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RESUMO 

 

Os metais pesados são elementos naturalmente presentes no ambiente. 
Apesar de alguns serem essenciais ao metabolismo da maioria dos organismos, em 
concentrações maiores, podem tornar-se altamente tóxicos. Como são geralmente 
persistentes, muitos desses metais permanecem acumulados no ambiente e na 
cadeia alimentar dificultando a sua remoção. Alguns microrganismos tornaram-se 
resistentes aos metais devido a exposição prolongada e excessiva causada por 
ações antropogênicas como resíduos industriais sem tratamento, mineração, 
disposição inadequada do lixo, entre outros. O problema da acumulação de metais 
no ambiente é mundial e nem sempre técnicas físico-químicas são eficientes na sua 
remoção do ambiente. Uma alternativa viável economicamente em relação a 
métodos físicos para a retirada dos metais pesados é a utilização de microrganismos 
resistentes a estes metais, chamado processo de biorremediação. Pesquisas em 
torno da comunidade de ambientes contaminados são importantes para entender e 
identificar possíveis bioindicadores de poluição e conhecer a dinâmica da 
comunidade microbiana presente. Este trabalho tem o objetivo de mapear a 
comunidade microbiana do Riacho dos Macacos em Juazeiro do Norte-CE, 
contaminado com metais pesados, verificando a presença e comparando com o Rio 
Granjeiro considerado local de referência quanto a presença de genes de resistência 
ao cobre e ao zinco. Foram retiradas 150 g de amostra do solo em triplicada em 
seguida foi extraído o DNA microbiano com Power SoilTM Isolation Kit para posterior 
sequenciamento do tipo shotgun utilizando o Illumina Mi-seq, sequenciador de última 
geração e análise físico-química. Os dados obtidos foram todos filtrados e reunidos 
no MG-RAST. Foi detectada a presença de genes resistentes a metais como czc e 
abundância de bactérias do filo Proteobacteria e Actinobacteria e, ambos os 
ambientes, maior abundância do gênero Nocardioides e Pseudomonas no Riacho 
dos Macacos e os gêneros Pseudomonas e Bradyrhizobium no Rio Granjeiro. Os 
resultados obtidos ofereceram informações sobre a presença de potenciais genes de 
resistência a metais pesados, o que proporciona um melhor entendimento da 
comunidade microbiana na adaptação aos danos ambientais e seu uso como 
indicadores de qualidade ambiental para estudos mais aprofundados futuramente na 
área. 

 
 

Palavras-chave: cobre, zinco, Mi-seq, shotgun  
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ABSTRACT 

 

 

 

Heavy metals are naturally occurring elements in the environment. Although some 
are essential to the metabolism of most organisms, in higher concentrations, they 
can become highly toxic. As they are generally persistent, many of these metals 
remain accumulated in the environment and the food chain making it difficult to 
remove them. Some microorganisms have become resistant to metals due to 
prolonged and excessive exposure caused by anthropogenic actions such as 
untreated industrial waste, mining, improper waste disposal, among others. The 
problem of the accumulation of metals in the environment is worldwide and physico-
chemical techniques are not always efficient in their removal from the environment. 
An economically viable alternative to physical methods for the removal of heavy 
metals is the use of microorganisms resistant to these metals, called a 
bioremediation process. Researches around the community of contaminated 
environments are important to understand and identify possible bioindicators of 
pollution and to know the dynamics of the microbial community present. This work 
has the objective of mapping the microbial community of the Riacho dos Macacos in 
Juazeiro do Norte-CE, contaminated with heavy metals, verifying the presence and 
comparing with the Rio Granjeiro considered a reference site for the presence of 
resistance genes to copper and zinc. 150 g of soil sample was removed in triplicate 
and the microbial DNA was extracted with Power SoilTM Isolation Kit for later 
shotgun type sequencing using the Illumina Mi-seq, state-of-the-art sequencer and 
physico-chemical analysis. The obtained data were all filtered and pooled into MG-
RAST. The presence of metal resistant genes such as czc and abundance of 
bacteria of the phylum Proteobacteria and Actinobacteria were detected, and both 
environments showed greater abundance of the genus Nocardioides and 
Pseudomonas in the banks of the Monkey Creek and the genera Pseudomonas and 
Bradyrhizobium on the banks of the Rio Granjeiro. The results obtained provided 
information about the presence of potential resistance genes to heavy metals, which 
provides a better understanding of the microbial community in the adaptation to 
environmental damage and its use as indicators of environmental quality for further 
studies in the area. 
 
 

Keywords: copper, zinc, Mi-seq, shotgun 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A expressão “metal pesado” denomina os elementos químicos que 

possuem massa específica maior que 5 g/cm-3 ou que possuem número atômico 

superior a 20 (GONÇALVES Jr. et al., 2000). Por outro lado, Duffus (2002) observa 

que atualmente tem-se utilizado o termo metais traços por alguns serem essenciais 

para a vida em pequenas concentrações. Metais pesados também podem ser 

denominados metais tóxicos devido à toxicidade conhecida (NARASIMHULU, 2010; 

ISSAZADEH, 2013). Eles permanecem por um período indefinido no ecossistema, 

representando um grande desafio para a remediação, um processo de eliminação 

dos efeitos nocivos provocados por elementos tóxicos (SOARES; SOARES, 2012).  

A contaminação por metais tóxicos representa um importante problema 

ambiental, pois além da sua presença em atividades naturais tais como emissões 

vulcânicas e atividades biológicas, quase todas as atividades humanas como 

mineração, queima de combustíveis fósseis, processos industriais em geral, 

alimentos processados, eliminação de resíduos domésticos, hospitalares e 

industriais têm contribuído para o aumento da concentração destes metais no 

ambiente (ARYAL; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 2015).  

Sabe-se que em altas concentrações, todos os tipos de metais tóxicos 

podem causar um grande efeito deletério no ambiente (CHENG, 2003). Este 

problema pode agravar ainda mais os sistemas de drenagem, tendo influência direta 

sobre vários aspectos nos recursos hídricos que cortam as cidades e os seus 

entornos.  

Metais pesados como mercúrio (Hg2+), cromo (Cr3+), cobre (Cu2+), zinco 

(Zn2+), chumbo (Pb2+), prata (Ag+), níquel (Ni2+) e cádmio (Cd3+) são bem conhecidos 

por sua toxidade, efeitos mutagênicos e carcinogênicos sobre os seres humanos e 

outros sistemas vivos (NIES, 1999, 2003; ADRIANO, 2001; DAS et al, 2008). Eles 

podem acumular-se em sistemas biológicos e serem introduzidos na cadeia 

alimentar causando danos ao meio ambiente (HOOKOOM; PUCHOOA, 2013) e ao 

atingirem os corpos hídricos podem passar de invertebrados bentônicos para 

moluscos, destes para peixes e consequentemente para humanos à medida que se 

bioacumulam progressivamente (POLAK-JUSZCZAK, 2013).  

file:///C:/AppData/Roaming/Microsoft/Downloads/l
file:///C:/AppData/Roaming/Microsoft/Downloads/l
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Muitas bactérias têm conseguido adaptar-se à presença de metais tóxicos 

e essa capacidade tem sido estudada em algumas pesquisas durante os últimos 

anos utilizando bactérias isoladas de ambientes contaminados com metais pesados 

na sua remoção em efluentes industriais (JANSSEN, 2010; MUSTAPHA; 

HALIMOON, 2015). Dentre os microrganismos identificados estão Bacillus cereus no 

tratamento de efluentes (DHANWAL et al, 2018), Pseudomonas sp, Aeromonas sp e 

Bacillus sp no tratamento de resíduos de cervejarias (OLJIRA et al, 2018) e 

Microbacterium sp.  na remoção de cromo em efluentes (GONZÁLES et al, 2017). 

Sendo assim, a remoção de metais utilizando metodologias baseadas em 

microrganismos resistentes a metais pesados por biorremediação, pode fornecer um 

meio alternativo por razões econômicas e de proteção ambiental (GADD, 2010).  

Na região do Cariri cearense os recursos hídricos subterrâneos 

representam a maior e mais importante fonte de água potável para abastecimento, 

bem como para as diversas áreas de atividade agrícola, industrial e de lazer 

(NASCIMENTO, 2012). Cientes deste fato, pesquisadores da Universidade Federal 

do Cariri – UFCA, estudaram vários pontos de contaminação de metais pesados, 

provenientes de instalações industriais, nos rios e lagos da cidade de Juazeiro do 

Norte-CE. Dentre os pontos estudados um dos mais contaminados com metais 

pesados foi o Riacho dos Macacos e a maior concentração encontrada foi cobre e 

zinco (SILVA, 2013) motivo pelo qual são os metais estudados nesta pesquisa. 

Contudo, além da detecção da presença de metais, da microbiota e dos genomas 

presentes nos ambientes contaminados é de extrema importância para um estudo 

mais amplo da contaminação e do impacto causado a diversidade microbiana. Este 

estudo possibilita futuras sugestões de bioindicação de microrganismos presentes 

em ambientes contaminados. 

 

 

 

file:///C:/l
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2 OBJETIVOS 

2.1 Objetivo Geral 

 

Este estudo objetiva averiguar a diversidade dos genes envolvidos na 

resistência dos metais pesados presentes em maior concentração, cobre e zinco, na 

comunidade de bactérias de amostras coletadas nas margens do Riacho dos 

Macacos localizado no município do Juazeiro do Norte-CE contaminado com 

resíduos industriais e comparar com a comunidade microbiana do Rio Granjeiro 

localizado no município do Crato-CE, ambiente de referência, onde a presença de 

metais pesados é reduzida. 

 

2.2 Objetivos Específicos 

 

1. Quantificar o cobre e o zinco nas áreas de estudo. 

2. Caracterizar a diversidade da comunidade microbiana presente nas margens 

do Riacho dos Macacos impactado com metais pesados em relação a 

comunidade microbiana presente na amostra de solo das margens do Rio 

granjeiro considerado referência devido a mínima concentração dos metais; 
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3 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

3.1 Metais pesados 

 

No grupo dos metais pesados englobam-se metais e metalóides com 

densidade atômica cinco vezes maior que a da água (5 g/cm3) como chumbo (Pb2+), 

Mércúrio (Hg2+), Arsênio (Ar2+), Cádmio (Cd2+), (Fe2+) e alguns apesar de se tratarem 

de micronutrientes essenciais para os seres vivos, em maiores concentrações 

podem causar vários problemas, devido não serem degradáveis como os poluentes 

orgânicos, pesticidas e fertilizantes (HOOKOOM; PUCHOOA, 2013). 

Cada metal possui uma toxidade específica. O chumbo forma espécies 

reativas de oxigênio, estresse oxidativo e dano celular, além disso, compete com o 

cálcio, acumula-se nos ossos, afeta o sistema nervoso central, cardiovascular, 

endócrino, reprodutor e hematopoiético (TCHOUNWOU et al, 2012; LAM et al, 

2007). O mercúrio é altamente tóxico, afeta vários tecidos incluindo fígado, rins e 

sistema nervoso central e assim como o arsênio, também forma metil e tiol 

prejudiciais, causa doenças de pele e possui efeitos carcinogênicos (FARINA et al, 

2007; DAS et al, 2014; JAISHANKAR et al, 2014). 

Outros metais tóxicos como o cádmio, a nível celular liga-se a proteínas 

essenciais afetando a proliferação celular, diferenciação e causando apoptose, já ao 

organismo causa toxicidades endócrinas e reprodutivas (JAISHANKAR et al, 2014; 

RANI et al, 2014). O ferro penetra nos órgãos e causa peroxidação lipídica 

(JAISHANKAR et al, 2014). Assim como os metais cromo e zinco, o ferro influencia 

na estabilidade das membranas celulares, síntese de ácidos nucléicos e estabilidade 

do DNA (ZETIC et al, 2001). O Cromo por sua vez, pode causar danos aos rins, 

fígado, circulação e nervos (KOTAS; STASICKA, 2000). O cromo é capaz de 

provocar mutações, na sua forma hexavalente (Cr+6) é altamente tóxico e 

carcinogênico (BOLAN et al, 2003; SOMADUNDARAM et al, 2009).  

O zinco está envolvido em funções enzimáticas de plantas, metabolismo 

dos carboidratos e síntese de proteínas além da sua exposição crônica poder 

interferir na absorção do cobre levando a letargia e problemas gastrointestinais 

(TOLER et al, 2005). Pode também influenciar na estabilidade das membranas 

celulares bem como na síntese de ácidos nucléicos e na estabilização de DNA 

(ZETIC et al, 2001). 

file:///C:/AppData/Roaming/Microsoft/Downloads/l
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O cobre é um elemento essencial em pequenas quantidades na 

participação de processos vitais e apenas em altas concentrações é que seus 

efeitos se tornam danosos dependendo da forma de contaminação, da concentração 

e do tempo de exposição (KNURA, 2016). Segundo Moraes (2010), o cobre é 

bastante utilizado como agente oxidante e como corante na fabricação têxtil, além 

de ser fungicida, inseticida e aditivo do solo. 

O Cu2+/Cu+ interage facilmente com os radicais devido ao potencial 

eletroquímico, principalmente o oxigênio molecular, propriedade que o torna muito 

tóxico e causa sensibilidade em muitos microrganismos. Essa toxidade baseia-se na 

produção de radicais livres superóxido e na interação com a célula (NIES, 1999).  

Em humanos o metal pode causar danos ao pâncreas, fígado e rins podendo chegar 

a morte (SRIVASTAVA et al, 2015). 

Este metal atua como co-fator de algumas famílias de proteínas ligantes 

de metais com baixo peso molecular, denominadas metaloenzimas, encontradas em 

animais, plantas superiores e microrganismos, sendo os mais resistentes 

principalmente os procariotos, está envolvido na produção de sementes, resistência 

a doenças e regulação da água. (WUANA & OKIEIMEN, 2011). Estas proteínas 

estão envolvidas na formação da hemoglobina; no metabolismo de carboidratos, 

xenobióticos e drogas, além dos mecanismos de antioxidação da célula. O metal é 

rapidamente absorvido no estômago e no intestino, sua concentração é balanceada 

no organismo através da atividade de metalotioneínas e chaperonas, que retêm o 

cobre no citosol mantendo a homeostase (ATSDR, 2004). 

Singh e colaboradores (2014), estudaram o impacto de estressores de 

metal em comunidades microbianas a longo prazo no ambiente e identificaram uma 

redução da diversidade dos microrganismos e perda de alguns grupos funcionais 

especializados. Neste contexto é necessário avaliar qual das técnicas disponíveis é 

mais adequada para a remoção de metais no processo de remediação do ambiente. 

 

3.2 Técnicas de remoção  

 

As técnicas de remoção de metais tóxicos são de natureza diversa, 

podendo dividir-se em física, química ou biológica. Dentre as técnicas físicas 

incluem-se precipitação química (oxidação ou redução), filtração, permuta iônica, 

osmose reversa, tecnologia de membrana, evaporação e tratamento eletroquímico. 

file:///C:/AppData/Roaming/Microsoft/Downloads/l
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No entanto, a maioria dessas técnicas tornam-se ineficazes em concentrações 

abaixo de 100 mg/L de metais pesados e devido a solubilidade dos sais de metais 

pesados dificultarem a separação física (DIXIT et al, 2015). Adicionalmente vários 

fatores podem influenciar a eficiência das técnicas químicas como o pH, força iônica, 

concentração iônica, concentração da biomassa e interação entre metais (FOSSATI; 

BEZANI, 2013).  

As estratégias de remoção biológica (Figura 01) podem envolver 

precipitação do íon metálico (em presença de sulfetos solúveis), complexação (na 

parede ou em materiais extracelulares), presença de enzimas (redução ou oxidação 

do metal em compostos menos tóxicos ou sem toxidade), através da expulsão do 

metal através de bombas de efluxo (propulsão do metal para fora da célula) e pela 

biossorção (onde os organismos podem absorver ou adsorver o metal pelo uso de 

biomassa) (ATSDR, 2004). 

 

Figura 01 – Estratégias de remoção biológica bacteriana 

Fonte: própria autora 
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A biossorção tem a vantagem de não necessitar de suprimentos 

alimentares para as bactérias, devido aos microrganismos estarem mortos ou 

inativos, possibilidade de recuperação dos íons metálicos rápida e eficiente. O 

método também não depende de fatores como pH, temperatura, crescimento 

microbiano ou revitalização da biomassa como é necessário ao utilizar 

microrganismos vivos na bioacumulação (ARYAL; LIAKOPOULOU-KYRIAKIDES, 

2015). 

Outro fator a se avaliar é a viabilidade econômica do processo de 

remediação dos metais pesados em ambientes contaminados. Técnicas físico-

químicas comuns são de alto custo financeiro e em alguns casos inadequadas 

(MALIK et al, 2004; ABBASI-GARRAVAND; MULLIGAN et al, 2014). Sendo assim, é 

necessário buscar formas alternativas de remoção desses tóxicos por métodos 

biológicos. O método mais estudado e utilizado é a biorremediação, onde utiliza a 

capacidade de metabolização dos metais pesados por microrganismos ativos. O uso 

de microrganismos para este fim é uma solução viável para a poluição de metais, 

por ser uma tecnologia sustentável capaz de recuperar a condição natural do solo 

(ATSDR, 2004; DIXIT et al, 2015) 

A eficiência da biorremediação pode ser influenciada por propriedades 

geológicas do local (material, porosidade, profundidade, relevo), hidrogeológicas 

(profundidade do aquífero, velocidade da água subterrânea, condutividade elétrica) e 

químicas (substâncias químicas, nível de contaminação, interação entre espécies e 

o ambiente) (HASHIM et al, 2011). O processo de biorremediação é complexo, pois 

além da natureza do meio é influenciado pelo tipo do metal e pelas espécies 

microbianas que pode variar de acordo com a concentração e disponibilidade dos 

metais no ambiente (GOBLENZ, 1994). 

O processo consiste desde a utilização de microrganismos inatos da área 

a ser revitalizada até a adição de agentes estimulantes como nutrientes, oxigênio e 

biossurfactantes ou bioaumento com a inoculação de consórcios microbianos 

enriquecidos. O benefício desses processos é a transformação metálica em gás 

carbônico, água e biomassa (BENTO et al, 2003). É importante salientar que cada 

microrganismo possui propriedades específicas que devem ser avaliadas ao serem 

envolvidas no processo de remediação. 
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3.3 Microrganismos e genes de resistência aos metais pesados 

 

Algas, bactérias e fungos além de associações como biofilmes, possuem 

a capacidade de remover e reter a concentração de metais proporcionando uma 

base para a criação de novos métodos para redução da poluição inorgânica 

(SOARES; SOARES, 2012). As propriedades específicas de cada microrganismo 

podem alterar a especiação dos metais, toxicidade e mobilidade; bem como 

formação, dissolução ou deterioração mineral. Surge então a aplicação de sistemas 

biológicos para a limpeza da poluição através da ação de microrganismos com 

mecanismos que regulam a acumulação de íons de metal para amenizar esse 

problema ambiental (NARASIMHULU et al, 2010).  

Dentre os estudos realizados em bactérias com resistência aos metais 

pesados, uma das mais estudadas é a estirpe Cupriavidus metallidurans CH34,  esta 

espécie foi isolada primeiramente em 1976 de uma fábrica de processamento de 

metal sendo anteriormente denominada Alcaligenes eutrophus, Ralstonia 

metallidurans e Wautersia metallidurans, (HINNINEN, 2009).  

Esta espécie é do gênero Cupriavidus constituído por bactérias β-

proteobacterias e Gram-negativas, possuindo mais de dez espécies derivadas de 

diferentes nichos com grande parte tolerantes a metais pesados incluindo o C. 

metallidurans (BYRD et al, 1985; COENYE et al, 1999). É considerada um 

organismo modelo importante neste campo por suportar concentrações 

relativamente altas de mais de 20 tipos de metais pesados diferentes (COENYE et 

al, 2003; JANSSEN et al, 2010).  

Janssen e colaboradores (2010), verificaram a prevalência de certos 

receptores em Cupriavidus e outras bactérias relacionadas como uma possível 

estratégia de adaptação comum a ambientes poluídos. A capacidade do gênero de 

neutralizar a toxidade de metais se deve aos diversos mecanismos de resistência 

que possui (MONCHY et al, 2007).  

Estratégias diferenciadas são utilizadas pelos microrganismos para 

obtenção de resistência. Alguns microrganismos sintetizam polímeros extracelulares 

(EPs) que se ligam aos cátions dos metais tóxicos evitando o contato com 

componentes sensíveis a estes. Incluem-se neste grupo: Bacillus firmus, 
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Pseudomonas sp., Cyanobacteria, Halomonas sp. e Paenibacillus jamilae 

(JAROSLAWIECKA; PIOTROWAK-SEGET, 2014). 

Outra estratégia utilizada por muitos microrganismos é a troca de DNA 

pela transferência gênica. Em um estudo pioneiro realizado por Novick e Roth 

(1968), foi observada a presença de genes que codificam resistência ao zinco, além 

de outros metais pesados em plasmídeos de Staphylococcus aureus entre outras 

várias espécies documentadas pela transferência de genes envolvidos na 

resistência a metais pesados. 

Outros mecanismos são proteínas regulatórias como a pbrR de C. 

metallidurans CH34 que é uma proteína regulatória pertencente a família MerR que 

controla a concentração do zinco e outros metais quando estão em excesso dentro 

da célula. Os reguladores ZraS e ZraR são induzidos por altas concentrações de Zn 

(II) e em E. coli estão envolvidos na homeostase do zinco a partir da ativação por 

fosforilação do ZraR pelo ZraS (JAROSLAWIECKA; PIOTROWAK-SEGET, 2014). 

Posteriormente um trabalho de Wang et al, (2015) demonstrou que a 

estirpe da bactéria Cupriavidus giliardii CR3, apresentou a tolerância a 10 tipos 

diferentes de metais tóxicos através de autodesintoxicação do efluxo, complexação 

de metais e redução destes, além de possuir a capacidade de auto-reparo do DNA. 

Em comparação com o C. metallidurans CH34, a C. giliardii apresentou alta 

tolerância a Zn2+, Cr3+, Hg2+, Pb2+ e Ag+. 

A Synechococcus PCC7942 produz metalotioninas (MT’s) que são 

proteínas responsáveis pela proteção de células contra metais tóxicos e 

principalmente na homeostase do zinco, estas proteínas são codificadas pelo gene 

smt. Este envolvimento na homeostase foi observado também em Bacillus cereus, 

Streptomyces sp., Salmonella choleraesius e Proteus penneri (JAROSLAWIECKA; 

PIOTROWAK-SEGET, 2014). 

Outros mecanismos envolvem a biossorção, precipitação, enzimas entre 

outros como por exemplo, a Desulfovibrio spp. complexa o cobre pela produção de 

sulfato para reduzir sua toxidade, já a Klebsiella pneumoniae tem uma adaptação 

transitória fisiológica e a Escherichia coli tem um aumento de proteínas na 

membrana, provavelmente relacionado com o transporte metálico. As cianobactérias 

agem por complexação com metalotianeínas e o Vibrio algynolyticus por 

complexação com proteínas excretadas (ATSDR, 2004). 
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A tolerância aos metais é alcançada principalmente por efluxo iônico, 

como também por complexação e redução de metal (JANSSEN et al, 2010). No 

entanto, os sistemas mais eficazes de resistência a metais tóxicos são denominados 

bombas de efluxo que são utilizadas pelas bactérias. Como no caso da E. coli que 

utiliza a bomba zntA e Pbr de Cupriavidus metallidurans CH34 (JAROSLAWIECKA; 

PIOTROWAK-SEGET, 2014). As bombas de efluxo são fundamentais para a 

fisiologia do organismo, podendo ser encontradas nos três domínios da vida (BLAIR 

et al, 2014). 

Segundo Gillian (2016), os genes presentes no operon copYZAB 

codificam as proteínas copY, copZ, copA e copB que atuam juntos para alcançar os 

níveis de tolerância do cobre na célula. CopA e copB são duas ATPases da 

membrana celular que funcionam como bombas de influxo e efluxo respectivamente. 

CopY é um repressor do operon e o copZ transfere o cobre em excesso para copB e 

copY.  

Juntos cobre e zinco estão associados a proteína superóxido dismutase 

com função ligada a enzimas celulares como no citocromo C da cadeia respiratória 

(WAITE, 2016). Segundo Hynninen et al (2009), em C. metallidurans os genes pbrA 

e pbrB que estão envolvidos na resistência dos metais, zinco juntamente com 

chumbo e cádmio, não são específicos e dependentes um do outro. 

A proteína CzcR e a proteína CzcD possuem um papel essencial para a 

indução do operon czc que está associado a resistência ao Cd2 +, Zn2 + e Co2 +. A 

CzcD tem identidade com a proteína ZRC-1, que medeia a resistência ao zinco em 

Saccharomyces cerevisiae, os genes czcA e o czcB codificam proteínas de 

membrana hidrofóbicas, e CzcC é uma proteína do canal da membrana externa 

(Nies et al, 1989;1992). 
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4. CAPÍTULO 1 

 

Neste estudo identificam-se e comparam-se o metagenoma microbiano 

de amostras coletadas em duas áreas e enfatiza-se o genoma da resistência a 

metais pesados. 

Os resultados obtidos através da pesquisa foram utilizados para a posição 

de manuscrito devidamente disponibilizado neste capítulo. 

No manuscrito, submetido ao periódico Research in microbiology, qualis 

B2 da área da biodiversidade encontram-se descritos detalhadamente a metodologia 

utilizada, bem como os resultados, discussões e as conclusões obtidas. 
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RESUMO 

Metais pesados são elementos de natureza inorgânica que em certas concentrações 
podem causar problemas ambientais ao acumularem-se. Apesar de essenciais ao 
metabolismo da maioria dos organismos, esses metais podem ser tóxicos 
dependendo da concentração. O acúmulo no ambiente é principalmente devido a 
ação antrópica de difícil reversão. Neste contexto, bactérias vêm sendo utilizadas 
para biorremediação do meio ambiente com eficácia. O objetivo deste trabalho foi 
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mapear a diversidade de genes resistentes a metais no Riacho dos Macacos (área 
antropizada) comparado a nascente do Rio Grangeiro (ambiente preservado). A 
amostragem foi realizada com a retirada de 150 g de amostra do solo em triplicata 
dos referidos ambientes.  As amostras foram enviadas ao laboratório para análise 
físico-química e incubadas para isolamento dos DNA’s para posterior 
sequenciamento do tipo shotgun. Os dados foram obtidos pelo MG-RAST e 
convertidos em gráficos para comparação da diversidade, abundância e distribuição 
das populações bacterianas. Foram encontrados vários genes ligados a resistência 
ao cobre como Cu ATPase, multicopper oxidase, czc e ao zinco principalmente a 
família czc. Na análise taxonômica foram encontradas bactérias resistentes aos 
metais com maior abundância dos filos pertencentes a Proteobacteria (49,4%) e 
Actinobacteria (22,97%) e dos gêneros Nocardioides (2,99%) e Pseudomonas 
(2,67%) no Riacho dos Macacos. E pertencentes a Proteobacteria (58,08%) e 
Actinobacteria (10,80%) e dos gêneros Pseudomonas (10,79%) e Bradyrhizobium 
(6,96%) no Rio Granjeiro. Este trabalho é pioneiro na genética microbiana podendo 
contribuir com a identificação de possíveis bioindicadores de contaminação 
ambiental. 
 

Key-words: Metagenoma, Resistência bacteriana, tóxicos, degradação.  
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1 INTRODUÇÃO 

 

Metais pesados fazem parte de um grupo de compostos inorgânicos 

perigosos sem definição bem estabelecida que podem contaminar gravemente o 

ambiente principalmente por atividades antrópicas a partir de resíduos de minas, 

fertilizantes, gasolina, tintas, esgoto, entre outros (Wuana and Okieimen, 2011). 

Períodos prolongados de deposição de metais elevam sua concentração total e 

persistência no solo e ambiente, ocasionando sérios danos ao ambiente devido 

principalmente ao poder recalcitrante e a dificuldade de degradação destes 

poluentes (Wuana and Okieimen, 2011; Grupta and Diwan, 2017).  

Metais como cobre, zinco, ferro, manganês, e cobalto são nutrientes 

essenciais de procariotos e eucariotos em baixas concentrações, pois, estão 

envolvidos em diversos processos biológicos importantes para o metabolismo 

celular. Em contrapartida, quando em altas concentrações, eles podem alterar 

consideravelmente o crescimento, a morfologia e o metabolismo celular, 

contribuindo assim para a diminuição da diversidade biológica ambiental (Zampieri et 

al, 2016). 

O cobre é importante em inúmeros processos fisiológicos em plantas 

como metabolismo da parede celular, produção de sementes, fotossíntese, 

respiração e distribuição de carboidratos, resistência a doenças e regulação da 

água. Normalmente pode provocar sérios problemas no solo em concentrações 

elevadas, tanto para a biodiversidade como na fertilidade do solo. Contudo, não é 

bioacumulado na cadeia alimentar e juntamente com o zinco são essencialmente 

importantes para plantas, microrganismos, animais e seres humanos podendo 

ambos representar ameaças diretas e indiretas (Wuana and Okieimen, 2011. O 

zinco faz parte de enzimas, está envolvido no metabolismo de carboidratos, 

proteínas, fosfatos e RNA, no entanto, sua concentração elevada pode acidificar 

cursos d’águas e contaminar lençóis freáticos podendo acumular-se em alguns 

peixes, biomagnificar a cadeia alimentar e interferir na atividade dos solos (Sharma, 

2012). 

Ao serem arrastados para os corpos de água, os metais poluem os rios e 

riachos ao longo das cidades, ocasionado pelo despejo de esgotos domésticos e 

atividades industriais. Este fato é preocupante principalmente pela população 

residente nas redondezas exposta a um ambiente carregado de resíduos metálicos 
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tóxicos (Zampieri et al, 2016). Os metais concentram-se em ambiente terrestre e 

aquático, causando preocupação devido à dificuldade de degradação, para remover 

o excesso de metais do ambiente através das estratégias desenvolvidas por 

microrganismos com diferentes tipos de adaptações que os tornam resistentes e 

capazes de minimizar ou inativar vários contaminantes. Essa tecnologia, 

denominada biorremediação, utiliza o próprio metabolismo do microrganismo para 

remover poluentes sem agredir o meio ambiente ou, de forma estimulada, através da 

adição de nutrientes ou microrganismos específicos ao meio para melhorar a 

eficiência do processo (Sharma, 2012). 

Os metais ao entrarem na célula, dependendo da concentração e das 

propriedades químicas, podem interagir de várias formas. A célula reage geralmente 

a altas concentrações pela expressão de sistemas específicos de resistência (Roosa 

et al, 2014). Neste contexto, várias bactérias evoluíram geneticamente em processo 

adaptativo adquirindo resistência metálica. Muitos genes como cadB, chrA, pbrA, 

MerA e NiCoT foram relatados em sistemas bacterianos de resistência e 

desintoxicação respectivamente para cádmio, cromo, chumbo, mercúrio e níquel 

assim como envolvimento no transporte de metais de transição (Das et al, 2016; 

Janssen, 2010). Esses sistemas desencadeiam respostas biológicas ao 

contaminante, principalmente por: biossorção nas paredes celulares, aprisionamento 

em cápsulas extracelulares, precipitação, complexação, oxidação-redução e 

transporte pela membrana celular (bombas de efluxo) (Sharma, 2012).  

Para um estudo mais amplo é necessário o uso da metagenômica que 

proporciona uma visualização mais completa dos organismos a partir da 

caracterização da composição da comunidade e seu conteúdo funcional (Keegan et 

al, 2016). O sequenciamento metagenômico apesar de ser relativamente novo e 

complicado devido à estrutura complexa dos dados, tem sido importante em 

pesquisas promissoras identificando a presença de microrganismos resistentes. 

Este trabalho tem como objetivo mapear geneticamente a comunidade 

microbiana presente nas margens do Riacho dos Macacos, contaminado 

principalmente com cobre e zinco para detectar e avaliar genes resistentes a metais 

a partir da análise do sequenciamento comparando entre as referidas amostras e as 

encontradas nas margens do Rio Granjeiro utilizadas como local de referência por 

tratar-se de área não antropizada.  
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

2.1 Coleta das amostras 

 

A amostragem foi realizada na margem do riacho dos Macacos no 

município de Juazeiro do Norte (CE) (-7.212977, -39303883  MG-RAST ID 

mgm4765761.3) devido à proximidade com indústrias de fabricação de joias 

folheadas, de artefatos de alumínio e de curtimento de couros, que trabalham com 

produtos corrosivos, inflamáveis e tóxicos. E como local de referência as margens do 

Rio Granjeiro localizado no município de Crato-CE (-7.164863, -39.261734 MG-

RAST ID mgm4765758.3) distante da ação humana em local reservado onde a água 

é menos propícia a contaminação excessiva de metais. Foram retirados 

aproximadamente 150 g a uma distância de um metro da margem do Riacho dos 

Macacos com 5 cm de profundidade. A amostragem foi realizada em triplicata com 

um metro de distância de cada amostra utilizando canos PVC com 10 cm de 

diâmetro e previamente esterilizados por autoclave. Após a coleta, as amostras 

foram levadas até o laboratório de Microbiologia da URCA e incubadas a 4 ºC para o 

isolamento do DNA da comunidade microbiana.  

 

2.2 Análise de Metais do solo 

 
Para quantificação dos metais pesados cobre e zinco, foram coletadas, 

em triplicata, aproximadamente 150 g de solo nas camadas superficiais, no perfil de 

0 a 20 cm, de áreas adjacentes ao Riacho dos Macacos e ao Rio Granjeiro com o 

auxílio de uma ferramenta não metálica, a fim de evitar contaminação por metais 

presentes nas ferramentas normalmente utilizadas em revolvimento de solos. A 

camada de até 20 cm de profundidade foi escolhida em razão desta profundidade 

conter os maiores teores de elementos químicos e matéria orgânica, bem como a 

reação entre eles, conforme ressaltam Aguiar; Marins; Almeida, (2007). Ainda no 

campo, as amostras foram acondicionadas adequadamente e enviadas para o 

Laboratório de Saneamento da Universidade Federal do Cariri (UFCA).   
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Em laboratório, as amostras foram secas à temperatura ambiente e, em 

seguida, destorroadas, trituradas em gral até pó fino e passadas em peneiras para 

obtenção da fração mais fina (< 0,074 mm) utilizada para a análise química. 

A metodologia utilizada para a determinação dos metais pesados foi a 

digestão em microondas com ácido nítrico concentrado e leitura em 

espectrofotômetro de emissão óptica com plasma indutivamente acoplado 

(Inductively Coupled Plasma-Optical Emission Spectroscopy – ICP/OES), método 

3051-16, recomendado pela Agência de Proteção Ambiental dos Estados Unidos da 

América (U.S. EPA,1994). 

 
2.3 Extração do DNA total  

 
O DNA foi extraído da amostragem realizada em triplicata nas duas áreas 

de estudo adjacentes ao Rio Granjeiro e ao Riacho dos Macacos, quantificados 

(Tabela 2) e enviados para a Universidade Federal do Ceará onde foi realizado o 

sequenciamento pela plataforma Illumina MiSeq e o tipo gerada de biblioteca foi o de 

genes funcionais. 

As extrações de DNA total das comunidades microbianas das amostras de 

solo das margens do Riacho dos Macacos e do Rio Grangeiro foram realizadas 

utilizando o kit de extração de DNA de solo Power Soil™ DNA Isolation Kit (MO BIO 

Laboratories, Carlsbad, CA, USA), seguindo-se as instruções do fabricante. A 

concentração e pureza do DNA extraído foram determinados por espectrofotometria 

(NanoDrop-1000, Thermo Scientific, Willmington, DE, USA) 

 

2.4 Sequenciamento do DNA  

  

A integridade e concentração do DNA obtido das amostras foram avaliadas 

através de eletroforese em gel de agarose 0,8% corado com SYBR® Safe DNA gel 

stain (Invitrogen) e o sequenciamento da biblioteca do tipo shotgun utilizando a 

plataforma Illumina MiSeq (Illumina Inc., San Diego, CA, EUA) do DNA total extraído 

das comunidades foram realizados no Laboratório de Ecologia Microbiana e 

Biotecnologia (LEMBiotech) do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceará 

(UFC) em parceria e sob a supervisão da Profa. Dra. Vânia Maria Maciel Melo. O 
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DNA foi preparado utilizando o kit Nextera XT DNA Library Preparation Kit (24 

Samples) (Illumina) e sequenciado utilizando o kit MiSeq Reagent Kit v2 (600 cycles) 

(Illumina).  

 

 

2.5 Análise de Bioinformática  

 

O processo de controle de qualidade foi realizado pelo software FastQC 

[38]. Todas as bibliotecas tiveram suas bases removidas de acordo com o 

Trimmomatic (v0.36) [39] de forma a se obter sequências de alta qualidade. As 

amostras RMA, RMC, RGA, RGB e RGC tiveram como parâmetros LEADING:3 

TRAILING:6 SLIDINGWINDOW:4:20 e reads de tamanho menor do que 35bp foram 

descartados. Para a amostra RMB os mesmos parâmetros foram utilizados, exceto 

que o tamanho mínimo das reads foi de 75bp. Para construir o metagenoma da 

comunidade microbiana do solo, metaSPAdes (v3.10.1) [40] foi utilizado em cada 

amostra para montar as reads em contigs. As bibliotecas RMA, RMC, RGA, RGB e 

RGC o seguinte conjunto de k-mers foi utilizado : 21, 23, 27 e 33. Valores 65 e 73 de 

k-mer foram utilizados para montagem da amostra RMB. A escolha dos valores de k-

mer seguiram o seguinte critério: não ultrapassasar o tamanho da menor read de 

uma dada amostra. Afim de melhorar a montagem, para gerar scaffolds e preencher 

gaps, Assembly Improvement (v1.7.0) [41] foi utilizado, tendo como entrada a 

montagem obtida no estágio anterior com suas respectivas reads trimadas. Após 

essa etapa, foi utilizado a ferramenta Redundans (v0.12c) [42] para tornar a 

montagem final menos fragmentada e sem redundâncias de scaffolds. 

 

3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os níveis de contaminação encontrados em ambos os ambientes nas 

amostras do solo foram nas concentrações 176,4 mg/Kg para Cu2+ e 297,3 para Zn2+ 

no Riacho dos Macacos e de 7,3 mg/Kg e 18,5 mg/Kg no Rio Granjeiro para Cu2+ e 

Zn2+ respectivamente. Os níveis dos metais em estudo foram relativamente altos 

comparados com os valores máximos permitidos pela Comunidade Econômica 

Europeia que são respectivamente de 150 mg/Kg para Cu2+ e 140 mg/Kg para Zn2+ 

(Chaudri et al, 1993) e os níveis toleráveis para solos agricultáveis da Polônia são de 
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300 mg/Kg Zn2+ ficando, portanto, no limite de aceitação. Os valores aqui 

encontrados são menores que os relatados por Levy et al (1992)  em Cu2+ onde as 

concentrações variaram de 14 a 1200 mg/Kg e em Zn2+ variaram de 44 a 12000 

mg/Kg e Chlopecka et al (1996) onde a concentração de Zn2+ variou de 13.9 a 2800 

mg/Kg, ao avaliarem áreas contaminadas por metais pesados oriundos de 

mineração e atividades industriais.  

Os padrões brasileiros segundo Fadigas e colaboradores (2006) tomando 

como base as características do solo como Silte, argila, Mn, Fe CTC (capacidade de 

trocar cations) também confirmam que dos 7 grupos analisados em seu trabalho os 

valores de cobre e zinco foram inferiores a este estudo. Mesmo considerando o 

grupo que tolera níveis mais altos de cobre (119 mg/Kg) e zinco (79 mg/Kg) 

confirmando a alta contaminação por estes metais. Portanto, os resultados do 

presente estudo indicam um grau de contaminação considerável nas adjacências do 

Riacho dos Macacos. 

 

3.1 Perfil filogenético do metagenoma   

 

Um total de 100.894 reads no RM e 103.509 no RG foram apresentadas, 

pelo programa MG-RAST, baseadas no banco de dados SEED que indicou alta 

diversidade bacteriana em apenas 10 g de solo. A metagenômica vem sendo usada 

para diferentes funções e em vários lugares possui diversos programas que fazem a 

análise além do MG-RAST como MEGAN (Mitra et al, 2012), PHYLOSHOP (Shah et 

al, 2011) ou TAX4FON (Aβhauer et al, 2015) com funções variadas como por 

exemplo, microbiota intestinal (Korem, 2015) ou digestão anaeróbica termofílica em 

tratamento de água (Wu, 2018).  

A análise das sequências de genes funcionais do metagenoma norteadas 

por todas as bases de dados de anotação disponíveis no MG-RAST revelou que o 

domínio Bacteria foi dominante em ambas as amostras de solo das áreas adjacentes 

ao Riacho dos Macacos e ao Rio Granjeiro representando 97,97% e 96,5% das 

sequências, respectivamente. Eukarya representou 0,44% e 0,45%, Archaea 1,62% 

e 2,97%, vírus 0,03% e 0,06% e outras sequências 0,005% e 0,007% da abundância 

do DNA total das amostras do solo próximo ao Riacho dos Macacos e ao Rio 

Granjeiro, respectivamente. Dos 22 filos bacterianos presentes (Figura 01), os mais 

abundantes nas proximidades do Riacho dos Macacos foram o Proteobacteria com 
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49,40% das sequências corroborando com Chen (2017) que encontrou dominância 

deste filo pesquisando contaminação por cádmio. Outros estudos também 

mostraram o mesmo filo em comunidades de ambientes ricos em metais mais 

abundantes que outros filos (Reis et al, 2016; Chen et al, 2017).    

As Proteobacterias são Gram-negativas e foram elevadas ao filo e 

divididas em cinco classes, Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, 

Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria e Epsilonproteobacteria (Bonner and 

Castenholz, 2013) sendo o maior e mais diversificado grupo bacteriano com grande 

diversidade morfológica e metabólica e por isso ocorre em vários ambientes 

diferentes (Pereira et al, 2006). O segundo filo mais numeroso foi o Actinobacteria 

com 22,97%.  

A dominância desses dois filos, correspondem aproximadamente às 

encontradas em outros estudos (Singleton et al, 2009; Uhlik et al, 2017). Mesmo a 

pesquisa sendo diferenciada e em locais distintos, sugere-se que uma variedade de 

solos contaminados contém os mesmos grupos bacterianos dominantes 

considerando que conseguem suportar ambientes com condições extremas e as 

Actinobacterias serem onipresentes. O filo compreende 5 classes, 19 ordens, 50 

famílias e 221 gêneros, no entanto novos táxons continuam sendo descobertos. São 

geralmente bactérias Gram-positivas com fenótipos e morfologias distintas (Bonner 

and Castenholz, 2013). 

Paralelamente foi utilizado como local de referência as margens do Rio 

Granjeiro e nas análises obtidas também indicaram dominâncias nos filos 

Proteobacteria (58,08%) e Actinobacteria (10,80%) (Figura 01).  
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Figura 01- Classificação filogenética dos reads obtidos do sequenciamento do 
metagenoma das amostras das margens do Riacho dos Macacos (RM) e das 
margens do Rio Granjeiro (RG). Resultados para filos obtidos pelo MG-RAST 
utilizando o banco de dados SEED (Leitura segue de baixo para cima). 

 

  

Esta abundância tanto em ambiente urbanizado como no não-

urbanizado também foi obtido por um trabalho similar realizado por Medeiros e 

colaboradores (2016) como era esperado, devido as Proteobacterias serem bem 

conhecidas por possuir sucesso de sobrevivência em ambientes diversos em 

relação aos outros grupos microbianos do planeta. 

 No entanto, as co-dominâncias diferiram nos dois ambientes. No 

urbanizado obtiveram o maior número de sequencias Actinobacteria, Bacterioidetes 

e Firmicutes respectivamente (pertencentes a microbiota gastrintestinal de humanos 

e outros animais), a falta de saneamento em volta do riacho pode ser a causa da 
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coincidindo com o trabalho de Medeiros e colaboradores (2016) que também 

encontrou esses três filos entre os mais abundantes depois das Proteobacterias. 

O ambiente não urbanizado (margens do Rio Granjeiro) revelou vários 

gêneros também encontrados nos estudos de Medeiros e colaboradores (2016), 

Bradyrhizobium, Candidatus Solibacter, Rhodopseudomonas, Geobacter, 

Magnetospirillum. Confirmado em estudos usando diferentes métodos Bacterioides 

são anaeróbicos e sua presença pode, portanto, indicar contaminação recente 

(Wexler, 2007). Os gêneros Pseudomonas e Burkholderia, também encontrados 

neste estudo, são geralmente encontrados em diversos nichos e podem causar 

doenças severas em humanos gerando impactos na saúde humana (McConell et al, 

2013; Valério et al, 2010)  

 

3.2 Categorias funcionais 

 

A análise das categorias funcionais permite avaliar o desempenho e 

atividade metabólica dos organismos presentes nos ambientes identificando em 

quais delas estão sendo direcionadas mais energias (Figura 02). 

Foram encontradas 28 categorias funcionais diferentes com relações 

como regulação, metabolismo e transporte refletindo a alta diversidade e atividade 

microbiana em ambos os ambientes. As categorias com maior atividade foram as de 

carboidrato; metabolismo de proteína, aminoácidos e derivados; metabolismo de 

proteína; micellaneus, cofatores/vitaminas e respiração nos dois ambientes 

estudados. Os genes correspondentes a resposta a virulência, doença e defesa não 

foram consideravelmente alterados passando de 3,73% do RM para 3,68% do RG e 

resposta ao estresse crescendo de 2,81% no RM para 2,65% do RG. Esses dados 

sugerem que as bactérias primeiramente ativam genes de sobrevivência para 

posteriormente ativar os de adaptação as adversidades em busca da sobrevivência 

do meio inclusive em ambientes mais poluídos.  
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Figura 02 – Abundância das funções apresentadas na análise metagenômica das 
margens do Riacho dos Macacos (RM) e das margens do Rio Granjeiro (RG) 

 

3.3 Genes de resistência ao cobre 

 

Foram encontrados (Figura 03), o P-tipo ATPase (CopA) que refere-se a 

bombas de efluxo e influxo predomiantemente de cátions incluindo o Cobre (Fagan 

and Saier, 1994) e multicopperoxidase responsável pela bomba de efluxo (Lu et al, 

2017). 

Em Escherichia coli o Cu(I)-translocating P-type ATPases também 

denominado copA, foi relatado em trabalhos anteriores pela homeostase ao cobre 

(Petersen and Moller, 2000) e resistência ou transporte de cobre (Fan et al, 2001). 
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Figura 03 – Genes de resistência ao cobre encontrados nas margens do Riacho dos 
Macacos (RM) e nas margens do Rio Granjeiro (RG) 

 

O cobre curiosamente, possui maior frequência de genes nas margens do 

Riacho dos Macacos em relação ao Rio Granjeiro mostrando a sua contaminação 

por um processo seletivo eficiente apesar de aparecerem também, no entanto, em 

menor quantidade na maioria das vezes nas margens do Rio Granjeiro. Foi feita 

também uma análise comparativa dos genes resistentes em maior quantidade e 

correlacionados aos gêneros encontrados relativos ao cobre (Figura 04) e relativos 

ao zinco (Figura 06). 
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Figura 04 – Comparação de genes resistentes mais abundantes encontrados nos 
gêneros. Número de genes resistentes ao Cobre  

 
 

Como podemos observar na figura, os gêneros Kribbella, Janibacter, 

Sphaerobacter, Acidovorax e Methylibium são possíveis candidatos a  

bioindicadores de contaminação devido apareerem apenas no ambiente 

antropizado. 

Outros também que estão bastante adaptados ao ambiente antropizado 

são Burkholderia, Acidithiobacillus, Anaeromyxobacter, Flavobacterium e 

Nocardioides e aparecem bem restritos no ambiente não antropizado. 

Corroborando com este trabalho foram encontrados também genes de 

resistência a cobre para Pseudomonas, Nocardioides, Methylbium e Borkholderia 

(Gillian, 2015; Thomas et al, 2009), Flavobacterium (Kou et al, 2018), 

Anaeromyxobacter porém em pequenas quantidades (Thomas et al, 2009). 

Curiosamente o gênero Cupriavidus, reconhecidamente resistente a altas 

concentrações de metais, foi encontrado no Rio Granjeiro em maiores 

concentrações, resultado similar foi encontrado por (Janssen, 2010), este fato pode 

ter sido devido a fatores limitantes do local que possam ter influenciado seu 

crescimento. 
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3.5 Genes de resistência ao zinco  

 

O zinco é o metal mais utilizado apesar de não ser o mais disponível na 

crosta terrestre e devido a suas funções estruturais, catalítica e de sinalização é um 

fator limitante de sobrevivencia bacteriana tanto na falta como no excesso (Cunden 

and Nolan 2018) 

Os mecanismos homeostáticos de entrada, distribuição e excreção do 

zinco são mais eficientes que a maioria dos metais, e por ser necessário para o 

sistema de transcrição bacteriana toda bactéria necessita de zinco (Vallee and 

Falchuk, 1993) por isso quanto maior a diversidade mais genes de zinco serão 

encontrados no local o que justifica a maior abundância de genes relativos ao zinco 

nas margens do Rio Granjeiro em relação as margens do Riacho dos Macacos 

reportados na figura 05. 

 

 

Figura 05 – Genes de resistência ao zinco encontrados nas margens do Riacho dos 
Macacos (RM) e do Rio Granjeiro (RG) 
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Os genes mais abundantes na resistência ao zinco foram 

respectivamente czcD, importante bomba de efluxo cádmio-cobalto-zinco (Nies, 

2003), czcB e ZIP e o regulador de zinco sigma-54 dependente, que se tratam de 

sistemas de efluxo.  

Os sistemas de efluxo incluem o transenvelope dirigido pela divisão de 

nodulação por resistência (RND), facilitadores (CDF) e ATPases do tipo P (Legatzki, 

2003). Entre estes sistemas de efluxo, as ATPases do tipo P constituem uma grande 

família de proteínas, algumas foram sugeridas como sendo envolvidas na 

homeostase do metal em microrganismos (Lutsenko, 1995). Em bactérias Gram-

negativas possuem função principalmente no controle da concentração e toxidade 

do metal, característica esta que possivelmente possibilita maior flexibilidade de 

exploração ambiental e patogenicidade. 

As bactérias Gram-positivas estão entre os três grupos com baixa 

frequência de proteínas RND. CzcA sozinho medeia pouca resistência, portanto, o 

mecanismo de ação das proteínas RND em Gram-positivas por funcionar como 

sistemas de efluxo de subunidade única podem ser diferentes da maioria das 

bactérias Gram-negativas (Nies, 2003). 

Bombas de efluxo foram amplamente estudados em Cupriavidus 

metallidurans, como produtos de genes não específicos czcCBA e o sistema 

análogo cusCBA, sendo que o primeiro funciona na desintoxicação de cadmio, zinco 

e cobalto e o segundo funciona em desintoxicação de cátions monovalentes, como 

prata e cobre (Hernandez-Arriaga et al, 2009). Cupriavidus metallidurans CH34 

possuiu várias outras denominações anteriores e é também uma das estirpes mais 

estudadas (Hynninen et al, 2009). Apesar do conhecimento ser restrito em torno da 

comunidade de bactérias resistentes a esses tipos de metais, esta espécie é 

considerada um organismo modelo nesta área (Janssen, 2010; Monchy et al, 2007). 

A Czc é uma bomba de efluxo quimiosmótica para Cd2+, Zn2+ e Co2+, 

basicamente proteínas da membrana interna (CzcA), da membrana externa (CzcC) e 

membrana (CzcB) que estão  todas envolvidas no transporte de cátions do 

citoplasma via periplasma para fora da célula (Silver and Phung, 1996). 

Já o sistema sigma dependente de zinco trata-se de uma proteína que se 

liga através da especificidade e auxilia na expressão da RNA polimerase, faz parte 

do mecanismo de transcrição dos genes bacterianos, metabolismo de ácidos 
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nucléicos, carboidratos, lipídios e outros processos biológicos fundamentais (Vallee 

and Falchuk, 1993). 

 

 

 

Figura 06 - Comparação de genes resistentes mais abundantes encontrados nos 
gêneros. Número de genes resistente ao Zinco 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como podemos observar na figura acima, os gêneros Desulfovibrio e 
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aparecerem apenas no ambiente antropizado. Anaeromyxobacter também em 
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relação ao não-antropizado. 
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maior. Resultados equivalentes em Geobacter, porém relacionados ao cobre, foram 

demonstrados no trabalho de metatranscriptoma realizado por (Kou et al, 2018).  

 

 

 

 

4 CONCLUSÃO 

 

Os dados metagenômicos revelaram que os genes envolvidos na 

resistência aos metais possuem relações diferenciadas como regulação, transporte, 

metabolismo, resistência a metais entre outros refletindo a abundância metabólica 

da comunidade em busca da sobrevivência. 

Os filos mais abundantes foram Proteobacteria e Actinobacteria 

conhecidamente resistentes a ambientes variados por sua diversidade metabólica 

em ambos os ambientes e os gêneros Nocardioides e Pseudomonas mais 

abundantes, nesta ordem, nas margens do Riacho dos Macacos. Já nas margens de 

referência, Rio Granjeiro, os gêneros mais abundantes foram Pseudomonas e 

Bradyrhizobium. Os gêneros Anaeromixobacter e Geobacter foram os mais 

abundantes com genes de resistência ao zinco e Pseudomonas e Nocardioides com 

maior abundancia de genes de resistência para cobre. Os genes mais abundantes 

foram da família czcD, envolvido na resistência ao zinco e P-type ATPase ou CopA 

eficiente para cobre. A análise metagenômica foi eficiente permitindo a partir das 

informações apresentadas servir como base para estudos adicionais sobre os 

efeitos do metal em comunidades microbianas e avaliar possíveis bactérias 

indicadoras no processo de biorremediação. Sendo necessários trabalhos futuros 

com metatranscriptoma para complementar o estudo devido a complexidade dos 

resultados e das variáveis do estudo como genes, microrganismos, características 

do solo entre outras. 
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5. CONCLUSÃO  

 

 Devido a importância que o Riacho dos Macacos possui para a cidade de 

Juazeiro do Norte, o estudo da contaminação deste ambiente por cobre e zinco 

através de suas comunidades microbianas permitiu a obtenção de informações 

sobre o nível de contaminação in situ através dos microrganismos e as 

consequências disso no desenvolvimento de estratégias de remediação ou de 

prevenção da contaminação neste ambiente. Que para cobre foram 176,4 mg/Kg no 

Riacho dos Macacos e 7,3 mg/Kg no Rio Granjeiro e para zinco 297,3 mg/Kg no 

Riacho dos Macacos e 18,5 mg/Kg no Rio Granjeiro. 

 Para entender a comunidade microbiana neste ambiente foi necessário 

aplicar técnicas moleculares que é uma ferramenta poderosa e pouco explorada na 

região para detecção rápida e mais específica, focando a análise em genes 

específicos de resistência a metais pesados. 

 Os filos mais abundantes foram Proteobacteria e Actinobacteria 

conhecidamente resistentes e naturalmente encontrados em ambientes com 

características distintas devido a possuir um metabolismo diversificado. Foram 

encontrados os gêneros Pseudomonas e Nocardioides com resistência para cobre e 

genes com resistência ao zinco mais abundante em Aneromixobacter e Geobacter 

principalmente.  
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 Os genes mais abundantes foram da família czcD, apesar de não específico, 

eficiente para zinco e P-type ATPase ou CopA eficiente para cobre. Os dados 

sugerem que as bactérias habitantes do local conseguiram adaptar-se ao longo do 

tempo apesar da predominância do estresse metálico. Os resultados do presente 

trabalho demonstram o potencial de uma abordagem metagenômica para 

demonstração da diversidade microbiana em outros ambientes poluídos, em busca 

de uma melhor compreensão do papel dos microrganismos no processo de 

biodegradação. 

 Estudos futuros mais aprofundados são necessários para entender o papel 

das bactérias no processo de limpeza ambiental e os mecanismos de adaptação 

utilizados por eles como estratégia de sobrevivência. 
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ABSTRACT 13 

The aim of this study was to map the metal resistant genes from communities in the 14 

Riacho dos Macacos compared to those from Rio Grangeiro, used as control 15 
environment with low heavy metals concentration. Sampling was performed by 16 

removing the soil in triplicates from the aforementioned environments. The samples 17 
using the Illumina Miseq system, in addition to physicochemical analysis. The data 18 
were deposited on MG-RAST and analyzed. Various genes relating to copper resistance 19 

such as Cu ATPase, multicopper oxidase, czc as well as genes relating to zinc resistance 20 
mainly from the czc family, were found. In the resistance gene taxonomic analysis, the 21 

most common bacterial phyla were Proteobacteria with 49.4% and 59.08%, and 22 

Actinobacteria with 22.97% and 10.80%, in Riacho dos Macacos and Rio Grangeiro, 23 
respectively. From the most abundant genes, Nocardioides (2.99%) and Pseudomonas 24 
(2.67%) were found in Riacho dos Macacos  and Pseudomonas (10.79%) and 25 

Bradyrhizobium (6.96%) were found in Rio Grangeiro. This study is pioneering in the 26 
heavy metal resistant gene mapping area in the Cariri region, contributing to the 27 
identification of possible environmental contamination bioindicators. 28 
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 Heavy metals are part of a group of dangerous inorganic compounds, without a 33 

well-established definition, which are capable of severely contaminating the 34 

environment, mainly by anthropic activities such as mining, fertilizer, gasoline, ink and 35 

sewer wastes, among others (Wuana and Okieimen, 2011). Prolonged periods of metal 36 

depositing increase their total concentration and duration in the soil as well as the 37 

environment, causing serious damages to the environment mainly due to their 38 

recalcitrant power and the difficult degradation of these pollutants (Grupta and Diwan, 39 

2017). 40 

 Metals such as copper, zinc, iron, potassium, magnesium, manganese, calcium 41 

and cobalt are essential nutrients for prokaryotic and eukaryotic organisms at low 42 

concentration, since these are involved in many important biological cellular 43 

metabolism processes. However, at high concentrations these can considerably change 44 

growth, morphology and cellular metabolism, contributing to a decrease in biological 45 

diversity (Zampieri et al., 2016). 46 

 Within heavy metals, copper (Cu
2+

) is necessary for many physiological 47 

processes in plants, such as cell wall metabolism, seed production, photosynthesis, 48 

respiration, carbohydrate distribution, disease resistance and water regulation (Lu et al, 49 

2017; Chen et al, 2015). Normally, copper is present in drinkable water from Cu
2+ 

tubes 50 

and at high concentrations, it can provoke serious soil problems, both for its biodiversity 51 

and fertility. Nevertheless, copper is not accumulated in the food chain and when 52 

together with Zn
2+

 these are especially important to plants, microorganisms, animals 53 

and human beings, both being capable of representing direct and indirect threats 54 

(Sharma, 2012). Zinc (Zn
2+

) is a part of enzymes, being involved in hydrocarbon, 55 

protein, phosphate and RNA metabolism, however, high zinc concentrations can acidify 56 

water and contaminate water beds, which may lead to accumulation in fish, 57 

biomagnification of the food chain and soil activity interference (Wuana and Okieimen, 58 

2011). 59 

 Metals dragged by the rain pollute rivers and creeks along cities because of 60 

domestic sewage disposal and industrial activities. This is a matter of concern, 61 

especially for surrounding resident populations exposed to an environment loaded with 62 

toxic metallic residues (Zampieri et al, 2016). The metals concentrate in aquatic and 63 

terrestrial environment, causing concern due to degradation difficulties in the removal 64 

of excess metal through strategies developed by microorganisms with different 65 
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adaptations, which makes them resistant and capable of minimizing or inactivating 66 

many contaminants. This technology, known as bioremediation, uses the 67 

microorganismal metabolism to remove pollutants without environmental damage or, 68 

by stimulation, through the addition of nutrients or specific microorganisms to the 69 

environment to improve the process efficiency (Sharma, 2012). 70 

                 Metals entering the cell, depending on their concentration and chemical 71 

properties, can interact in various ways. Cells usually react to high concentrations by 72 

expressing specific resistance systems (Roosa et al, 2014). In this context, many 73 

bacterias genetically evolved an adaptation process acquiring metallic resistance. 74 

Various genes such as cadB, chrA, pbrA, MerA and NiCoT have been reported in 75 

bacterial resistance and detoxification systems, respectively, against cadmium, 76 

chromium, lead, mercury and nickel, as well as in the involvement of transition metal 77 

transport (Das et al, 2016; Janssen, 2010). These systems trigger biological responses to 78 

the contaminant, especially by: cell wall biosorption, extracellular capsule entrapment, 79 

precipitation, complexation, oxidation-reduction and cell membrane transport (efflux 80 

pumps) (Sharma, 2012). 81 

 For wider studies, metagenomics use is necessary to provide a complete 82 

organismal visualization through the characterization of the community composition 83 

and their functional content (Keegan et al, 2016). Metagenomic sequencing, despite 84 

being relatively new and complicated due to complex data structures, has been 85 

important in promising (Palheta, 2017) studies identifying the presence of resistant 86 

microorganisms (Drewniak et al, 2016). 87 

 The aim of this study is to map the microbial community present in Riacho 88 

dos Macacos, which is contaminated by heavy metals, to analyze the diversity, 89 

abundance and distribution of copper and zinc resistant genes compared to the microbial 90 

community found in Rio Grangeiro with low heavy metal concentration, which was 91 

used as the control group. The results obtained offer new information regarding heavy 92 

metal resistance gene diversity in extreme environments permitting better 93 

comprehension surrounding microbiological function in environmental cleansing and 94 

the molecular adaptation mechanisms. 95 

 96 

2. MATERIALS AND METHODS  97 

 98 

2.1 Sample collection 99 
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 100 

 Samples were collected from the Riacho dos Macacos margin, at Juazeiro do 101 

Norte (CE) (-7.212977, -39303883  MG-RAST ID mgm4765761.3)  due to the 102 

proximity to veneered jewels, aluminum artifacts and  leather tanning factories which 103 

work with corrosive, flammable and toxic products. Other samples were collected from 104 

the Rio Grangeiro margin, at Crato (CE) (-7.164863, -39.261734 MG-RAST ID 105 

mgm4765758.3) on a reserved place where water contamination by excessive heavy 106 

metals is less likely. 5 cm deep samples with approximately 150 g were removed a 107 

meter from the collection site margins. The sampling was performed in triplicates, with 108 

a meters distance from each sample using previously autoclave sterilized PVC pipes 109 

with 10 cm diameter. After the collection, the samples were taken to a laboratory and 110 

incubated at 4ºC for DNA isolation of the microbial community and heavy metal 111 

concentration sample analysis.  112 

 113 

2.2 Soil metal analyzes  114 

 115 

 To analyze the heavy metals copper and zinc, approximately 150 g of soil 116 

from the superficial layers, roughly 0 to 20 cm, from neighboring areas in the Riacho 117 

dos Macacos and Rio Grangeiro with the aid of a non-metallic tool, so as to not 118 

contaminate the sample with metals present in tools normally used in soil retrieval, were 119 

collected in triplicates. A layer of up to 20cm depth was chosen since this depth 120 

contains the greatest chemical element and organic matter concentrations, as well as the 121 

reactions between them, as highlighted by Aguiar, Marins, Almeida (2007). Still in the 122 

field, the samples were adequately conditioned and sent to the Sanitation laboratory of 123 

the Federal University of Cariri (UFCA). 124 

 In the laboratory, the samples were dried at room temperature, crushed and 125 

ground in a mortar to a fine powder before being passed through a sieve to obtain the 126 

finest fraction (<0.074mm) utilized for chemical analysis.  127 

 Microwave digestion with concentrated nitric acid was the methodology used 128 

for heavy metal determination in conjunction with Inductively Coupled Plasma-Optical 129 

Emission Spectroscopy (ICP/OES) for readings, method 3051-16, recommended by the 130 

United States Environmental Protection Agency (US EPA, 1994). 131 

 132 

2.3 DNA extraction  133 
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 134 

Total soil community DNA was extracted from 0.25 g of each soil sample using the 135 

MoBio PowerSoil DNA Isolation Kit (MoBio, Carlsbad, CA, USA) according to the 136 

manufacturer's instructions. Purity of the extracted DNA was checked using a Nanodrop ND-137 

1000 spectrophotometer (Nanodrop Technologies, Wilmington, DE, USA) and DNA 138 

concentration was determined using Qubit
®
 2.0 fluorometer (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). 139 

Integrity of the DNA was confirmed by electrophoresis in a 0.8 % agarose. All DNA samples 140 

were stored at -20 °C until used in downstream analyses.  141 

2.4 Metagenomic DNA sequencing  142 

Shotgun metagenome libraries were constructed using a Nextera XT DNA Sample 143 

Preparation Kit (Illumina) as recommended by the manufacturer and sequenced by Illumina 144 

MiSeq (Illumina, San Diego, CA) technology at the Center for Genomics and Bioinformatics 145 

(CeGenBio) of the Drug Research and Development Center (NPDM), at the Federal University 146 

of Ceará, Brazil. Analysis and annotation of output data were carried out by MG-RAST 147 

(Rapid Annotation using Subsystems Technology for Metagenomes) server (Meyer et al. 2008).  148 

 149 

2.5 Bioinformatic analysis  150 

  151 

 The data generated from sample sequencings were processed where the first 152 

step involved a dereplication filter to remove artificially propagated sequences produced 153 

during sequencing (Gomez-Alvarez et al., 2009). The second step eliminated low 154 

quality sequences, evaluated by the presence of more than 5 bases with a Phred rating of 155 

less than 15 (COX et al, 2010). The last step was based on sequence length and 156 

ambiguous pollutants, where sequences with more than twice the standard deviation 157 

and/or which contained ambiguous baseline targets were removed. This filtration and 158 

preparation process was carried out in partnership with Prof. Dr. Valdir de Balbino from 159 

the Bioinformatics and Bioevolution Laboratory of the Federal University of 160 

Pernambuco (UFPE). 161 

 The triplicate results were united in one archive and metagenomics data 162 

annotation was performed using the MG-RAST (Meta Genome Rapid Annotation using 163 

Subsystem Technology, v 4.0.3) (http://metagenomics.nmpdr.org) server. This pipeline 164 

provides many phylogenetic and metabolic reconstruction methods, protein similarity 165 

analysis, protein classification and functional annotation (MEYER et al, 2008). The 166 
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sequences were functionally annotated using the SEED Subsystem database, with 167 

maximum e-Value equal to 10 e
-5

, 60% minimum identity and a minimum alignment 168 

length of 15 measured amino acids for proteins. In the present study, DNA dataset 169 

(MG-RAST ID: mgm 4765761.3 (RM) and mgm 4765758.3(RG)) was used for the 170 

analyses. 171 

 172 

3 RESULTS AND DISCUSSION  173 

 174 

 The heavy metal concentration levels of copper and zinc found on the both 175 

environments are 176.4 mg/Kg and 297.3 mg/Kg, respectively, at Riacho dos Macacos 176 

and 7.3 mg/Kg and 18.5 mg/Kg, respectively, at Rio Granjeiro. The heavy metal levels 177 

found at Riacho dos Macacos were relatively high, compared to the maximum values 178 

allowed by the European Economic Community, which are 150 mg/Kg for Cu
2+

 and 179 

140 mg/Kg for Zn
2+

 (Chaudri et al, 1993). The low heavy metal concentration 180 

quantified in the control sample shows this environment is not contaminated by heavy 181 

metals and can be used as a control group in community comparisons. 182 

 183 

3.1 Metagenome Phylogenetic Profile   184 

 185 

 In this study, samples were collected from Riacho dos Macacos (RM) and Rio 186 

Grangeiro (RG) to perform metagenomic sequencing to investigate the genetic profile 187 

of metal resistance in these environments. A total of 100,894 RM contigs and 103,509 188 

RG contigs were generated and deposited in the MG-RAST database. 189 

 The MG-RAST functional gene sequence analysis showed Bacteria was the 190 

dominant domain in both environments representing 97.97% and 96.5% of sequences at 191 

Riacho dos Macacos and Rio Grangeiro, respectively. Eukarya represented 0.44% and 192 

0.45%, Archea 1.62% and 2.97%, viruses 0.03% and 0.06%, and other sequences 193 

0.005% and 0.007% from the total DNA abundance at Riacho dos Macacos and Rio 194 

Grangeiro respectively. The bacterial sequences were affiliated with 22 different phyla 195 

(Figure 01). The most abundant phyla in Riacho dos Macacos was Proteobacteria with 196 

49.09% of sequences which corroborates with Chen (2017), who found dominance from 197 

this phyla when researching cadmium contamination. Other studies have also shown the 198 

same phylum with greater abundance than other phyla in environment communities 199 

with high heavy metal concentrations (Reis et al, 2013; Chen et al, 2017). 200 
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Proteobacteria are Gram-negative bacteria which can be separated into five classes, 201 

Alphaproteobacteria, Gammaproteobacteria, Betaproteobacteria, Deltaproteobacteria 202 

and Epsilonproteobacteria, this being the biggest and most diversified bacterial group 203 

with great morphological and metabolic diversity, which is why they occur in many 204 

environments (Bonner and Castenholz, 2013; Pereira et al, 2006). 205 

 Actionobacteria was the second more abundant phyla with 22.97%, with the 206 

dominance of these two phyla being reported in other studies (Singleton et al, 2009; 207 

Uhlik et al, 2012). Even though different studies were carried out in different places, 208 

they suggest that contaminated soils have the same dominant bacterial groups, taking 209 

into account their ability to handle extreme environments and their omnipresent 210 

characteristic. However generally, these are Gram-positive bacteria with distinct 211 

morphology and phenotype (Bonner and Castenholz, 2013). 212 

 In the Rio Grangeiro control samples, the analysis also indicated dominance 213 

by the Proteobacteria (58.08%) and Actinobacteria (10.80%) phyla (figure 1).This 214 

abundance both in urban and non-urban environments was obtained by a similar study 215 

by Medeiros and collaborators (2016) where this was expected given that 216 

Proteobacteria possess the capacity to survive within diverse environments around the 217 

world. 218 

 Although codominances differ from both environments, in the urban 219 

environment Actinobacteria, Bacterioidetes and Firmicutes (belonging to human and 220 

other animal’s intestinal microbiota) obtained a greater number of sequences, 221 

respectively. A lack in adequate sanitation may be the cause of their presence in Riacho 222 

dos Macacos, coinciding with the study by Medeiros and collaborators (2016), which 223 

found these three phyla within the most abundant, after Proteobacteria.  224 

 The non-urban environment (Rio Grangeiro) revealed many genera also 225 

found in the study by Medeiros and collaborators (2016) such as Bradyrhizobium, 226 

Candidatus, Solibacter, Rhodopseudomonas, Geobacter, Magnetospirillum. The 227 

Pseudomonas and Burkholderia genera, also found in this study, are commonly found 228 

in various niches and can cause severe diseases in humans affecting human healthy 229 

(McConell et al, 2013; Valério et al, 2010). 230 

 231 

3.2 Functional categories 232 

 233 
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 Functional category analysis allows the evaluation of performance and 234 

metabolic activity of the organisms present in the identified environments, thus 235 

identifying which ones are more active (figure 2). 236 

 28 functional categories related to regulation, metabolism and transport were 237 

found, reflecting the high diversity and microbial activity. The more active categories 238 

identified were those from carbohydrate; protein, amino acids and derivatives 239 

metabolism; miscellaneous, cofactors/vitamins and respiration in both studied 240 

environments. 241 

 242 

3.3 Copper resistant genes 243 

  244 

 The presence of P-type ATPase (CopA) which refers to efflux and influx pumps, 245 

predominantly of cations including Copper (Fagan and Saier, 1994), and 246 

multicopperoxidase responsible for the efflux pump (Lu et al, 2017) suggests a positive 247 

correlations. 248 

 In Escherichia coli the Cu(I)-translocating P-type ATPases also denominated as 249 

copA was reported in previous studies as being involved in copper homeostasis 250 

(Petersen and Moller, 2000) and copper transport resistance (Fan et al, 2001). 251 

 Corroborating with this study, copper resistance genes were also found in 252 

Pseudomonas, Nocardioides, Methylbium, Borkholderia (Gillian, 2015; Thomas et al, 253 

2009), Flavobacterium (Kou et al, 2018) and Anaeromyxobacter, although at low 254 

quantities (Thomas et al, 2009). Curiously, the Cupriavidus genus, known to be 255 

resistant to high metal concentrations, was found at Riacho dos Macacos. A similar 256 

result was obtained by Janssen, (2010), which may be due to environmental limiting 257 

factors which would influence its growth. 258 

 259 

3.5 Zinc resistant genes 260 

 261 

 The most abundant zinc resistant genes were, respectively, czcD, a major 262 

cadmium-cobalt-zinc efflux pump (Nies, 2003), czcB, ZIP and the sigma-54 zinc 263 

dependent regulator, which deal with efflux systems. 264 

 The efflux systems include trans-envelope targeted by the resistance division 265 

nodulation (RND), facilitators (CDF) and P-type ATPases (Legatzki, 2003). Within the 266 

efflux systems, P-type ATPases constitute a large family of proteins with some being  267 
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suggested to be involved in metal homeostasis processes in microorganisms (Lutsenko, 268 

1995). Gram-negative bacteria possess various functions, including those relating to 269 

metal toxicity, a feature which probably allows greater flexibility for environmental 270 

exploration and pathogenicity. 271 

 Gram-positive bacteria are among the three groups with low RND protein 272 

frequency. CzcA alone provides low resistance, thus, the RND protein action 273 

mechanism in Gram-positive bacteria, by functioning as a single subunit efflux system, 274 

may be different from most Gram-negative bacteria (Nies, 2003). 275 

 Efflux pumps were widely studied with Cupriavidus metallidurans, with 276 

czcCBA and the analogue system cusCBA as non-specific gene product, where the first 277 

works on cadmium, zinc and cobalt detoxification and the second works on monovalent 278 

cations detoxification, such as silver and copper. Cupriavidus metallidurans CH34 279 

possesses several other previous denominations and is also one of the most studied 280 

strains (Hynninen et al, 2009). Although knowledge restrictions regarding bacterial 281 

communities resistant to these metal types exist, this specie is considered a model 282 

organism in this area (Janssen, 2010; Monchy et al, 2007). 283 

 Czc is a Cd
2+

, Zn
2+

 and Co
2+

 chemiosmotic efflux pump, essentially being 284 

internal membrane (CzcA), outer membrane (CzcC) and membrane (CzcB) proteins, of 285 

which all are involved in cation transport from the cytoplasm, via the periplasm, out of 286 

the cell (Silver and Phung, 1996). 287 

 Zinc resistant genes were found at higher quantities in Geobacter, Syntropus 288 

and Escherichia and at higher quantities in comparison to Rio Granjeiro. Equivalent 289 

results were demonstrated in a Geobacter metatranscriptome study (Kou et al, 2018), 290 

however with regards to copper. 291 

 A comparative analysis of the resistant genes found in higher quantities 292 

and those correlated to the genera found was also performed (figure 5). These genera 293 

were identified as strong bioremediators especially those associated with plants, 294 

favoring their growth even under stress conditions such as in the presence of these 295 

metals in studies with Pseudomonas sp (Rajkumar and Freitas, 2008; Dabrowska et al, 296 

2017; Hasssan et al, 2017), Burkholderia sp. (Jiang et al, 2008), Bradihizobium (Dary et 297 

al, 2010) and Micobacterium (Pereira et al, 2015) with the degradation function of their 298 

Nocardioides aromatic compounds being examined (Zhao et al, 2018) and of family 299 

Geobacteriaceae (Drewniak et al, 2016). 300 

 301 
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4. CONCLUSION  302 

 303 

 Metagenomics data revealed that genes involved with metal resistance have 304 

differentiated characteristics such as regulation, transport, metabolism, metal resistance, 305 

among others, reflecting the community's metabolic abundance in search of survival. 306 

 The most abundant phyla were Proteobacteria and Actinobacteria, known to 307 

be resistant to various environments because of its metabolic diversity, with the most 308 

abundant genera being Nocardioides and Pseudomonas, in this order, for Riacho dos 309 

Macacos. As for the control, Rio Grangeiro, the same phyla were verified as the most 310 

abundant while the most abundant genera were Pseudomonas and Bradyrhizobium. The 311 

Anaeromixobacter and Geobacter genera were identified as the most abundant with zinc 312 

resistant genes and Pseudomonas and Nocardioides with greater abundance of copper 313 

resistant genes. The most abundant genes belonged to the czcD family, involved in zinc 314 

resistance and P-type ATPase or CopA, which are efficient against copper. The 315 

metagenomic analysis was efficient allowing the presented information to serve as a 316 

basis for further studies on metal effects in microbial communities, as well as to 317 

evaluate possible indicative bacteria for the bioremediation process. 318 

 319 
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