prokka 1.13 (Seeman, 2014). A ordenagao e visualizacao dos
genes investigados foram verificadas pela anotagdo manual usando o programa Artemis 18.0.0
(Carver et al., 2012). As regides de interesse foram identificadas por meio de alinhamento local
utilizando a ferramenta Blast confrontadas com as sequéncias de referéncia contendo os genes
de interesse. Os dominios e familias proteicas foram determinadas com CDART (Geer, 2002)

e Pfam (El-Gebali et al., 2019).



Tabela 2. Relagao de cianobactérias alcalifilicas selecionadas cujas sequéncias genomicas estavam disponiveis no banco de
dados GenBank em outubro de 2019 (Continua)

Espécies Local do isolamento R BioProject No- Referéncia
(Mpb) % scaffold
Alkalinema Brasil, MS: Salina Preta 6,54 49,56 - 314 Nao publicado
pantanalense CENAS28
Anabaenopsis elenkinii Brasil, MS: Salina Reserva 4,60 41,94 - 4 Nao publicado
CCIBt3563
Geminocystis sp. Brasil, MS: Salina Centenario 5,06 34,39 - 740 Nao publicado
CENAS26
Limnospira sp. Brasil, MS: Salina Grande 9,16 443 - 4 Nao publicado
CENA597
Limnospira sp. Brasil, MS: Lagoa 08SR 6,21 443 - 609 Nao publicado
CENA650
Pantanalinema rosanea Brasil, MS: Salina Verde 7,38 49,64 - 321 Nao publicado
CENAS16
Arthrospira maxima Chade, Africa: Lago Chade 6,00 44,8 29085 129 Carrieri et al. 2011
CS-328
Limnospira platensis C1 Chade, Africa: Lago Bodou, 6,09 44,8 67617 1 Cheevadhanarak et al., 2012
Kanem
Limnospira platensis Chade, Africa: Lago Chade 6,79 443 42161 1 Fujisawa et al., 2010
NIES-39
Limnospira platensis China: Lago Chenghai, Yunnan 6,52 442 299041 1 Xuetal., 2016
YZ Province
Limnospira platensis Desconhecida 6,50 443 34793 268 Lefort et al., 2014

Paraca
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Tabela 2. Relagdo de cianobactérias alcalifilicas selecionadas cujas sequéncias genomicas estavam disponiveis no banco
de dados GenBank em outubro de 2019 (Conclusao).

Espécies Local do isolamento famanho (GO BioProject - Referéncia
(Mpb) % scaffold
Arthrospira sp. 09.13F Russia,0Omsk:Lago Solenoye 4,95 44,5 384118 928 Nao publicado
Limnospira sp. Desconhecida 6,23 44,7 40633 1 Janssen et al. 2010
PCC 8005"
Arthrospira sp. Bohai seaside wetland, China 6,31 447 280496 25 Dong et al., 2015
TJSD091
Arthrospira sp. Coastal wetland pond, China 6,43 44.9 448786 1 Nao publicado
TJSD092
cyanobacterium Islandia, Reykjavik: fontes 4,84 42,4 158823 4 Shih et al., 2013
PCC 7702 termais
Cyanobacterium stanieri Chade, Africa: Lago alcalino 3,16 38,7 39697 1 Shih et al., 2013
PCC7202
Pleurocapsa sp. Chade, Africa: Lago Chade 3,16 38,7 39697 1 Nao publicado
PCC 7327
Spirulina subsalsa Lago vulcanico, Pantelleria, 5,22 47,4 158827 2 Shih et al., 2013

PCC9445

Italia
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4.6. Toxicidade do arsénio para Anabaenopsis sp. CENA651 e Limnospira sp. CENA650

Os testes de toxicidade do As por meio da inibigdo do crescimento das linhagens
Anabaenopsis sp. CENA651 e Limnospira sp. CENA650 foram realizados de acordo com o
protocolo OECD 201 (Organization for Economic Cooperation and Development) Freshwater
Alga and Cyanobacteria, Growth Inhibition Test (2011). Nesses testes, avaliaram-se os efeitos
do As (V) sobre a sobrevivéncia e o crescimento dessas cianobactérias responsaveis pelas
floragdes nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal.

Anteriormente ao teste de toxicidade, realizou-se a contagem de células em
microscopio optico e a medida da densidade dptica (OD) a 680 nm em espectrofotdmetro. Para
1sso, foi transferido 1 mL das culturas em fase exponencial para um tubo Falcon, acrescentaram-
se duas gotas de solucao de lugol e manteve ao abrigo da luz por 30 minutos.

Apbs o processo de homogeinizacdo, a amostra foi transferida para camara de
contagem Fuchs-Rosenthal e apds sedimentacao das células estas foram contadas. Os dados
referentes a contagem de células e absorbancia foram plotados em grafico e por regressao linear
estabeleceu-se a correlagdo entre as variaveis (Figura 3). Essa correlagdo foi usada para obter
valores de niimero de células no experimento de toxicidade onde apenas as medidas de

densidade oOtica foram realizadas.
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Figura 3. Regressdo linear simples entre o crescimento monitorado por densidade Optica
(680nm) e contagem celular ao microscopio para as culturas de Anabaenopsis sp. CENA651 e
Limnospira sp. CENA650 na auséncia de arsénio.

As concentragdes maximas de arsénio tolerdveis pelas cianobactérias CENA651 e
CENAG650 foram determinadas através da avaliacdo de crescimento das culturas. Inoculos (3

mL) das culturas, em fase de crescimento exponencial, foram adicionados em frascos
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Erlenmeyers 125 mL, contendo 60 mL do meio de cultura Z8 modificado (com 7,5 g L' NaCl;
pH 9,5) e concentragdes de 400; 600; 800; 1000; 1200; 2000; 2500; 3000; 3500 e 4000 mg.L'1
de As (V) (Na;HAsO4.7H>O). Avaliou-se somente o As (V) por ser a espécie quimica
predominante no Pantanal. As concentragdes de 400 a 1200 mg.L™! de As (V) foram delineadas
em experimentos prévios e em decorréncia das cianobactérias CENA651 e CENA650 estarem
adaptadas as lagoas salino-alcalinas com até 3 mg L' de arsénio total (Ricther et al., 2019).

O crescimento das cianobactérias foi monitorado através da leitura da densidade 6tica
(OD) a 680 nm, durante 144 horas, com o intuito de verificar se as concentragdes de arsénio
utilizadas produziam toxicidade aguda. O numero de células das culturas amostradas foi
estimado através dos valores obtidos de densidade Otica, utilizado as equagdes geradas na
regressao linear. Todos os frascos foram mantidos a temperatura de 24 °C, com fotoperiodo
14:10 h (claro:escuro). Todas as concentragdes-teste e controle foram avaliadas em triplicata.

As taxas médias de crescimento para um periodo especifico (144 horas) foram
calculadas a partir das taxas de crescimento das cianobactérias em fun¢do do tempo, de acordo
com a equacio pij=In Xj- In X; / (ti-t;) (dia '), onde pu é a taxa média de crescimento do periodo
10 j, Xj ¢ a medida do crecimento no tempo 1, € Xj ¢ a medida do crecimento no tempo j. Estes
dados foram entdo inseridos no software Origin 9 para verificagdo da ECso (concentracdo de
exposi¢ao que mata 50% dos organismos testatos).

Para avaliar se existiam diferencas estatisticamente significativas entre as amostras
analisadas, o software Bioestat 5.0. foi utilizado empregando a analise estatistica nao

paramétrica de Kruskal-Wallis.

4.7. Especiacao quimica do arsenato de sédio (Na2HAsO4.7H20) no meio de cultura Z8

modificado

O comportamento do arsenato de sodio nas concentragdes 400; 600; 800; 1000; 1200;
2000; 2500; 3000; 3500 e 4000 mg.L! no meio de cultura Z8 modificado, ou seja, a formagio
de espécies quimicas de arsénio através das interacdes deste metal com os componentes do
meio de cultura (sais e complexantes de metal) foi avaliado utilizando o software Visual
MINTEQ ver. 3.1 (Gustafsson, 2015). Esse software calcula a atividade e concentracdo das
espécies quimicas em solucdo. Para essa andlise, foi feita a entrada no programa dos

componentes do meio de cultura com suas respectivas concentracdes e as diferentes
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concentragdes de arsénio. Estabeceleram-se, também as condigdes ambientais de pH 9,5 e
temperatura 25°C.

Esta analise foi realizada visando conhecer a concentracio da forma idnica As®,
considerada toxica, no meio de cultura onde as células de cianobactérias tiveram o seu

crescimento avaliado.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Analises quimicas

As caracteristicas quimicas e fisicas sao consideradas relevantes para determinagao
da estrutura e diversidade das comunidades microbianas (Hahn, 2006), além de caracterizar
as areas avaliadas.

Nas duas coletas realizadas nas lagoas salino-alcalinas (periodo de seca e cheia),
os niveis de dgua estavam bem distintos. Essas diferencgas refletem na concentragdo dos
diferentes parametros fisico-quimicos avaliados (Tabela 3).

A andlise dos elementos quimicos presentes nas lagoas demonstrou que a
concentragcdo dos mesmos tende a aumentar nos periodos de seca e diminuir nos periodos
de cheia. No periodo de seca, observa-se que os valores de condutividade, salinidade e
alcalinidade variaram respectivamente entre 1,78 (07SR) a 39,25 (08SR) mScm!, 0,99
(07SR)a 25,12 gL' (08SR) € 8,03 (07SR) a 200,02 (08SR) mmol'L"!. Valores semelhantes
foram encontrados em outras lagoas salino-alcalinas da regido da Nhecolandia (Andreote et
al, 2014; Furian et al., 2013). Por outro lado, no periodo de cheia ocorreu uma elevada
diluicao e essas trés varidveis apresentaram-se, respectivamente entre 0,56 (07SR) a 1,73
(04SR) mS.ecm!, 0,53 (07SR) a 1,63(04SR) gL' e 3,60 (07SR) a 8,94 (04SR) mmol L.

A diferenca sazonal observada no bioma Pantanal é regulada pelo balanco
hidrologico. Em decorréncia da elevada temperatura e forte incidéncia solar na época de
seca, verifica-se um balango negativo na relacdo chuva/evaporagdo, acarretando na
concentracdo dos elementos quimicos na dgua (Barbiéro et al., 2018). Enquanto no periodo
de chuva ocorre a dilui¢ao destes elementos.

As lagoas com floragdes de cianobactérias (04SR e 08SR) apresentaram maiores
concentragcdes de salinidade, alcalinidade, teores de macronutrientes como, nitrogénio,
fosforo, potassio e pH acima de 9. Semelhantemente, em paises como Etiopia, Quénia e
Tanzania, encontram-se lagoas com as mesmas condi¢des, sendo ambientes altamente
produtivos com a dominancia de cianobactérias filamentosas, dos géneros Anabaenopsis e
Arthrospira (Hamisi et al., 2017). Este ultimo apresenta uma elevada tolerancia a altos
niveis de alcalinidade, o que explica sua dominancia em lagoas salino-alcalinas
(Burganskaya et al., 2018). Esta dominancia se altera com a redu¢@o da salinidade e ocorrem
floragdes do género Anabaenopsis, a qual também se adapta facilmente as condigdes fisico-

quimicas extremas (Santos et al., 2018).
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As lagoas 06SR e 07SR apresentaram maiores concentragdes de elementos
inorgénicos como Al, Fe, Mg, Mn, NOy", indicando que pode estar ocorrendo a ciclagem de
diferentes elementos nesses ambientes. Micro-organismos, como bactérias e fungos, que
oxidam o Mn sdo amplamente distribuidos em sistemas aquaticos, nos solos e sedimento,
sugerindo que eles possuem um papel de fundamental importancia no ambiente (Banh et
al., 2013; Tebo et al., 2005). Outra caracteristica comum compartilhada por uma grande
diversidade de bactérias ¢ a capacidade de reduzir ferro, utilizando-o como aceptor final de
elétrons com a geragdo de energia para a manutencao e crescimento (Melton et al., 2014).

Dentre os micronutrientes analisados verificou-se que o boro apresentou elevadas
concentragdes nas lagoas com floracdes de cianobactérias. Esse ¢ considerado um
micronutriente importante para o crescimento celular de cianobactérias (Abreu et al., 2014;
Uluisik et al., 2018) e pode estar contribuindo para a dominancia desses micro-organismos

nesse ambiente.

Tabela 3. Valores médios dos parametros fisico-quimicos nos periodos de seca e cheia.

Variaveis Unidades 04SR 06SR 07SR 08SR
Seca Cheia Seca Cheia Seca  Cheia Seca Cheia
Temperatura °C 26,43 26,12 37,66 2634 2725 27,11 35,05 25,41
pH 10,01 10,03 9,69 9,09 8,55 8,62 10,07 9,42
E.C. mScm! 16,29 1,73 17,99 0,68 1,78 0,56 39,25 1,00
Salinidade gLt 11,11 1,63 9,72 0,83 0,99 0,53 25,12 0,97
Alcalinidade mmolL"! 97,50 8,94 66,95 3,72 8,03 3,60 200,02 5,21
TDS gL! 12,03 1,78 10,02 0,84 1,06 0,552 30,44 1,01
DOC 920 79,02 306 12,08 76 15,95 5320 40,35
DIC 1200 171,01 1080 54,87 170 48,23 1510 91,83
N 1511 17,49 291 1,99 419 2,22 3394 5,94
TDN 1389,70 10,94 177,18 1,01 419,95 1,27 2819,32 428
TP 179,1 3,35 155,2 1,28 9,43 0,07 207,3 0,43
NH4* 5,51 0,69 0,29 0,04 0,31 0,04 2,75 0,07
NOy I 0,18 0,03 0,33 0,09 0,016 0,003 0,66 0,003
NO;5 mg 287,43 0,12 291,71 0,25 52,79 0,014 417,79 0,03
oPO,* 84,09 2,38 86,92 5,42 0,42 0,07 60,42 0,43
Na* 6735 563 6018 222 432 84 14370 232
K* 1739 150 959 49 188 46 1680 48
Ca?* 316 66 581 78 81 41 407 53
Mg?* 138 24 192 14 43 20 203 9
Cr 381 40 529 20 39 7 1056 26
SO4* 20 0,01 809 22 2,79 0,48 1339 12
Al 0,32 0,01 1,16 9,40 0,009 0,01 0,15 0,05
B pugL! 6,03 0,51 2,02 0,10 0,29 0,09 10,87 0,29
Cu 0,04 0,15 0,08 2,97 0,01 0,95 0,04 0,37
Fe 0,27 0,14 0,93 41,64 0,06 0,07 0,17 0,27
Mn mgL! 0,12 0,01 0,22 1,60 0,87 0,07 0,21 0,03
Si 207 35,53 100 91,01 64 27,51 173 31,99
Zn I 75 6,43 30 60,32 15 11,74 60 8,22
Clorofila-a He 2046 122,11 0,15 9,83 0,23 5,89 11348 36,98

E.C. = condutividade elétrica; Alcalinidade: como (HCO;3™ + COs7); TDS: Solidos dissolvidos totais; DOC: Carbono
organico dissolvido; DIC: Carbono inorganico dissolvido; TN: Nitrogénio total; TDN: Nitrogénio dissolvido total; TP:
Fosforo total.
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5.2. Analises de Arsénio total

Dentre todas as comunidades microbianas presentes na agua das lagoas salino-
alcalinas, o enfoque principal deste trabalho foi avaliar aquelas que participam da ciclagem do
arsénio. Portanto, foi feita a quantificacao do As total presente nas amostras de agua, sedimento
e fitoplancton.

Todas as lagoas, no periodo de seca, apresentaram elevadas concentragdes de arsénio
dissolvido na 4gua, as quais variaram de 53,17 a 1721,68 ug L', sendo que os maiores valores
foram observados nas lagoas preta e verdes (com floragdes de cianobactérias) (Figura 4). As
concentragdes de As encontradas na agua destas lagoas foram muito maiores que as reportadas
em outras lagoas, como as lagoas canadenses de 4gua doce altamente contaminadas com rejeitos

de mineragdo (250 + 100 pug L!) (Caumette et al., 2011).
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Figura 4. Concentragao de arsénio total nas amostras de agua coletadas nos periodos de seca
(barras pretas) e cheia (barras cinzas).

Por outro lado, no periodo de cheia, as concentracdoes de As em amostras de agua
coletadas nas mesmas lagoas foram significativamente menores, variando entre 9,24 ¢ 102,86
ug L', e estavam de 9 a 49 vezes mais baixas que no periodo de seca. Estas diferengas podem
ser atribuidas ao processo de dilui¢dao, uma vez que na €poca de seca, o nivel de agua das lagoas

encontrava-se excepcionalmente baixo, favorecendo a concentracdo do arsénio devido a
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evaporagdo extrema, enquanto que na época de cheia, o nivel de 4gua encontrava-se
excepcionalmente alto.

As concentragdes de As nas amostras de agua, exceto na lagoa 07SR (periodo de cheia)
estavam acima das diretrizes estabelecidas para aguas doces (10 pug L) (Brasil, 2011; WHO,
2008), sendo que, a concentragdo mais alta excedeu em 172 vezes os padrdes permitidos.
Concentragdes na mesma faixa ja foram reportadas em lagoas salino-alcalinas do Pantanal,
localizadas nas fazendas Nhumirim (Barbiéro et al., 2007) e Centenario (Richter et al., 2019),
demonstrando que a contaminacao por As das dguas das lagoas salino-alcalinas do Pantanal da
Nhecolandia ¢ um processo regional (Richter et al., 2019).

O alto teor de arsénio dissolvido nas aguas das lagoas salino-alcalinas da regido da
Nhecolandia deve-se: (1) ao processo de evaporagdo, o qual concentra o arsénio junto com
outras espécies dissolvidas, tais como carbonatos e fluoretos secundarios, € numa menor
proporcao sulfatos e cloretos (Barbiero et al., 2007; Richter et al., 2019); (2) a adsorcao
competitiva entre As e estes ions limita a adsor¢do do As sobre qualquer tipo de particula
(Goldberg, 2002); (3) o aumento da concentracao do As dissolvido ocorre simultaneamente
com um aumento do pH, o que limita a adsor¢ao do As(V) sobre o material particulado (Richter
et al., 2019)

As concentragdes de As total nos sedimentos coletados nos periodos de seca e cheia
variaram entre 3,3 a 20,1 mg kg (Figura 5), sem diferencas significativas entre os dois
periodos, exceto na lagoa cristalina 07SR, na qual a concentracao de As foi significativamente

maior no periodo de seca, quando as aguas estavam mais mineralizadas que no periodo de cheia.
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Figura 5. Concentracdo de arsé€nio total nas amostras de sedimentos coletadas nos periodos de
seca (barras pretas) e cheia (barras cinzas).
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As lagoas salino-alcalinas apresentaram altos niveis de As na dgua (até 1721,68 pg L
1), no entanto, as concentragdes de As no sedimento foram consideradas baixas quando
comparadas com os valores relatados por Caumette et al. (2011) que variaram entre 34 mg kg~
I'em lagoa de 4gua doce ndo contaminada e 698 mg kg! em lagoa altamente contaminada,
embora a concentracdo de As na coluna de agua desta tltima fosse muito menor (250 &+ 100 pg
LY. Apesar do teor de As nas aguas das lagoas canadenses serem menores, o pH dessas
variaram de 7,6 a 7,9 o que torna mais favoravel a adsorcao de As em particulas, contrariamente
ao que ocorre nas lagoas do Pantanal, nas quais o pH variou de 8,5 a 10.

Estes dados mostram que o ambiente alcalino das lagoas favorecem a manutenc¢ao do
arsénio em solug¢do e limita sua adsor¢@o no material particulado que se deposita para formar o
sedimento. De fato, o arsenato (As V) espécie majoritaria encontrada nas lagoas salino-alcalinas
do Pantanal (Richter et al., 2019), possui alta adsor¢do em 6xidos e argilas em pH baixo e
diminui com o aumento do pH, ou seja, acima de pH 9 para 6xido de Al, pH 7 para 6xido ou
hidroxido de Fe, ilita e caulinita (Cornu et al., 1999; Goldberg, 2002).

Viarios estudos realizados em sistemas aquaticos com diferentes concentragdes de As,
relataram que micro-organismos como bactérias e fitoplancton desempenham papéis
importantes na especiagdo, distribuicdo e ciclagem de As nesses ambientes (Navratilova et al.,
2011, Price et al., 2012, Rahman; Hasegawa, 2012).

As concentragdes de As total no fitoplancton coletado no periodo de seca variaram
entre 22,7 e 39,9 mg kg! (Figura 6A). Por outro lado, no periodo de cheia, as concentracdes
variaram entre 3,67 e 12,2 mg kg'' e foram de 3 a 10 vezes inferiores quando comparadas com
as amostras coletadas no periodo de seca. Ressalta-se que tal resultado era esperado, uma vez
que no periodo de seca as concentragdes de As dissolvido na dguas das lagoas estavam elevadas
em razao da seca extrema no periodo da coleta. Os resultados permitiram verificar que existe
variacao sazonal nas concentragdes de As em fitoplancton.

O FB do As em relagdo a 4dgua variou entre 11 e 427 no fitoplancton presente nas
lagoas 04SR (com floragdo de cianobactérias) e 07SR (sem floracdo) respectivamente (Figura
6B). Estes valores sdo relativamente baixos se comparados com os resultados reportados por

Caumette et al. (2011) em lagoas contaminadas com menores concentragdes de As na agua.
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Figura 6. (A) Concentragao de arsé€nio total nas amostras de fitoplancton (B) Fator de
bioacumulagdo no fitoplancton nas amostras coletadas nos periodos de seca (barras
pretas) e cheia (barras cinzas).

Os organismos fitoplanctonicos apresentaram baixo fator de bioacumulagdo em
relacdo ao arsénio. Este fato pode ser decorrente da capacidade dos micro-organismos em
tolerar e/ou metabolizar o As. Devido a semelhanca fisico-quimica entre As V (AsO4>) e o
fosfato (PO4>), o fitoplancton sob condi¢cdes de deplecio de fosfato absorve maiores
quantidades de As V através dos transportadores de PO4> (Hasegawa et al., 2019; Rahman et
al., 2012). Para reduzir o efeito toxico, os micro-organismos fotossintéticos biotransformam
AsV dentro de suas células em um processo que envolve uma redugdo de dois elétrons de AsV
em Aslll, mediado pela glutationa, e posteriormente o AsIII pode sofrer metilagdo ou ser
excretado para fora da células (Ye et al., 2012; Yin et al., 2011).

Além disso, varios processos podem estar ocorrendo na coluna de dgua limitando a
biodisponibilidade do As, como a complexacdo. Os principais compostos responsaveis pela
complexacao de metais/metaloides sdo matéria organica dissolvida (MOD), como por exemplo
as substancias humicas aquaticas (AHS), assim como a matéria organica natural excretada
(MOE) pelo fitoplancton (Tonietto et al., 2014; Ye et al., 2011; Warwick et al., 2005). Véarios
estudos destacaram que MOE pelo fitoplancton contribuiram para a diminuicdo da
biodisponibilidade de metais em ambientes aquaticos (Choueri et al., 2009; Lorenzo et al.,

2007; Nogueira et al., 2005; Tonietto et al., 2014).
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5.3. Analise da comunidade microbiana das lagoas salino-alcalinas

5.3.1 Sequenciamento metagendmico (shotgun)

No sequenciamento das amostras coletadas nos periodos de seca e cheia, foram obtidas
uma média de 90 e 78 milhdes de sequéncias brutas respectivamente, de amostras das lagoas
salino-alcalinas 04SR, 06SR, 07SR e O8SR (Tabela 4). Apés o controle de qualidade, estes
numeros foram reduzidos para uma média 45 milhdes de sequéncias no periodo de seca e 38
milhdes de sequéncias no periodo de cheia. Devido a variagdes no volume de dados gerados

por amostra, esses foram normalizados para uma melhor compreensao dos resultados.

Tabela 4. Quantidades de sequéncias geradas

Amostras N°Sequéncias  N° Sequéncias

brutas apos filtragens
, 04SR 88.748.512 44.261.271
—2 06SR 78.668.104 39.324.182
-§ 07SR 95.314.138 47.638.049
E 08SR 97.648.150 48.803.399
e 04SR 79.979.070 39.672.862
% 06SR 80.159.092 39.828.224
% 07SR 82.993.406 41.212.766
o 08SR 69.815.280 34.694.196

5.3.2 Composicio taxondomica da comunidade microbiana das lagoas salino-alcalinas

Na classificagdo taxondmica das sequéncias, observou-se uma predominancia de
organismos do dominio Bacteria (> 94%) nas lagoas salino-alcalinas amostradas (Figura 7). As
lagoas preta (06SR) e cristalina (07SR) apresentaram maiores propor¢des de arqueias,
eucariotos e virus comparadas as lagoas com floragdes de cianobactérias (04SR e 08SR), mas
ainda assim essa proporcao equivale a no maximo 5% das sequéncias.

Andreote et al. (2018) ao estudarem duas lagoas distintas no Pantanal, uma com
floragdo permanente de cianobactérias e outra sem registro de floracdo, relataram a grande
representatividade do dominio Bacteria (94,56 — 99,39%) e encontraram em menores
quantidades sequéncias afiliadas a eucariotos, arqueias e virus. A presen¢a dos dominios

Bacteria (83,1%) e Archaea (10,5%) também foram relatadas por Dudhagara et al. (2015) ao
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estudarem a diversidade na lagoa salino-alcalina Lonar, India. Indicando ser corriqueira a
grande presenca de procariotos em lagoas salino-alcalinas.

A lagoa 07SR apresenta maior diversidade microbiana. Isso pode ocorrer devido as
condigoes fisicas e quimicas dessa lagoa serem menos extremas e mais estaveis em relagdo as
outras. Durante os periodos de seca e cheia, os valores de pH mantiveram-se constantes,
indicando que a sazonalidade e a dilui¢do ndo afetaram as caracteristicas do potencial

hidrogenidnico.
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Figura 7. Abundancia relativa média (n=3) em nivel de dominio nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (s) e cheia (c).

O enfoque deste trabalho foi no dominio Bacteria devido a grande representativa e
importancia nas lagoas salino-alcalinas (Antony et al., 2013; Sorokin et al., 2014).

As lagoas apresentaram 27 filos bacterianos, porém, a abundancia desses grupos foram
diferentes entre elas e de acordo com as épocas de amostragem (Figura 8). Nas lagoas preta e
cristalina (06SR e 07SR) as comunidades predominantes foram de sequéncias afiliadas aos filos
Proteobacteria e Actinobacteria. Por outro lado, as lagoas 04SR e 08SR, como ja era esperado,
apresentaram mais sequéncias correspondentes ao filo Cyanobacteria, seguida do filo
Proteobacteria. Estes resultados corroboram outros ja descritos na literatura, onde filos
bacterianos, como Actinobacteria, Bacteroidetes, Cyanobacteria, Firmicutes e Proteobacteria
foram encontrados em lagoas salino-alcalinas de diferentes regides do mundo (Hamamura et

al., 2012; Oremland et al., 2017).
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No periodo de cheia, onde os nutrientes encontram-se mais diluidos, observa-se um
aumento significativo de organismos dos filos Verrucomicrobia e Planctomycetes que sdo
adaptados a ambientes oligotroficos. Por outro lado, no periodo de seca, encontram-se
organismos adaptados a ambientes com alta disponibilidade de nutrientes, como os Firmicutes

(Ho et al., 2017).
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Figura 8. Abundancia relativa média (n=3) em nivel de filo nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (s) e cheia (c).

5.3.3 Relacao entre a comunidade microbiana e as variaveis ambientais

A andlise de redundancia (RDA) representou 59,4% de toda a variacdo entre as lagoas,
a quimica da 4dgua e a taxonomia associada, com os eixos 1 e 2 da RDA representando 39,6%
e 19,8% da variacdo, respectivamente (Figura 9). Esses eixos também apresentaram correlagdes
espécie-ambiente de 0,996 e 0,990, respectivamente, significando um bom ajuste das

comunidades microbianas com as variaveis ambientais.
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Figura 9. Andlise de redundancia (RDA) entre a composi¢ao da comunidade bacteriana e as
variaveis fisico-quimicas das lagoas salino-alcalinas do Pantanal brasileiro. As letras vermelhas
representam as varidveis e os losangos a taxonomia. TN: Nitrogénio total; Chl-a: Clorofila; Alk:
Alcalinidade; Sal: Salinidade; TP: Fosforo total; WT: Temperatura da agua; DOC: Carbono
organico dissolvido. Taxonomia: Alt - Alteromonadaceae; Bac - Bacillaceae; Chlorobi -
Chlorobiaceae; Chlorofl - Chloroflexaceae; Chro - Chromatiaceae; Clos - Clostridiaceae;
Desulfob -  Desulfobacteraceae;  Desulfom -  Desulfomicrobiaceae; Ect -
Ectothiorhodospiraceae; Fla - Flavobacteriaceae; Gammapro - Gammaproteobacteria; Hyp -
Hyphomonadaceae; Idi - Idiomarinaceae; Mic - Micromonosporaceae; Nost - Nostocales; Osc
- Oscillatoriales; Pep - Peptococcaceae; Plan - Planctomycetaceae; Pse - Pseudomonadaceae;
Rhodobac - Rhodobacteraceae; Rhodocyc - Rhodocyclaceae; Rhodospi - Rhodospirillaceae;
She - Shewanellaceae; The - Thermomonosporaceae; Thermo - Thermotogaceae.

No eixo 1 (RDALI), as variaveis que influenciaram o quadrante negativo (0.0 a -1.0)
referiram-se as variaveis inorganicas, como ferro e aluminio. Por outro lado, no quadrante
positivo (0.0 a 1.0), as varidveis correlacionadas entre os taxons e lagoas foram referentes aos
teores de nitrogénio total, clorofila, amdnio, alcalinidade, salinidade, nitrito, sulfato, fosforo
total e arsénio.

No eixo 2 (RDA2), as variaveis que influenciaram no padrao de distribuicdo dos

micro-organismos foram pH, nitrato e carbono organico dissolvido. Em relagao as lagoas como
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um todo, a analise demonstrou que em decorréncia das caracteristicas de seca extrema, devido
a baixa altura da dgua, houve a prevaléncia de algumas varidveis no agrupamento das lagoas.
Apesar de a RDA ter demonstrado essa prevaléncia foi possivel observar uma separacao das
comunidades.

As lagoas 06SR e 07SR que se agruparam do lado esquerdo da RDA, apresentaram
menores concentragdes de nutrientes, salinidade e sofreram menos influéncia da alcalinidade.
Na lagoa preta (06SR), no periodo de seca, organismos da familia Rhodobacteraceae,
pertecencentes ao filo Proteobacteria estiveram diretamente relacionadas aos ions de ferro e
aluminio, enquanto a lagoa cristalina (07SR) apresentou organismos da familias
Chloroflexaceae, Rhodocyclaceae, Rhodospirillaceaec e Desulfobacteraceae agrupados
opostamente a essas variaveis inorganicas.

As lagoas 04SR e 08SR, no periodo de seca, encontram-se mais relacionadas com o
teor de nitrogénio, fésforo, boro, amonio, arsénio, alcalinidade, entre outros. As cianobactérias
das ordens Oscillatoriales e Nostocales apresentaram forte correlagdo com essas variaveis.

O teor de amonio estar relacionado com o filo Cyanobacteria pode ser justificado pela
alta atividade de fixacao de nitrogénio realizada por organismos pertencentes a esse filo. Alguns
processos como, a capacidade fotossintética, fixacdo de N> (formas heterocitadas), regulacao
osmodtica e celular interna; e a flutuabilidade conferem alta adaptabilidade das cianobactérias

as condicdes extremas (Hamisi et al., 2017; Schagerl; Burian, 2016).

5.3.4 Caracterizacio funcional das comunidades microbianas envolvidas na ciclagem do

arsénio

As altas concentracdes de arsénio presente nas lagoas impactam diretamente a
composicao e funcionalidade da comunidade, visto que determinam a ocorréncia de grupos que
toleram e/ou metabolizam esse elemento. Devido ao actimulo, principalmente nas lagoas com
floragdes de cianobactérias, buscou-se encontrar uma relacdo dessas com os processos de
transformagao do arsénio.

Primeiro, avaliou-se a presenca de grupos génicos funcionais do metabolismo do
arsénio (Tabela 5). Foram identificados sete grupos relacionados a resisténcia do arsénio, tais
como Arsenate reductase: enzima responsavel pela biotransformacao de As(V) para As (I1I);
Arsenic efflux pump protein: proteina de membrana capaz de expelir arsenito do citoplasma;
Arsenic resistance protein ArsH: proteina envolvida na oxida¢do de compostos trivalentes em

algumas bactérias; Arsenical pump-driving ATPase: ATPase que conduz o efluxo de As(IIl);
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Arsenical resistance operon repressor: repressor que controla os niveis basais de expressdo em
resposta a presenga do arsenito; Arsenical resistance operon trans-acting repressor ArsD:
metalochaperona que se liga ao As (III) citosolico e o transfere para a subunidade ArsA, esta
por sua vez ¢ uma ATPase que forma um complexo com a proteina transmembrana ArsB para
expulsar o arsenito da célula.

Independente do periodo, as lagoas que apresentam flora¢des de cianobactérias (04SR
e 08SR) tiveram maiores quantidades de sequéncias afiliadas ao metabolismo de arsénio,
seguido pelas lagoas preta (06SR) e cristalina (07SR). Esses dados corroboram o estudo
realizado em lagoas com presenga e auséncia de flora¢do, no qual relatou-se que o potencial
genético de resisténcia ao As tende a ser maior na lagoa que apresenta floracao de cianobactéria
(Andreote et al., 2018).

As lagoas 04SR e 08SR apresentaram maiores quantidades de sequéncias envolvidas
com o transporte de arsenito (As III), tais como, Arsenical-resistance protein ACR3 e Arsenical
pump-driving. Por outro lado, as lagoas 06SR e 07SR apresentaram maiores quantidades de

sequéncias afiliadas a enzima responsavel pela biotransformacao de As(V) para As (III).

Tabela 5. Grupos génicos das fungdes do metabolismo do arsénio encontrados nas lagoas
salino-alcalinas Pantanal brasileiro obtidos pelo MG-RAST: SEED database (valores em %).

Arsenic resistance 04SR  06SR 07SR 08SR
Arsenate reductase 0,0188 0,0222 0,0243 0,0155

§ Arsenic efflux pump protein 0,0026 0,0015 0,0010 0,0112
g Arsenic resistance protein ArsH 0,0036 10,0024 0,0016 0,0043
2 Arsenical pump-driving ATPase 0,0705 0,0371  0,0280 0,0502
2 | Arsenical resistance operon repressor 0,0050 0,0022  0,0037  0,0053
& | Arsenical resistance operon trans-acting repressor ArsD 0,0011 0,0006  0,0023  0,0010
Arsenical-resistance protein ACR3 0,1174 0,0754 0,0588  0,0668
04SR  06SR 07SR 08SR

Arsenate reductase 0,0191 0,0299 0,0320 0,0268

= | Arsenic efflux pump protein 0,0002 - 0,0001  0,0001
% Arsenic resistance protein ArsH 0,0070 0,0018 0,0016  0,0034
2 | Arsenical pump-driving ATPase 0,0891 0,0170 0,0097 0,0657
‘% Arsenical resistance operon repressor 0,0031 0,0012  0,0014  0,0021
& | Arsenical resistance operon trans-acting repressor ArsD 0,0016 0,0005  0,0006  0,0011
Arsenical-resistance protein ACR3 0,1086 10,0427 0,0372 0,0645

O banco de dados SEED Subsystems forneceu informagdes sobre os grupos génicos
relacionados ao metabolismo de arsénio presente nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal.
Porém, observou-se limitacdo na afiliagdo taxondmica relacionada aos processos especificos

deste metabolismo. Deste modo, foi avaliada a distribuicdo taxonomica do perfil funcional
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Arsenic resistance buscando identificar os grupos microbianos potencialmente relacionados ao
metabolismo avaliado (Figura 10).

Os principais organismos envolvidos com a resisténcia ao arsénio nas lagoas 04SR,
06SR e 08SR durante o periodo de seca, cujas concentragdes de arsénio estavam elevadas foram
as cianobactérias da ordem Chroococcales e da familia Nostocaceae, enquanto na época de
cheia, quando o arsénio estava mais diluido, observou-se um aumento das sequéncias de
Burkholderiaceae afiliadas ao metabolismo de arsénio. A grande quantidade de sequéncias
afiliadas ao filo Cyanobacteria sugerem a importancia desse organismo no processo de
resisténcia ao As nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal.

Viérias espécies de cianobactérias habitam ambientes ricos em arsénio (Miyashita et
al.,, 2016). A presenca de genes de resisténcia, principalmente relacionados ao efluxo de
arsenito, foram relatados em diversas cianobactérias unicelulares e filamentosas, incluindo
Limnospira sp. (Dyhrman; Haley, 2011; Guo et al., 2016; Lefort et al., 2014; Lopez-Maury et
al., 2003; Sanchez-Riego et al., 2014).

Na lagoa cristalina (07SR) independente da época e concentracdo de arsénio, as
familias que apresentaram as maiores quantidades de sequéncias afiliadas ao metabolismo de
arsénio foram Rhodocyclaceae e Burkholderiaceae, com predominio desta no periodo de cheia.

A presenca da familia Burkholderiaceae vem sendo relatada em regides com elevadas
concentragdes de arsénio (Andreote et al., 2018; Li et al., 2014). Membros dessa familia além
da capacidade de oxidar e reduzir compostos de As, possuem o potencial de afetar a ciclagem
do As indiretamente, alterando o estados redox e a solubilidade dos compostos que, por sua

vez, afetam a liberacdo ou adsor¢do de As (Chakraborty et al., 2020).
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Figura 10. Abundancia relativa bacteriana em nivel de familia nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (S) e
cheia (C). Resultados baseados em uma escala de concentragdo de arsénio e no perfil funcional Arsenic resistance inferidos a partir de reconstrucao
dos metagenomas no MG-RAST. Somente os tdxons com frequéncia acima de 1% sdo apresentados.
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5.3.5 Mapeamento dos genes microbianos envolvidos na ciclagem do arsénio

As sequéncias anotadas pela plataforma MG-RAST, permitiu predizer a diversidade
funcional de genes bacterianos associados a ciclagem do arsénio. Porém nao foi possivel
identificar os principais grupos relacionados a cada um dos processos. Desse modo, foi
realizado um mapeamento dos principais genes envolvidos na ciclagem deste metaldide, que
permitiu inferir com maior robustez sobre as comunidades microbianas associadas com o
metabolismo do arsénio nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal, nos periodos de seca e cheia.

Como o As(V) é a espécie que predomina nas lagoas do Pantanal, primeiramente foram
avaliados os genes arsC, arsB e acr3 relacionados a detoxificagdo do As. O gene arsC codifica
a enzima arsenato redutase, responsavel pela biotransformagdao do As (V) para As (III).
Buscando identificar os grupos microbianos potencialmente responsaveis por esse processo,
avaliou-se a distribui¢do taxondmica do gene nas lagoas salino-alcalinas. Na figura 11, estdo
demonstradas as lagoas em triplicatas referentes aos dois periodos amostrados, com uma

classificacdo taxonomica em nivel de familia dentro do dominio Bacteria dos taxons mais

abundantes. Foram encontradas sequéncias associadas ao gene arsC nas lagoas que

apresentaram floracdes de cianobactérias (04SR e 08SR) e na lagoa preta (06SR).
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Figura 11. Abundancia relativa bacteriana em nivel de familia nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (S) e cheia (C). Resultados baseados na proteina
ArsC (Arsenate reductase) a partir de metagenoma.
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A lagoa 04SR apresentou mais sequéncias afiliadas a familia Microcoleaceae (69,23-
94,74%) em ambos os periodos. Por outro lado, na lagoa 08SR notou-se uma alteragao evidente
nos taxons dominantes do periodo de seca para cheia. No periodo de seca, as sequéncias se
afiliaram a familia Microcoleaceae (94,74-100%), enquanto na cheia vé-se Microbacteriaceae
(12,5-53,85%) e Microcystaceae (12,5-33,33%) como principais dominantes.

A composi¢do das comunidades bacterianas na lagoa 06SR foi a mais distinta das
lagoas, com predominio das familias Streptomycetaceae  (33,33-66,67%) e
Micromonosporaceae (16,67-44,44%) na seca.

Nas lagoas que apresentaram floracdes de cianobactérias (04SR e 08SR) a riqueza de
familias relacionadas ao gene arsC variaram de 1 a 9. Enquanto nas lagoas preta (06SR) esses
valores variaram de 4 a 9. Os valores de Chaol ndo apresentaram diferencas significativas entre

as lagoas (Tabela 6).

Tabela 6. Indices de riqueza (Chaol) e diversidade (Shannon) do gene arsC nas lagoas salino-
alcalinas Pantanal brasileiro.

Gene arsC Chaol Shannon
04SRS 4+1la 0,458+0,280 bc
04SRC 6+2a 0,619+0,420abc
06SRS 4+1la 1,047+ 0,173ab
06SRC 9+5a 1,347+ 0,255a
08SRS 1+la 0,069+ 0,173 ¢
08SRC 9+5a 1,357+0,255a

Letras mintisculas: comparag¢do entre as lagoas

O indice de Shannon da comunidade bacteriana associada ao gene arsC na lagoa 06SR
foi significativamente maior do que nas lagoas 04SR e 08SR. De modo geral, o indice de
diversidade de Shannon aumentou significativamente do periodo de seca (maiores
concentragdes de As) para cheia (menores concentracdes de As) em todas as lagoas. A menor
diversidade de bactérias no periodo de seca ndo foi inesperada, pois altos niveis de poluentes
metalicos provavelmente exercem uma forte pressao seletiva, e assim, reduzem a diversidade
microbiana geral (Achour et al., 2007)

Essa mudanga sazonal das comunidades microbianas relacionadas com a
biotransformacao do arsenato em arsenito representa uma alteracao na diversidade beta () das
lagoas salino-alcalinas. A analise estatistica aplicada nos dados confirmou que as comunidades
bacterianas diferiram significativamente (valor de p=0,054) entre as lagoas quando comparados
grupos com alto e baixo nivel de arsénio. Corroborando com a informagao sobre a mudanca da

diversidade beta em relacdo ao nivel de As, a analise de similiaridade (ANOSIM) demonstrou
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um valor estatistico de R igual a 0,6231 com significancia de p=0,0001. Isso significa que
existe dissimilaridade entre a estrutura das comunidades microbianas que habitam essas lagoas
de acordo com os niveis de arsénio. Na figura 12, uma andlise de coordenadas principais
(PCoA) permite observar essa dissimilaridade entre as amostras. No periodo de seca observou-
se uma proximidade das amostras das lagoas 04SR e 08SR, e essas mais distantes das amostras
da lagoa 06SR. Enquanto as amostras no periodo de cheia apresentaram-se bem distantes uma
das outras, evidenciando a heterogeneidade da comunidade bacteriana nessas lagoas. As
coordenadas principais PC1 e PC2 representam 72,4% da variabilidade dos dados, sugerindo

que os niveis de arsénio e a sazonalidade contribuem para a estruturagdo dessas comunidades.
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Figura 12. Analise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades microbianas nas lagoas
salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, de acordo com sazonalidade (periodos de seca (S) e
cheia (C)) e concentracdes qualitativas de arsé€nio (altas concentragdes: circulo azul escuro) e
(baixas concentragdes: circulo azul claro). Resultados baseados no gene arsC a partir do
metagenoma. indice de diversidade: Bray-Curtis.

Dentro da célula, apds a enzima arsenato redutase reduzir o As(V) a As(Ill), esse pode
ser expelido da célula pela bomba de efluxo, codificada pelo gene arsB. Deste modo avaliou-
se nas lagoas a presenga e a distribui¢do taxondmica desse gene.

Ao analisar o mapeamento do gene arsB, verificou-se a presenga somente nas lagoas
que apresentaram floracdes de cianobactérias (Figura 13). Nas lagoas 06SR e 07SR, o gene
arsB afiliou-se taxonomicamente a quatro sequéncias, desse modo, o mapeamento nao foi

considerado representativo para se avaliar a diversidade presente nessas lagoas.
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Figura 13. Abundancia relativa bacteriana em nivel de familia nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (S) e cheia (C). Resultados baseados na proteina
ArsB (Arsenic efflux pump protein) a partir de metagenoma.
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Na classificacdo taxondmica das sequéncias afiliadas ao gene arsB, observou-se uma
predominancia de organismos da familia Microcoleaceae (95,23-99,73%) nas lagoas 04SR
(seca e cheia) e 08SR (91,39-94,65%) no periodo de seca. Enquanto no periodo de cheia, na
lagoa O8SR observou-se uma mudanga na composi¢do bacteriana com predominio da familia
Aphanizomenonaceae (83,17-93,58%).

Os indices de riqueza e diversidade do gene arsB ndo apresentaram diferencas
significativas nas lagoas estudadas (Tabela 7). A riqueza de familias na lagoa 04SR foi a mesma
independente do periodo, e a diversidade de Shannon variou pouco do periodo de seca para
cheia. Na lagoa 08SR, o indice de riqueza de familias que apresentaram o gene arsB variaram
de 3 a 9. Enquanto para diversidade ndo houve variacdo, sendo essa de 0,336. Os valores
encontrados para ambos os indices sdo considerados baixos indicando a predomindncia de

poucas espécies.
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Tabela 7. indices de riqueza (Chaol) e diversidade (Shannon) do gene arsB nas lagoas salino-
alcalinas Pantanal brasileiro.

Gene arsB Chaol Shannon
04SRS 3+la 0,143+0,045a
04SRC 3+la 0,108+0,105a
08SRS 9+5a 0,336+ 0,089a
08SRC 3+la 0,336+ 0,133a

Letras minusculas: comparagao entre as lagoas

A analise de PCoA mostrou que as estruturas das comunidades bacterianas com gene
arsB nas lagoas com altas concentragdes de arsénio sao muito similares entre si, observando
assim, uma alta sobreposi¢do dos pontos no periodo de seca (Figura 14). Por outro lado, no
periodo de cheia quando as concentragdes de As estavam mais baixas, as amostras da lagoa
08SR se agruparam distantes da lagoa 04SR. A anélise da diversidade beta confirmou que a
estrutura das comunidades bacterianas diferiu significativamente (valor de p=0,022) entre as
lagoas quando comparadas através da analise de variancia PERMANOVA. De acordo com o
valor estatistico de R igual a 1 com significincia de p=0,0059, existe uma grande
dissimilaridade na estrutura das comunidades microbianas dos grupos com alto e baixo nivel
de arsénio. Os eixos PC1 e PC2 foram responsaveis por 99,7% da variacao dos dados, o que
indica que os niveis de arsénio foram suficientes para explicar a estruturagdo dessas

comunidades quando a analise ¢ baseada no gene arsB.



62

0.6

0.4

PC2: 0.5%
0.2
I

04SR2S
083RdBg  04SR3C 08SR1C

~| 04SR1S T
S e iy

0.0

T T T T T T
-0.2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8

PC1: 99.2 %
Figura 14. Anélise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades microbianas nas lagoas
salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, de acordo com sazonalidade (periodos de seca (S) e
cheia (C)) e concentragdes qualitativas de arsénio (altas concentragdes: circulo azul escuro) e
(baixas concentragdes: circulo azul claro). Resultados baseados no gene arsB a partir do
metagenoma. Indice de diversidade: Bray-Curtis.

A proteina ArsA ¢ uma ATPase que forma um complexo com a proteina
transmembrana ArsB para expulsar o arsenito da célula de maneira mais eficaz. As sequéncias

do gene arsA afiliaram-se principalmente com organismos das familias Aphanizomenonaceae

e Microcoleaceae, pertecentes ao Filo Cyanobacteria, nas lagoas 04SR e 08SR (Figura 15).
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Figura 15. Abundancia relativa bacteriana em nivel de familia nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (S) e cheia (C). Resultados baseados na proteina
ArsA (Arsenical pump-driving ATPase) a partir de metagenoma. Somente os taxons mais
abundantes foram apresentados.

Em ambos os periodos, na lagoa 04SR observou-se um predominio das familias
Aphanizomenonaceae (8,16-53,55%) e Microcoleaceae (32,22-87,90%). Enquanto na lagoa
08SR, as familias Aphanizomenonaceae (10,37-29,58%) e Microcoleaceae (53,84-71,18%)
predominaram no periodo de seca. Por outro lado, no periodo de cheia houve alteragdo dos
taxons dominantes com as familias Aphanizomenonaceae (82,81-100%) e Microcystaceae
(8,62-12,5%) sendo as mais abundantes.

Nas lagoas 06SR e 07SR, nao foram encontradas sequéncias associadas com o gene
arsA no mapeamento.

A lagoa 04SR apresentou diversidade de micro-organismos equivalentes independente
da época e o indice de riqueza de familias que apresentaram o gene arsA4 variaram de 12 a 23
(Tabela 8). Por outro lado, a lagoa 08SR apresentou baixa riqueza de familias variando de 3 a
11 quando comparada a lagoa 04SR, os baixos valores encontrados demonstram que poucas

espécies predominam na comunidade.
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Tabela 8. indices de riqueza (Chaol) e diversidade (Shannon) do gene arsA nas lagoas salino-
alcalinas Pantanal brasileiro.

Gene arsA Chaol Shannon
04SRS 12+6a 0,924+0,238a
04SRC 23+14a 0,902+0,437a
08SRS 11+3a 1,147+0,167a
08SRC 3+2a 0,351+ 0,310a

Letras mintsculas: comparagdo entre as lagoas

A andlise da diversidade beta corrobou com a informagdo de que as comunidades
bacterianas ndo diferiram significativamente (valor de p=0,065) entre as lagoas quando
comparadas. As lagoas 04SR e 08SR, no periodo de seca, agruparam-se mais proximas do que
no periodo de cheia (Figura 16). Adicionalmente, os dois eixos da PCoA explicaram 86,3% da
variabilidade dos dados, com os eixos 1 e 2 da PCoA representando 66,3% e 20% da variacao,

respectivamente, significando um bom ajuste das comunidades microbianas.
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Figura 16. Analise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades microbianas nas lagoas
salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, de acordo com sazonalidade (periodos de seca (S) e
cheia (C)) e concentracdes qualitativas de arsé€nio (altas concentragdes: circulo azul escuro) e
(baixas concentragdes: circulo azul claro). Resultados baseados no gene ars4 a partir do
metagenoma. Indice de diversidade: Bray-Curtis.

Além da bomba ArsB citada anteriormente, o efluxo de arsenito também pode ocorrer

pela bomba Acr3. Baseando-se no gene acr3, observou-se que as lagoas com floragoes de
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cianobactérias, 04SR (periodo de seca e cheia) e 08SR (seca) apresentaram mais sequéncias

associados com membros pertecentes ao Filo Cyanobacteria (Figura 17).
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Figura 17. Abundancia relativa bacteriana em nivel de familia nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (S) e cheia (C). Resultados baseados na proteina
Acr3 (Arsenical resistance protein) a partir de metagenoma. Somente 0s taxons mais
abundantes foram apresentados.
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Na lagoa 04SR observou-se em ambos os periodos, o predominio das familias
Aphanizomenonaceae (5,27-30,78%) e Microcoleaceae (20,55-77,63%). Por outro lado,
observou-se um dominio da familia Microcoleaceae (40,21-68,09%) na lagoa 08SR somente
no periodo de seca.

Na lagoa 06SR, foi possivel observar uma distingao das comunidades microbianas do
periodo de seca daquelas existentes nas lagoas no periodo de cheia, com uma alteragao evidente
nos taxons dominantes de um periodo para o outro de acordo com a abundancia relativa de
sequéncias encontrados. No periodo de seca encontram-se as Familias Synechococcaceae
(18,62-32,32%) e Rhodobacteraceae (14,70-24,24%) como principais dominantes, enquanto
que na cheia vé-se Rhodocyclaceae (3,84-16,39%) e Rhodospirillaceae (4,44-15,38%). As
familias dominantes em ambos os periodos na lagoa 07SR foram Rhodocyclaceae (4,76-
21,62%) e Comamonadaceae (4,76-18,91%).

Nas lagoas salino-alcalinas que houve presencga de floracdes de cianobactérias (04SR

e 08SR) ariqueza de familias relacionadas ao gene acr3 variou de 17 a 39, enquanto nas lagoas
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preta (06SR) e cristalina (07SR) esses valores foram de 23 a 72. Apesar dessa diferenca da
riqueza de familias nas lagoas, ndo houve diferenca significativa entre eles (Tabela 9).

De modo geral, o indice de diversidade de Shannon nas lagoas 04SR e 08SR cujas
médias variaram entre 1,46 a 2,64 foram menores em relagdo as lagoas sem floragdes de
cianobactérias 06SR e 07SR, nas quais os indices variaram de 2,22 a 3,04. De acordo com os
resultados obtidos, a sazonalidade entre o periodo de seca (maiores concentragdes de As) e
cheia (menores concentragdes de As) teve efeito sobre a diversidade de familias que possuem
o gene acr3, apresentando assim diferengas significativas entre os periodos amostrados, exceto

para lagoa preta 06SR.

Tabela 9. indices de riqueza (Chaol) e diversidade (Shannon) do gene acr3 nas lagoas salino-
alcalinas Pantanal brasileiro.

Gene acr3 Chaol Shannon
04SRS 17+ 12a 2,19 + 0,039abc
04SRC 39+7a 1,69 £ 0,670 bc
06SRS 41 + 14a 2,70 + 0,346a
06SRC 42 + 10a 3,04 +0,099a
07SRS 72+ 59a 2,60 = 0,032ab
07SRC 23+ 10a 2,22 + 0,409abc
08SRS 21+ 8a 1,46 £0,129 ¢
08SRC 31+ 9a 2,64 £0,322a

Letras mintisculas: comparag¢do entre as lagoas

Na figura 18, uma analise de coordenadas principais (PCoA) permiteu observar que a
dissimilaridade entre as amostras com diferentes niveis de arsénio e de acordo com a
sazonalidade apresentou uma variabilidade de 50,1%. O teste de variancia (PERMANOVA)
aplicado nos dados mostrou diferenga significativa (valor de p=0,001) entre as lagoas com alto
e baixo nivel de arsénio. Observou-se na PCoA a formacao clara de grupos distintos das
amostras de acordo com os niveis de arsénio, e ainda, a andlise de similaridade (ANOSIM)
demonstrou um valor estatistico de R igual a 0,7867 com significancia de p=0,0001. As lagoas
04SR (seca e cheia) e 08SR (seca) agruparam-se devido suas altas concentracdes de arsénio e
ficaram distantes da lagoa 08SR (cheia), a qual apresentou baixas concentragdes de arsénio. De
acordo com o R?e p-valor foi possivel identificar que existe dissimilaridade entre a estrutura
das comunidades microbianas com gene acr3 que habitam as diferentes lagoas em relagdo aos

niveis de arsénio alto e baixo.
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Figura 18. Analise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades microbianas nas lagoas
salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, de acordo com sazonalidade (periodos de seca (S) e
cheia (C)) e concentracdes qualitativas de arsénio (altas concentragdes: circulo azul escuro) e
(baixas concentragdes: circulo azul claro). Resultados baseados no gene acr3 a partir do
metagenoma. Indice de diversidade: Bray-Curtis.

Apo6s as bombas ArsB ou Acr3 transportarem o As (III) para fora do citoplasma, esse
pode ser oxidado por alguns micro-organismos. O processo de oxidagado aerdbica do As (III) €
mediado pela enzima arsenite oxidase que transforma o As (III) em As (V), considerado menos
toxico.

A figura 19 mostra os micro-organismos potencialmente responsaveis pelo processo
de oxidagdo do As (III) nas lagoas salino-alcalinas. Na lagoa 04SR observou-se em ambos os
periodos, o predominio da familia Rhodobacteraceae (42,67-51,21%). Podemos observar de
maneira geral que os organismos da familia Vibrionaceae apresentaram mais sequéncias
associadas as lagoas com flora¢des de cianobactérias (04SR e 08SR) no periodo de seca,
enquanto no periodo de cheia observou-se uma redugdo desse grupo.

Na lagoa preta (06SR) nao houve discriminagcdo nas comunidades microbianas da
época de seca daquelas existentes nas lagoas na época de cheia, de forma que, as familias com
mais sequéncias afiliados ao gene aioA foram Rhodocyclaceae (22,88-36,93%),
Rhodobacteraceae (6,78-18,33%) e Comamonadaceae (3,33-24%). Por outro lado, a lagoa
cristalina (07SR) apresentou uma redugdo aparentemente significativa entre o periodo de seca
e cheia de organismos das familias Comamonadaceae (seca: 32,55-52,63%; cheia: 11,68-

20,27%) e Alcaligenaceae (seca:16,27-27,78%; cheia: 4,34-9,09%).
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Na lagoa 08SR, observou-se uma notoéria alteracdo nos taxons dominantes das épocas
de seca para cheia. No periodo de seca encontram-se as familias Vibrionaceae (18,18-25%) e
Oceanospirillaceae (18,42-37,31%) como principais dominantes, enquanto no periodo de cheia

verificam-se organismos da familia Comamonadaceae (22-38,98%).

L

Figura 19. Abundancia relativa bacteriana em nivel de familia nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (S) e cheia (C). Resultados baseados na proteina
AioA (Arsenite oxidase) a partir de metagenoma. Somente os tdxons mais abundantes foram
apresentados.
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As lagoas 04SR e 06SR apresentaram as maiores amplitudes de riqueza do gene aioA
(Tabela 10). Nas lagoas salino-alcalinas 04SR e 06SR os valores de Chaol variaram de 16 a
27, enquanto que nas lagoas 07SR e 08SR foram de 12 a 15. Os valores de Chaol ndo
apresentaram diferencas significativas entre as lagoas e nem em relacdo a sazonalidade.

A diversidade dos organismos que desempenham a funcdo de oxidar o arsenito
também foi semelhante nas lagoas, sendo que essa variou de 1,77 a 2,26. Esses valores
corroboram com os encontrados por Jiang et al. (2014) ao analisar a diversidade de bactérias
oxidantes de As (III), cujos indices de Shannon variaram entre 0 a 2,03 em areas geotérmicas

com diferentes concentragdes de As (17,6 a 465,41 ug LY.
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Tabela 10. Indices de riqueza (Chao1) e diversidade (Shannon) do gene aioA4 nas lagoas salino-
alcalinas Pantanal brasileiro.

Gene aioA Chaol Shannon
04SRS 27+20a 1,81+ 0,042a
04SRC 2245 a 1,93+ 0,075a
06SRS 22+5a 2,26+ 0,135a
06SRC 16 +£5a 2,07+ 0,038a
07SRS 13+5a 1,77+ 0,404a
07SRC 15+4 a 2,05+ 0,103a
08SRS 12+4 a 1,96+ 0,247a
08SRC 1243 a 2,08+ 0,253a

Letras mintsculas: comparagao entre as lagoas

Para acessar a diversidade beta (p) das lagoas salino-alcalinas e ver a heterogeneidade
da estrutura das comunidades microbianas de acordo com niveis de As utilizou-se a andlise de
PCoA (Figura 20). Com a analise observou-se que as lagoas 06SR, 07SR e 08SR agruparam-
se proximas no periodo de cheia, o que mostrou que a estrutura das comunidades bacterianas
sdao similares entre si. Por outro lado, quando as concentragdes de arsénio estavam mais
elevadas no periodo de seca, as lagoas 04SR, 06SR e 08SR formaram um outro grupo, porém
essas ficaram mais distantes. De acordo com o p-valor (0,001) e o valor estatistico de R igual a
0,6514 com significancia de p=0,0001, existe dissimilaridade na estrutura das comunidades
microbianas com gene aio4 que habitam as lagoas. Adicionalmente, as coordenadas principais
PCol e PCo2 explicam 59,5% da variabilidade dos dados, sugerindo que outros fatores também

podem estar influenciando a estrutura¢ao dessas comunidades.
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Figura 20. Analise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades microbianas nas lagoas
salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, de acordo com sazonalidade (periodos de seca (S) e
cheia (C)) e concentracdes qualitativas de arsé€nio (altas concentragdes: circulo azul escuro) e
(baixas concentragdes: circulo azul claro). Resultados baseados no gene aiod a partir do
metagenoma. Indice de diversidade: Bray-Curtis.

Estudos realizados com bactérias anaerobicas revelaram outro conjunto especializado
de arsenito oxidase nomeada ArxA. Essas bactérias sdo capazes de usar o arsenito como
fornecedor de energia durante o crescimento autotréfico, acoplando a oxidagdo anaerdbica do
arsenito através dos produtos do gene arxA4 a reducdo de nitrato ou com fixacdo de CO;
(Kumari; Jagadevan, 2016).

A figura 21 mostra as familias de bactérias arsenotroficas potencialmente responsaveis

pelo processo de oxidacdo anaerdbica do As (III) nas lagoas salino-alcalinas.
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Figura 21. Abundancia relativa bacteriana em nivel de familia nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal brasileiro, durante os periodos de seca (S) e cheia (C). Resultados baseados na proteina
ArxA (Anaerobic arsenite oxidase) a partir de metagenoma.
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Na lagoa 04SR, as familias Ectothiorhodospiraceae (10,34-43,75%) e
Rhodobacteraceae (20,31-31,03%) foram as dominantes no periodo de seca. Por outro lado, no
periodo de cheia observou-se uma reducdo de sequéncias associadas a familia
Ectothiorhodospiraceae (0-2,08%) e um aumento das sequéncias afiliadas a familia
Rhodobacteraceae (32,72-45,83%).

Na lagoa 08SR, do periodo de seca para cheia, observou-se uma alteracdao dos tdxons
dominantes. Sendo que, na seca houve predominio da familia Ectothiorhodospiraceae (49,18-
53,50%), enquanto na cheia da familia Comamonadaceae (31,91-41,42%)).

As lagoas 06SR e 07SR apresentaram-se mais diversas do que as lagoas com floragcdes
de cianobactérias, sendo possivel observar um padrao de distribuicdo do gene entre as familias,
sem a predominancia de uma delas especificamente.

O indice de riqueza de familias com o gene arxA nas lagoas salino-alcalinas variou de

20 a 33 (Tabela 11). Dentre as lagoas, do periodo de seca para cheia, houve uma pequena

redugdo nos indices de riqueza e esses nao apresentaram diferenga significativa.
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Tabela 11. indices de riqueza (Chao1) e diversidade (Shannon) do gene arxA nas lagoas salino-
alcalinas Pantanal brasileiro.

Gene arxA Chaol Shannon
04SRS 27+15a 2,083+0,387 bc
04SRC 26+t6a 2,150+0,129abc
06SRS 30+10a 2,775+0,137a
06SRC 28+16a 2,453+0,178abc
07SRS 33+24a 2,606+0,314ab
07SRC 20+15a 2,075+0,200bc
08SRS 24+3a 1,950+0,139 ¢
08SRC 20+11a 2,103+0,148bc

Letras mintisculas: comparag¢do entre as lagoas

Em relagdo ao indice de Shannon, as lagoas que apresentaram as maiores diversidades
associadas ao gene arxA foram a 06SR (2,775+0,137) e 07SR (2,606+0,314) no periodo de
seca. A diversidade da comunidade bacteriana dessas lagoas foi significativamente maior do
que nas lagoas 04SR (2,083+0,387) e 08SR (1,950+0,139) no mesmo periodo. Observa-se uma
possivel reduc¢ao no indice de diversidade do periodo de seca para cheia nas lagoas 06SR e
07SR, enquanto nas lagoas 04SR e 08SR ocorre um aumento da diversidade de Shannon.

As estruturas das comunidades bacterianas dos periodos de seca (alto nivel de As) e
cheia (baixo nivel de As), avaliadas através do PCoA, diferiram significativamente (valor de
p=0,001) entre as lagoas (Figura 22). Apesar da diferenca significativa, observou-se uma
proximidade no agrupamento da lagoa 06SR (seca) com as lagoas 04SR e 08SR no periodo de
cheia. De acordo com o valor estatistico de R igual a 0,3406 com significancia de p=0,0001, os
niveis de arsénio alto e baixo ndo foram suficientes para explicar a mudanga na estrutura da
comunidade. Adicionalmente, as coordenadas principais PC1 e PC2 explicaram 43,9% da
variabilidade dos dados, sugerindo que outros fatores podem estar influenciando a estruturacao

das comunidades que possuem o gene arxA4.
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Figura 22. Andlise de coordenadas principais (PCoA) das comunidades microbianas nas lagoas
salino-alcalinas do Pantanal brasileiro, de acordo com sazonalidade (periodos de seca (S) e
cheia (C)) e concentracdes qualitativas de arsé€nio (altas concentragdes: circulo azul escuro) e
(baixas concentragdes: circulo azul claro). Resultados baseados no gene arx4 a partir do
metagenoma. Indice de diversidade: Bray-Curtis.

A estrutura da comunidade bacteriana baseada nos genes metabolizadores de arsénio
foi estudada principalmente em aguas subterraneas, sedimentos, fontes hidrotermais ¢ em
lagoas salino-alcalinas (Cai et al., 2009; Duquesne et al., 2008; Gihring; Banfield, 2001;
Handley et al., 2009; Kumari; Jagadevan, 2016; Oremland; Stolz, 2005). A literatura é pouca
informativa sobre a funcionalidade de genes associados com metabolismo do arsénio em aguas
de lagoas salino-alcalinas. Dos 11 genes selecionados por estarem envolvidos com a ciclagem
de arsé€nio, ndo foram encontradas sequéncias associadas a cinco genes (arrA4, arrB, arsM, arsl
e arsD) no mapeamento. Os seis genes mapeados foram relacionados com reducdo do arsenato
(arsC), transporte de arsenito (arsA, arsB e acr3) e oxidacao do arsenito (aioA4 e arxA).

A entrada do As (V) nas células microbianas, forma predominante nas lagoas, ocorre
por transportadores de fosfato, como Pst (transporte especifico de fosfato) e Pit (transporte
inorganico de fosfato), sendo o ultimo a via primaria de entrada (Slyemi; Bonnefoy, 2012).
Uma vez dentro das células, As (V) ¢ reduzido para As (III) pela enzima arsenato redutase
citoplasmatica, codificada pelo gene arsC, presente em micro-organismos aerobicos e
anaerobicos (Liévremont et al., 2009). A presencga deste gene foi observada nas lagoas 04SR,
06SR e 08SR (Figura 11), as mesmas que apresentaram as maiores concentragdes de As (V).

Os filos bacterianos mais abundantes relacionados ao gene arsC encontrados nas lagoas
foram Cyanobacteria (04SR e 08SR) e Actinobacteria (06SR), sendo o ultimo comumente
encontrado afiliado ao gene arsC e em ambientes altamente contaminados com As (Retamal-

Morales et al., 2017; Tanmoy et al., 2018). Firrincieli et al. (2019) demonstraram que isolados
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do filo Actinobacteria possuem capacidade de crescer em altas concentragdes de As (V) e
geralmente representantes deste filo possuem o sistema genético de resisténcia basica de As (V)
composto por arsR, acr3 e arsC, indicando que esses micro-organismos, além da capacidade
de tolerar altas concentragdes de As, podem biotransforma-lo.

Com relacdo ao filo Cyanobacteria, representantes estao distribuidos mesmo em locais
altamente contaminados com arsénio, tais como lagoas salino-alcalinas, minas acidas, fontes
termais (Bertin et al., 2011; Edwardson; Hollibaugh, 2017; Sangwan et al., 2015). A presenca
de genes de detoxificacdo do arsenato foi relatada em varias espécies de cianobactérias,
incluindo o género Limnospira sp., pertencente a familia Microcoleaceae (Guo et al., 2016;
Huertas et al., 2014; Lefort et al., 2014), um dos principais responsaveis pelas floragdes nas
lagoas do Pantanal (Andreote et al., 2018; Santos et al., 2018). Isto indica um possivel potencial
desta cianobactéria em reduzir o As (V) em As (III) nessas lagoas. Pode parecer contraintuitivo
a conversdo celular do estado de oxidacdo menos toxico (As V) para o estado mais toxico e
soluvel (As III). Porém, andlises moleculares indicaram que todas as vias de detoxificagcdo do
arsénio usavam arsénios trivalentes como substratos antes do grande evento de oxigenacao
(GOE) da Terra (Chen et al., 2020). Ap6s o GOE, desencadeou uma oxidagao em escala global
de espécies reduzidas de arsénio e levou a biodisponibilidade generalizada do arsenato. Desse
modo, o sistema antigo de eliminacdo de As(IIl) se expandiu para acomodar essas mudancas
ambientais (Chen et al., 2020). Portanto, a solu¢do mais simples ¢ reduzir o As (V) a As (III)
para o qual as cé€lulas ja possuem mecanismos de remogao citosolica.

ApOs a enzima arsenato redutase reduzir o As (V) a As (III), esse pode ser expelido da
célula por bombas de membrana especificas. Nas lagoas 04SR e 08SR, observou a presenca da
proteina de membrana integral ArsB, que bombeia As (III) para fora da célula. Quando sozinha,
a ArsB funciona quimiosmoticamente, explorando o potencial de membrana para impulsionar
o efluxo do metaloide. Quando acoplada com ArsA, uma ATPase que converte o potencial de
membrana em ATP, fornece energia da hidrolise do ATP para o ArsB, fazendo o efluxo de
arsenito de forma mais eficiente (Yang et al., 2012). Além da bomba citada anteriormente, o
efluxo de arsenito pode ocorrer pela bomba Acr3, que também pode acoplar-se a ArsA ATPase
(Castillo; Saier, 2010).

O transporte de arsenito pela bomba ArsB(A) codificada pelos genes arsB e arsA foi
observado nas lagoas que apresentaram floragdes de cianobactérias (Figuras 13 e 15), sendo
esse processo atribuido principalmente ao Filo Cyanobacteria. O mecanismo de detoxificagao
do arsénio nas cé€lulas cianobacterianas inclui o efluxo de compostos de arsénio inorganico

intracelular. O operon ars, contendo os genes arsB e arsC ¢ amplamente distribuido na maioria
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das cianobactérias sequenciadas, sugerindo que esses genes sdo cruciais para resisténcia ao
arsénio em cianobactérias (Miyashita et al., 2016).

Dentro do filo Cyanobacteria, as familias Aphanizomenonaceae ¢ Microcoleaceae
afiliaram-se aos genes arsB e arsA. Estas familias apresentarem-se relacionadas aos genes ¢ de
grande importancia considerando-se que dentro dessas tém-se os géneros Anabaenopsis sp. €
Limnospira sp., respectivamente, ambas responsaveis pelas floracdes nas lagoas salino-
alcalinas do Pantanal (Costa et al., 2016; Santos et al., 2018), sugerindo a possivel contribui¢ao
destas cianobactérias em expelir o As (III), diminuindo o acimulo dessa forma mais toxica.

Os baixos indices de diversidade associados com os genes arsC, arsB e arsA (Tabelas
6, 7 e 8) refletem a dominancia de poucas espécies nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal com
potencial para reducao do arsenato e extrusdo de arsenito. Embora as condigdes ambientais
sejam diferentes, Sheik et al. (2012) relataram que o dominio de uma Unica espécie aumentou
quanto menos diversificado eram os solos contaminados com diferentes concentragdes de As.

Apesar da redundancia funcional como bombas de efluxo de As (III), ArsB e Acr3 tém
diferencas estruturais ¢ uma diversidade muito distinta (Garbinski, et al., 2019). As proteinas
ArsB estdo presentes apenas em procariontes, enquanto as proteinas Acr3 sdao encontradas em
bactérias, arquéias, fungos e algumas plantas (Castillo; Saier, 2010; Yang et al., 2015).
Diferente do gene arsB que foi encontrado somente nas lagoas 04SR e 08SR, sequéncias
afiliadas ao gene acr3 foram encontradas em todas as lagoas (Figura 17).

Além das familias Aphanizomenonaceae ¢ Microcoleaceae ja relatadas por estarem
envolvidas no transporte de As (III) nas lagoas 04SR e 08SR, outros taxéns também compdem
a estrutura das comunidades bacterianas nas diferentes lagoas. Nas lagoas 06SR (cheia) e 07SR
ambos os periodos, encontrou-se a familia Rhodocyclaceae afiliada ao gene acr3. Membros
dessa familia ja foram relatados em diferentes ambientes contaminados com arsénio tais como,
aguas subterraneas, sedimentos, solos (Hassan et al. 2016; Sonthiphand et al., 2019; Wang et
al. 2014) e possuem capacidades metabdlicas versateis, incluindo a capacidade de crescer sob
condi¢des oligotroficas (Ivanova et al., 2013), estado que ambas lagoas encontravam-se durante
os periodos que a familia foi associada ao gene.

Chakraborty et al. (2020) detectaram quatro familias principais: Burkholderiaceae,
Gallionellaceae, Rhodocyclaceae e Comamonadaceae ao investigarem a aguas subterraneas
contaminadas com As, sendo as duas ultimas também observadas nas lagoas salino-alcalinas.
Os mesmos autores sugerem que além da capacidade de oxidar e reduzir compostos arsénicos,
os membros da classe Betaproteobacteria t€ém de alterar os estados redox e a solubilidade dos

compostos que, por sua vez, afetam a liberagcdo ou retengdo de As.
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Outras familias como, Synechococcaceae e Rhodobacteraceae foram atribuidas ao
gene acr3 na lagoa 06SR (seca). A presenga dessas familias ja foram relatadas em sedimentos
(Franco et al., 2015) e aguas subterraneas (Paul et al., 2015) contaminadas com As. Saunders
et al. (2016), ao analisarem o potencial genomico para efluxo de arsénio em organismos da
familia Synechococcaceae relataram que as mesmas possuem os genes acr3, arsC e arsR sendo
suficientes para o transporte de arsenito.

Quase todas as espécies procarioticas possuem um gene arsB ou um acr3 (Yang et al.,
2012), em alguns casos ambos dentro de um unico organismo, embora nenhum exemplo da
coexisténcia dos dois transportadores codificados no mesmo operon tenha sido relatado (Yang
etal., 2015).

Apos o As (III) estar fora da célula, seja pela bomba ArsB ou Acr3, esse pode ser
metilado ou oxidado (Slyemi; Bonnefoy 2012). A biometilagdo do arsenito ¢ catalisada pela
enzima S-adenosilmetionina metiltransferase (ArsM), formando os intermedidrios volateis
monometil arsenito (MMAs (III)), dimetil arsenito (DMAs (III)) e trimetil arsina (TMAs)
(Huang et al., 2018; Slyemi; Bonnefoy 2012). Verificou-se nas lagoas o potencial genético de
micro-organismos para metilagdo do As (III), porém nao foram encontradas sequéncias
associadas com o gene arsM no mapeamento. Por outro lado, em todas as lagoas foram
mapeados gene (aioA), que codifica a enzima arsenito oxidase, relacionado a oxidacdo aerdbia
do arsenito. Durante esse processo, o gene aio4 codifica a proteina arsenito oxidase que usa As
(IIT) como doador de elétrons, oxidando-o em As (V).

O processo de oxidagdo microbiana do arsenito foi descrito pela primeira vez em 1918
por Green (Santini et al., 2000). Desde as primeiras descobertas, mais de 40 estirpes de bactérias
aerobias oxidantes de As (III), pertencentes principalmente ao filo Proteobacteria, foram
isoladas de diversos ambientes contaminados com As, como sedimentos, solos, rejeitos de
minas, areas hidrotérmicas e dguas naturais (Cai et al., 2009; Duquesne et al., 2008; Gihring;
Banfield, 2001; Handley et al., 2009; Kumari; Jagadevan, 2016).

Nas lagoas salino-alcalinas foram encontradas sequéncias do gene aioA afiliadas
principalmente as familias Alcaligenaceae, Comamonadaceae, Rhodobacteraceae,
Rhodocyclaceae, Oceanospirillaceae e Vibrionaceae (Figura 19). A presenga da familia
Comamonadaceae, afiliada ao gene aioA, ja foi relatada em lagoa salino-alcalina (Silva, 2015),
localizada na mesma regido que as lagoas avaliadas neste estudo.

Membros da familia Alcaligenaceae presente em todas as lagoas, apresentam-se como

uma das bactérias oxidantes heterotréficos mais antigas e bem caracterizadas, uma vez que, a
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enzima arsenita oxidase foi isolada pela primeira vez da bactéria Alcaligenes faecalis em 1992
(Anderson et al., 1992; Ellis et al., 2001).

Crognale et al. (2019) relataram a prevaléncia das familias Comamonadaceae,
Rhodobacteraceae, Burkholderiaceae e Xanthomonadaceae no processo de oxidagao de As (III)
ao caracterizarem a comunidade microbiana em 4guas subterraneas contaminadas com As,
sendo as duas primeiras familias também encontradas afiliadas ao gene aio4 nas lagoas do
Pantanal.

As familias Comamonadaceae ¢ Rhodocyclaceae apresentaram-se como principais
dominantes na lagoa 06SR. Membros destas familias sdo frequentemente encontrados em
ambientes contaminados por arsénio e apresentam capacidades fisiologicas e metabodlicas
interessantes, como a capacidade de oxidar As (III) (Cai et al., 2009; Ghosh et al., 2014) e
também sao conhecidos por oxidarem o Fe (II) (Weber et al., 2006), elemento encontrado em
altas concentragdes na lagoa 06SR.

Além da familia Comamonadaceae, frequentemente associada a oxidagdo do arsenito,
foram detectadas em areas alagéaveis, naturais e construidas, a presenc¢a do gene aio4 em varios
grupos de Dbactérias como, Aeromonadaceae, Bradyrhizobiaceae, Burkholderiales,
Enterobacteriaceae, Methylobacteriaceae, Moraxellaceae, Phyllobacteriaceae, Rhizobiaceae e
Pseudomonadaceae (Chang et al., 2010; Jia et al., 2014; Macur et al., 2004; Zhang et al., 2015).
A grande diversidade de bactérias que realizam o processo de oxidagdo aerdbia do arsenito
sugere a importancia deste mecanismo considerado um dos principais para detoxificacao de As
por oxidar As (III) a As (V) forma menos toxica (Slyemi; Bonnefoy, 2012).

Outro sistema de oxida¢do envolvendo gene arxA foi identificado em bactérias
anaerobicas. Neste sistema a oxidagdo anaerobica de As (III) é combinada com a reducao de
nitrato ou integrada a cadeia de transporte de elétrons da fotossintese anoxigénica (Kumari;
Jagadevan, 2016).

Em todas as lagoas foram encontradas sequéncias do gene arxA afiliadas a familia
Ectothiorhodospiraceae (Figura 21). Véarios taxons dessa familia sdo conhecidos por serem
oxidantes anaerdbicas de arsenito e encontrados em abundancia em lagoas salino-alcalinas
(Challacombe et al., 2013; Hamamura et al., 2014; Hoeft et al., 2017; Stamps et al., 2018). A
oxidagdo anaerdbica do arsenito foi descrita pela primeira vez na bactéria quimioautotréfica
Alkalilimnicola ehrlichii MLHE-1, pertencente a familia Ectothiorhodospiraceae (Oremland et
al., 2002; Hoeft et al., 2007), onde o gene arx4 codificou uma nova enzima molibdopterina,
essencial para oxidagdo de arsenito associada com a reducdo de nitrato (Zargar et al., 2010;

2012). Além das bactérias quimioautotrdficas, esse mecanismo também tém sido observado em
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bactérias fotossintéticas isoladas de ambientes salino-alcalinos, como Ectothiorhodospira sp.
PHS-1 e Ectothiorhodospira sp. BSL-9, ambas sdo capazes de oxidar o arsenito acoplado a
fotossintese anoxigénica, processo conhecido fotoarsenotrofia (Hernandez-Maldonado et al.,
2017).

Edwardson et al. (2017) relataram que a ciclagem de arsénio em zonas microaerofilicas
da coluna d’agua no lago Mono, Califérnia foi dominada por membros oxidantes de arsenito
das familias Ectothiorhodospiraceae e Halomonadaceae trancresvendo o gene arxA. Assim,
pode-se dizer que ha uma prevaléncia de organismos pertercentes a essas familias nas lagoas
salino-alcalinas.

Ospino et al. (2019) observaram a presenga do gene arx4 nas familias
Ectothiorhodospiraceae, Rhodocyclaceae, Rhodospirillaceae, Oceanospirillaceae,
Sterolibacteriaceae, sendo estas também observadas nas salino-alcalinas do Pantanal. Os
mesmos autores relataram que a presenga do gene arxA ¢ restrita aos genomas de
Proteobacteria, corroborando com todas familias bacterianas encontradas nas quatro lagoas
analisadas.

Apesar de ser um metabolismo que ocorre geralmente em lagos profundos e
sedimentos (Edwardson et al., 2017; Kulp et al., 2008), a oxidacdo anaerdbica do arsenito foi
mapeado nas aguas das lagoas salino-alcalinas do Pantanal. Este processo tem potencial para
ocorrer devido a alteracdo na concentragdo de oxigénio observada nessas lagoas. Embora as
lagoas amostradas sejam rasas, verificou-se uma supersaturacao de oxigénio nos primeiros 3
cm daquelas que apresentaram floragdes de cianobactérias, porém na profundidade de 7 cm as
mesmas estavam anoxicas (Dados de campo nao publicado). Brothers et al. (2014) observaram
que em lago raso com elevadas concentragdes de carbono organico dissolvido e fitoplancton,
ocorre diminui¢do da zona eufética que culmina na redugdo do oxigénio, eliminagdo da maior
parte da produgdo primaria bentonica e consequentemente promove andxia. Por outro lado, nas
lagoas sem a presenca de floracdes de cianobactérias, a decomposi¢do da matéria organica
presente nessas pode ocasionar a anoxia. De acordo com Esteves (1998), as principais perdas
de oxigénio na agua se deve ao consumo durante a decomposicdo da matéria organica
(oxidagdo), perdas para a atmosfera, respiragdo de organismos aquaticos e oxidacao de ions
metalicos como, por exemplo, o ferro e 0 manganés, sendo esses elementos encontrados em
altas concentracdes nas lagoas 06SR e 07SR respectivamente. As lagoas apresentaram bactérias
com potencial para realiza¢ao deste metabolismo, porém recomenda-se em estudos futuros uma

verificacao do potencial redox nestas lagoas em diferentes profundidades.
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5.4. Analises Genomicas

5.4.1 Isolamento e caracterizacio morfoldgica das linhagens de cianobactérias

A andlise da comunidade microbiana feita em microscopia Optica, mostrou que em
cada lagoa existe uma diversidade diferenciada, havendo como esperado predominancia de
cianobactérias nas lagoas que apresentaram floragao.

O foco do isolamento foi a obtengdo das linhagens mais expressivas, desse modo, trés
cianobactérias foram isoladas: Geminocystis sp. CENA649, Limnospira sp. CENA650 e
Anabaenopsis sp. CENA651, sendo esses dois ultimos os principais causadores de floragdes no
Pantanal brasileiro e ja reportados anteriormente (Andreote et al., 2018; Costa et al., 2016;
Genuario et al., 2017; Santos; Sant’anna, 2010).

A linhagem Geminocystis sp. CENA649 apresentou células solitarias esféricas ou ovais e
células hemisféricas apos a divisdo celular, coloragdo azul-esverdeada, ndo formaram colonias e
observou-se comprimento celular de 6,1 — 8,7 um (7,0 pum em média) e 5,4 — 7,7 um de largura
(6,3 em média), razdo comprimento / largura das cé€lulas de 1,0 a 1,2 (Figura 23a)

As caracteristicas morfologicas da linhagem CENA649, pertencente a ordem
Synechococcales mantiveram-se similar a descricdo de Andreote et al. (2014), porém observou-se
um didmetro maior (6,3 - 7,0 pm) comparado as linhagens G. herdmanii PCC 6308 (3,5 — 4 pm),
isoladas de lagoas em Wisconsin, EUA, e G. papuanica (4 — 5 um), isolada da superficie do solo
de florestas tropicais nas proximidades de Papua-Nova Guiné (Korelusova et al., 2009). A
linhagem PCC 6308 era identificada anteriormente como Synechocystis sp., porém ao evidenciar
as principais diferengas morfoldgicas (didmetro da célula, a posic¢ao ultraestrutural dos tilacoides
e a posi¢ao filogenética) entre Synechocystis e Geminocystis foi proposto a reclassificagdo desta
linhagem para o novo género Geminocystis (Korelusova et al., 2009).

A linhagem Limospira sp. CENA650, pertencente a ordem Oscillatoriales apresentou
células azul-esverdeadas, organizadas em tricomas solitérios, cilindricos, ligeiramente espiralados
e levemente atenuados ou ndo em dire¢ao aos apices; células com protoplasma granuloso, mais
curtas que largas a subquadraticas, com aerdtopos; comprimento celular de 2,6 — 3,4 um (3,0 um
em média) e 6,6 — 7,3 um (6,9 um em média), razdo comprimento / largura da células de 0,4 a 0,5
(Figura 23b). Na linhagem CENA650 observou-se variagdo na morfologia dos tricomas
regularmente ondulados quando comparados com as linhagens estudadas por Santos (2008, 2013)
e Santos; Sant’anna (2010) em lagoas (Salina do meio, Salitrada Campo Dora) do Pantanal da

Nhecolandia.
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Chaiyasitdhi et al. (2018) ao investigarem as vantagens estruturais do dimorfismo em
Limnospira platensis, relacionaram a versatilidade morfologica a motilidade de deslizamento, uma
estratégia de preservar a espécie em condicdes adversas. As estruturas onduladas dos tricomas
helicoidais dificultam o deslizamento e geram perdas na energia propulsora durante a flutuagao.
Por outro lado, os tricomas retos tem melhor capacidade de deslizamento em ambientes aquaticos,
permitindo que o mesmo encontre quimiotaticamente ambientes mais favoraveis.

A linhagem Anabaenopsis sp. CENA651, pertencente a ordem Nostocales apresentou
coloragao verde, células cilindricas, elipticas, com extremidades arredondadas, envelope
mucilaginoso hialino ou ausente, com aerotopos; tricomas curtos; heterocitos esféricos terminais
solitarios ou aos pares quando intercalar e acinetos esféricos a elipticos, solitarios ou aos pares,
distantes do heterocito. As células tinham de 5,5 — 10,8 um de comprimento (7,3 pm em média),
o heterécito de 2,7 — 5,4 um (4,0 um em média) e o acineto 8,5 um, em relacdo a largura, as células
tinham 2,9 — 4,6 pm (3,6pum em média), o heterdcito de 3,1 — 5,3 um (4,0 um em média) de largura
e o acineto 4,1 pm.

Morfologicamente, Anabaenopsis sp. corrobora com os resultados apresentados por Santos
et al. (2018). Este género ¢ considerado o morfotipo heterocitado mais abundante encontrado nas
lagoas salino-alcalinos do Pantanal (Santos; Sant’anna 2010, Santos et al., 2018). Anabaenopsis
elenkinii apresenta habito planctonico e a ocorréncia de tricomas com aer6topos foi observada na
linhagem CENAG651, porém também foi observada a presenga de tricomas sem aerdtopos, sendo
que isso pode estar relacionado a senescéncia dos tricomas em resposta a mudancas de pH (Santos

etal., 2011).
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Figura 23. Microfotografias de linhagens de cianobactérias isoladas de lagoas salino-alcalinas
do Pantanal da Nhecolandia, MS. Imagens a esquerda: microscopia de luz e a direita:
microscopia de varredura. (a) Células de Geminocystis sp. solitarias e em divisdo (b) Tricoma
de Limnospira sp. (¢) Tricoma de Anabaenopsis sp. H=heterdcito. CV = Célula vegetativa.

5.4.2 Anotacio de genes de resisténcia ao arsénio em genomas cianobacterianos

Numero cada vez maior de genomas de procariontes resistentes ao As encontram-se
disponiveis nos bancos de dados, permitindo a identificagdo de muitos agrupamentos génicos
(clusters) relacionados ao As, revelando a heterogeneidade desses agrupamentos, em termos de
contetido genético e organizacdo. Comparagdes entre esses clusters tornam possivel distinguir
um conjunto minimo de genes comuns € outros genes que sdo mais especificos para cada

sistema (Andres; Bertin, 2016).
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Desse modo, devido as altas concentracdes de As nas lagoas salino-alcalinas do
Pantanal, buscou-se genes envolvidos na resisténcia deste metaldiode nos genomas de
cianobactérias isoladas deste ambiente e em isolados de ambientes alcalinos e/ou contaminados
com As (Figura 24).

Nas linhagens do género Arthrospira, exceto Arthrospira sp. TISD091 e A. maxima
CS-328, foram encontrados o operon ars, constituido de trés genes acr3, arsH e arsC. Esse
operon ¢ responsavel pelo sistema de resisténcia ao arsénio, uma vez que, o gene arsC codifica
a enzima arsenato redutase, responsavel pela biotransformagdo de As V (arsenato) para As III
(arsenito); o gene arsH que codifica uma redutase quinona dependente NADPH, capaz de
reduzir varios compostos sem uma fung¢ao clara na resisténcia ao arsénico em cianobactérias; e
o gene acr3, que codifica uma bomba de efluxo transmembrana que expulsa o As III da célula,
reduzindo a sua concentracao intracelular (Huertas et al., 2014). A presenca do operon ars ja
foi relatada em linhagem de Limnospira platensis (Huertas et al., 2014).

Nas duas linhagens citadas anteriormente, TISD091 e CS-328 ndo foram encontrados
nenhum dos genes pertencentes ao operon ars, porém, como o genoma esta incompleto, nao foi
possivel afirmar se essas espécies ndo possuem os genes ou se as sequéncias correspondentes
ndo foram montadas. Em todas as linhagens de Arthrospira e Limnospira foram encontrados os
genes arsR (repressor transcricional responsivo a As (III) e arsM (responsavel pelo processo de
metilacdo que leva a formagdo de espécies volateis de arsénio) (Zhu et al., 2014; Yang; Rosen,
2016).

Independente da distancia geografica do isolamento, a organizacdo do agrupamento
génico do operon ars foi semelhante entre os isolados do género Arthrospira e Limnospira,
embora alguns genes estejam localizados em dire¢des opostas. Por outro lado, Huertas et al.
(2014) observaram que mesmo em cianobactérias pertencentes ao mesmo género, como Nostoc,
a organizacao do operon ars foi varidvel entre as linhagens com outros genes adicionados, ou
seja, cianobactérias mais proximas filogeneticamente podem apresentar diferenca na estrutura

génica.
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Figura 24. Organizacdo genomica dos genes de resisténcia ao arsénio em cianobactérias

alcalifilicas.
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Dentre as linhagens do Pantanal, a anotagdo génica detectou o operon ars somente nos
isolados de Limnospira CENAS597 e CENAG650. As linhagens dos géneros Anabaenopsis e
Pantanalinema apresentaram os genes arsM, acr3 e arsR, entretanto, ndo se pode afirmar que
nesses géneros 0 operon ars esteja ausente, uma vez que o genoma ainda nao esta fechado.

A presenca dos trés genes citados acima também foram observados no isolado
Geminocystis sp. CENAS526. A auséncia do operon ars era esperada, ja que as linhagens
Geminocystis herdmanii PCC 6308 (Shih et al., 2013), Geminocystis sp. NIES-3708 (Hirose et
al., 2015) e Geminocystis sp. NIES-3709 (Hirose et al., 2015), que apresentam genomas
completos, também ndo possuem o operon.

No isolado Alkalinema pantanalense CENAS528 notou-se a presenga de dois genes
pertencentes ao operon, acr3 € arsH, porém esses genes estavam localizados em contigs
diferentes. Foram encontrados ainda os genes arsM e arsR. Outras linhagens como, Alkalinema
sp. CACIAM 70d, Alkalinema sp. RL 2 19 e Alkalinema sp. RU 4 3 foram analisadas para
verificar se o operon ars estava presente nas linhagens do género. O operon ars completo ndo
foi encontrado em nenhuma das linhagens, os genes arsR, acr3, arsH e arsM foram encontrados
no isolado CACIAM 70d. Por outro lado, no isolado RL 2 19 foi encontrado somente arsR.
Em nenhuma das linhagens foi encontrado o operon ars completo, no isolado CACIAM 70d
foram encontrados os quatro genes anotados na CENAS528. Por outro lado, no isolado RL 2 19
foi encontrado somente arsR. Enquanto para o isolado RU 4 3, os genes encontrados foram
arsR, arsC, arsH e arsM. E possivel que organismos pertencentes ao género Alkalinema possua
0 operon ars, porém, como todos os genomas analisados estavam incompletos os genes
relacionados ao operon nao foram acessados no processo de montagem.

As linhagens cyanobacterium PCC 7702, L. platensis YZ e Pleurocapsa sp. PCC 7327
assim como as linhagens do Pantanal foram isoladas de ambientes contaminados com As, cujas
concentragdes de As total foram 4 mg L™ (Elders, 2010), 0,5 mg L' (He; Laurent, 2013) ¢ 0,2
mg L! (Stoner et al., 1977) respectivamente. Nas duas tltimas, foram encontrados o operon ars
e os genes arsM e arsR, enquanto que para a linhagem PCC7702, encontrou-se os genes arsC,
arsM e arsR. E possivel que os outros genes do operon ars ndo tenham sido encontrados pelo
fato do genoma estar incompleto.

De modo geral, foi possivel observar que as cianobactérias isoladas de ambientes
alcalifilicos, contaminados ou ndo com As, apresentaram pelo menos um dos sistemas de
detoxificagdo, o gene arsM ou o operon ars. Interessante observar que o gene arsM foi anotado
em todas as linhagens analisadas, exceto Spirulina subsalsa PCC9445. Chen et al. (2020)

relataram que as vias enzimadticas que atuam no arsénio trivalente, incluindo metilacao (arsM)
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e efluxo de arsenito pela bomba ACR3, constituiam o ntcleo dos sistemas de resisténcia
microbiana ao arsénio durante periodo Arqueano, isto ¢, antes do GEO (Grande evento de
oxigenacao). Por outro lado, estima-se que a expansdo genética do sistema de resisténcia ao
arsénio, com os genes arsC, arsH e arsR tenha evoluido proximo ao final ou significativamente
apos o GEO. A evolugdo dessas novas enzimas resultou na formacao de diversos operons ars
presentes nos procariotos existentes e o ajuste regulatorio dos genes do operon ocorreu ao longo
da evolugdo da Terra. A origem precoce dos genes arsM e acr3, juntamente com a ampla
distribuicdo entre os organismos, sustenta o papel fundamental dos mecanismos de
detoxificagao.

Em algumas linhagens como Alkalinema pantanalense CENAS2S8, Pantanalinema
rosanae CENAS16, Cyanobacterium stanieri PCC7202, Arthrospira sp. O9.13F e Spirulina
subsalsa PCC9445 observou-se a presenga de genes repetidos em posigdes distintas.
Procariotos com multiplos genes de As parecem ser frequentes e geralmente oferecem niveis
mais altos de resisténcia aos derivados de arsénio (Li; Krumholz, 2007). Essa redundancia dos
genes pode ser resultado da duplicagdo ou transferéncia horizontal lateral ocasionada pela
dindmica e constante troca de material genético entre micro-organismos, que representa um
importante fator na evolugdo de genomas procarioticos (Paez-Espino et al., 2015; Villarreal-
Chiu et al., 2012).

A persisténcia de genes ars entre as linhagens microbianas distintas ao longo de
bilhdes de ano, independentes da localizagdo geografica e concentragdo de As ambiental

implica uma continuidade temporal do estresse por arsénio (Zhu et al., 2014).

5.5. Toxicidade do arsénio para Anabaenopsis sp. CENA651 e Limnospira sp. CENA650

O teste de toxicidade com Anabaenopsis sp. CENA651 apresentou pouca variacao no
crescimento entre as concentragdes de arsénio de 0 a 1200 mg L™ (Figura 25). De acordo com
a analise estatistica de Krushal-Wallis ndo houve diferenca significativa nos tempos 48; 72 e
144 horas entre os tratamentos testados. Nos tempos 0; 24; 96 ¢ 120 horas houve diferenca
estatistica (p-valor <0,05) entre a amostra controle e as concentragdes testadas.

Ao final das 144 horas, as taxas de crescimento da CENA651 mantiveram-se positivas
e constantes nas concentragdes até 1200 mg L' de As (V), demonstrando que este elemento nio

afetou significativamente a taxa de crescimento da espécie nas concentracdes testadas.
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Este resultado corrobora com o estudo realizado por Shaheen et al. (2007) que
detectaram a sobrevivéncia das espécies Phormidium sp., Nostoc sp., Anabaena sp. e Calothrix

sp. em meio de cultivo com As (V) na concentragio de 1000 mg L.
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Figura 25. Crescimento de Anabaenopsis sp. CENA651 nas concentragdes de arsénio (V), 0 a
1200 mg L', em 144 horas. Os pontos representam a média + desvio padrio.

O crescimento da linhagem Limnospira sp. CENA650 nas concentragdes de 0 a 1200
mg L' de arsénio (Figura 26) ndo apresentou diferenca significativa nos tempos 24 e 48 horas
entre os tratamentos testados. Por outro lado, os tempos 0; 72; 96; 120 e 144 horas apresentaram
diferencas significativas (p-valor <0,05). No entanto, observou-se maior variacao nas taxas de
crescimento microbiano das amostras testadas nos tempos de 120 e 144 horas.

Apesar de alguns tratamentos apresentarem diferenga significativa, essa nao foi

suficiente para se observar uma inibi¢ao do crescimento.
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Figura 26. Crescimento de Limnospira sp. CENA650 nas concentragdes de arsénio (V), 0 a
1200 mg L', em 144 horas. Os pontos representam a média = desvio padrdo.

A fim de se determinar a concentracdo de exposi¢do do arsénio que pudesse inibir o
crescimento das cianobactérias CENA650 ¢ CENA651 em 50%, outras concentragdes de As
(V) foram definidas e testadas partindo-se da concentragdo inicial de 2000 mg L™! até 4000 mg
L'de As (V).

O crescimento da CENA651 nas concentragdes mais elevadas de As (V) apresentou
pouca variagdo durante as 144 horas (Figura 27). Durante todo o experimento, tanto nas
concentragdes de As (V) mais baixas (0 a 1200 mg L") como nas mais altas (0 a 4000 mg L),
observou-se que o tratamento controle (sem adicao do arsénio) teve crescimento inferior ou
igual aos tratamentos contendo as diferentes concentragdes de arsénio. Isso demonstra que o
arsénio parece exercer um pequeno efeito positivo no crescimento da Anabaenopsis sp.
CENAG651 nas concentragdes testadas. Em estudo realizado por Bhattacharya e Pal (2012), foi
observado que a cianobactéria Phormidium tenue foi capaz de crescer melhor em meio
contendo 6 mg L! e 22,5 mg L' de arsenato de sddio quando comparado ao tratamento sem

arsénio.
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Figura 27. Crescimento de Anabaenopsis sp. CENA651 nas concentragdes de arsénio (V), 0 a
4000 mg L', em 144 horas. Os pontos representam a média £ desvio padrdo.

O crescimento da CENAG650 apresentou variagdes entre os tratamentos nas
concentragdes 0 a 4000 mg L de As (V). Ao analisar a Figura 28, verificou-se uma queda no
crescimento microbiano no tempo de 48 horas em todas as concentragdes testadas e em seguida
esse foi retomado. Comportamento similar ao da Limnospira sp. CENA650 foi observado por
Franco et al. (2015) durante o crescimento da Synechococcus sp., exposta a 2916 mg L de As
(V), que retomou o crescimento a partir de 24 horas. Em estudo realizado por Pandey et al.
(2012) verificou-se o comportamento da cianobactéria Anabaena sp. cultivada com 3000 mg
L' de As(V), também apresentou queda nos estagios preliminares e o crescimento foi retomado
a partir de 24 horas.

Esta queda no crescimento microbiano pode demonstrar um efeito inicial
bacteriostatico, o qual pode ser compensado por mecanismos celulares de resisténcia que
podem promover mudangas na expressdo génica e na atividade de enzimas como arsenato

reductase, que resultam na retomada do crescimento (Pandey et al., 2012).
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Figura 28. Crescimento de Limnospira sp. CENA650 nas concentragdes de arsénio (V), 0 a
4000 mg L', em 144 horas. Os pontos representam a média = desvio padrdo.

Apesar de alguns tratamentos terem apresentado diferenca significativa, em nenhuma
das concentracdes testadas observou-se inibi¢cdo do crescimento suficiente para se calcular a
ECso. Desta forma, conclui-se que o As (V) na concentragio 4000 mg L' apresentou baixa
toxicidade para os tratamentos inoculados com as cianobactérias Anabaenopsis sp. CENA651
e Limnospira sp. CENA650 quando comparado ao tratamento controle. E importante reforgar
que essas concentragdes sdo superiores as encontradas nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal

em mais de 1000 vezes (Ricther et al., 2019).

5.6. Especiacao quimica do arsénio em meio Z8 modificado

A avaliagdo do comportamento quimico do As(V) (Na;HAsO4.7H0) nas
concentracoes 400; 600; 800; 1000; 1200; 2000; 2500; 3000; 3500 e 4000 mg.L‘l, mostrou que
as possiveis espécies de As preditas foram: AsOs>, HAsO4>" e H2AsO4™ (Tabela 12).

Estas espécies de oxianions formadas sdo consideradas toxicas. O grau de toxicidade
dos compostos de As tende a obedecer a seguinte ordem: arsina > arsenitos inorganicos >
compostos trivalentes organicos > arsenatos inorganicos > compostos pentavalentes organicos
> As elementar (Mondal el at., 2006; O’Day, 2006). Outro fator importante de ser enfatizado ¢
que ndo houve a complexagdo do As, ou seja, o metaldide encontrava-se totalmente disponivel

para célula.
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Tabela 12. Especiacdo do Na;HAsO4.7H20 nas concentragdes de 400 a 4000 mg L' no meio
de cultura Z8 modificado calculada utilizando-se o programa Visual MINTEQ versao 3.1.
Espécies de As (%)

As adicionado (mg L) Total dissolvido (%)
AsOs*  HAsOs*  HyAsOs
400 2,022 97,849 0,129 100
600 2,029 97,842 0,129 100
800 2,036 97,835 0,129 100
1000 2,043 97,829 0,128 100
1200 2,050 97,822 0,128 100
2000 2,076 97,797 0,127 100
2500 2,091 97,782 0,127 100
3000 2,106 97,768 0,126 100
3500 2,121 97,754 0,125 100
4000 2,135 97,741 0,125 100

O aumento da concentracao de As na solugdo, proporcionou pequenos incrementos na
porcentagem da espécie AsO4>, enquanto as espécies HAsO4> e HrAsOs diminuiram. O
programa possibilitou estimar que as quantidades de espécies formadas de HAsO4>, AsOs* e
H>AsOy4 variaram respectivamente de 391,40 a 3909,64 mg L', 8,082 854mgL'e0,51a5
mg L quando adicionadas as concentra¢des de 400 a 4000 mg L' de Na;HAsO4.7H-O0.

Embora se observa trés espécies de As no meio de cultura, mais de 97% desse elemento
em todas as suspensdes apresentaram-se na forma HAsO4>, que pode ser explicado pelo pH 9,5
do meio. Smedley e Kinniburgh (2002) relataram que a espécie de As encontrada predominante
na faixa de pH entre 2 ¢ 7 ¢ HoAsO4 (dihidrogenoarsenato). Os mesmos autores enfatizaram
que o HAsO4* (monohidrogenoarsenato) é a espécie mais comumente encontrada em valores
de pH entre 7 ¢ 11,5, 0 que corrobora com nossos dados. J4 a espécie AsO4>" estd presente em
condi¢des extremamente alcalinas.

Nessa avaliagdo, foram considerada apenas as interagdes do As(V) com os
componentes do meio de cultura, porém as células microbianas também podem interferir no
processo de especiagdo do arsénio. Diversos estudos tém demonstrado o papel de diferentes
espécies de cianobactérias como agente de biotransformagao dos oxianions de As(V) em formas

organicas consideradas menos toxicas (Franco et al., 2015; Guo et al., 2011, Yin et al., 2011).
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Baseado na resisténcia das cianobactérias CENA650 e CENAG651 as concentragdes
elevadas de As e conhecendo as possiveis espécies de As formadas no meio de cultura Z8,
recomenda-se que experimentos de especiagdo com essas linhagens sejam realizados para

contribuir com o conhecimento da dindmica do arsénio nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal.
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6. CONCLUSOES

Este trabalho fornece a primeira avaliacdo robusta sobre a funcionalidade, estrutura e
composicao das comunidades microbianas envolvidas na ciclagem de arsénio nas lagoas
salino-alcalinas do Pantanal brasileiro. Os resultados mostraram que as cianobactérias
responsaveis pelas floragdes no Pantanal t€ém potencial para reduzir o As (V) em As
(ITI) e posteriormente eliminar o As (III) através das bombas de efluxo. Além disso,
diferentes grupos de micro-organismos apresentaram potencial para oxidagdo do
arsenito a arsenato.

O estudo confirma os altos niveis de As dissolvidos nas aguas das lagoas salino-
alcalinas da Nhecolandia e os baixos niveis do metaldide no sedimento. Os resultados
mostram que os organismos fitoplanctonicos apresentaram baixo fator de
bioacumulagdo em relacdo ao As. Isto pode ser decorrente da capacidade destes em
biotransformarem o As ou ainda outros processos podem estar limitando a
biodisponibildade do As.

Os resultados evidenciam que com o agrupamento génico presente nas cianobactérias
responsaveis pelas floragcdes Anabaenopsis elenkinii CCIBt3563, Limnospira sp.
CENAS97 e Limnospira sp. CENA650, a participagao das mesmas na ciclagem de As
nas lagoas salino-alcalinas do Pantanal pode ocorrer através do processo de metilagao
ou efluxo de As (III), ambos conhecidos por serem sistemas de detoxificacdo. Além
disso, as anotagdes demonstraram importantes informagdes quanto ao arranjo e
posicionamento dos genes de resisténcia ao As.

As cianobactérias Anabaenopsis sp. CENA651 e Limnospira sp. CENA650 mostraram-
se resistentes ao As (V) ao crescerem nas concentragdes de 4000 mg L' de arsenato de
sodio, sugerindo que os mecanismos de resisténcia (genes) podem estar ativos, o que
provavelmente explica a capacidade dessas cianobactérias formarem floragdes nas
lagoas salino-alcalinas do Pantanal que sdo ricas em arsénio.

Por fim, este estudo contribui para a expansdo dos conhecimentos da estrutura e a
capacidade funcional das comunidades microbianas associadas com a ciclagem de
arsénio em lagoas salino-alcalinas, e do potencial das linhagens CENA650 ¢ CENA651

na biotransformacao do arsénio.
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