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RESUMO EXECUTIVO

A Floresta Nacional de Carajas representa uma area de preservacdo ambiental, de grande
biodiversidade e producdo mineral. As cavernas também estdo inseridas como ambientes
dotados de riqueza de espécies e caracteristicas ambientais Unicas. As cavernas Ssao
consideradas bens da Unido sendo, portanto, protegidas por Lei de acordo com diferentes
graus de relevancia. As cavernas possuem zonas foticas (ZF), semi-féticas (ZSM) e af6ticas
(ZAF) de penetracdo de luz que influenciam diretamente no fluxo de energia e na proliferacéo
da fauna e flora local. A auséncia de luz solar nas cavernas impossibilita a acdo de organismos
fotossintetizantes. Assim grande parte da entrada de energia é regulada pela atividade de
microrganismos quimioautotréficos ou pela decomposicdo de compostos organicos. Em
outras zonas, a presenca de luz solar permite a atividade de microrganismos e plantas
fotossintetizantes, incrementando a entrada de energia no ecossistema e possibilitando uma
maior gama de metabolismos no ecossistema cavernicola. Este trabalho teve como objetivo
identificar os microrganismos presentes no solo de duas cavernas localizadas na Serra da
Bocaina (Para) e verificar os mecanismos moleculares mais abundantes em solos amostrados
em zonas com diferentes graus de penetracdo luminosa. Para isso foram utilizadas
metodologias de extracdo de proteinas do solo, cromatografia liquida e espectometria de
massas de alta resolucdo. As andlises dos proteomas revelaram o filo das cianobactérias como
0 grupo mais recorrente nas amostras testadas e de maior relevancia na ZF. Peptideos de
cianobactérias bem como do género de planta Selaginella estdo relacionadas a fotossintese.
Na ZSF o género Selaginella também estava presente, mostrando a importancia destas plantas
como fonte priméria de energia nas cavernas. Nesta zona também foram identificadas enzimas
envolvidas nos processos de oxidacdo e reducdo de compostos inorganicos, processos
caracteristicos de metabolismo microbiano baseado na quimiossintese. Na ZSF, a enzima
cisteina desulfurase teve destaque e na ZAF, as enzimas sulfeto citocromo c redutase
(flavocitocromo c), cisteina desulfurase e sulfato adenililtransferase foram detectadas, todas
envolvidas na obtencdo de energia independente de luz. Portanto, a partir da metaprotedmica,
foi possivel identificar a biota ativa e funcdes bioquimicas associadas, demonstrando a
importancia destes organismos para a manutencdo do ecossistema cavernicola. Este é o
primeiro trabalho envolvendo a analise metaprotedmica para avaliacdo da atividade
microbiana em solos de cavernas.
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1 INTRODUCAO

A Floresta Nacional de Carajas representa uma area de preservacao ambiental, grande
biodiversidade e producdo mineral. Neste sentido, as cavidades também estdo inseridas como
ambientes dotados de riqueza de especies e caracteristicas ambientais unicas, que justificam a
importancia da conservagao das mesmas.

O ambiente cavernicola possui caracteristicas Unicas de penetracdo de luz. Podemos
distinguir diferentes partes das cavernas em zonas onde ha incidéncia de luz plena (zona
fotica), incidéncia parcial (zona semi-fotica) e auséncia total de luz (zona afética). Além
disso, ha outras particularidades de temperatura e umidade que influenciam diretamente na
proliferacédo da fauna e flora local (HE; ZHANG, 2011). Com isso, no solo destes ambientes
hd microrganismos envolvidos em processos biogeoquimicos, que contribuem para a
estabilidade da dinamica trofica destes sistemas bioldgicos (DUARTE et al., 2008).

Os microrganismos do solo possuem metabolismos variados, utilizando desde a luz
solar (fotoautotroficos), compostos organicos (heterotroficos) ou compostos inorganicos
(quimioautotréficos) para obtencdo de energia. Isto reflete na degradacdo e producdo de
diversas moléculas no ambiente (FENG, 2011; ZAK et al., 2003; FRIEDRICH et al., 2005).
Nas cavernas, a varia¢do de luminosidade representa o fator abiético mais determinante para a
manutencdo destes ecossistemas (FERREIRA; CARDOSO; SILVA, 2016). Além disso, 0s
microrganismos também estdo associados a mineralizacdo e ciclagem de nutrientes, e
interagem de diferentes maneiras com a fauna e flora do ambiente cavernicola
(BRUSSAARD, 2012).

Com isso, o metabolismo destes microrganismos contribui para o equilibrio dos
processos biogeoquimicos, seja em zonas de intensa luminosidade ou na auséncia da mesma
(ZHOU et al., 2007; MARQUES et al, 2018; CANDIROGLU; GUNGOR, 2017). Assim, é
essencial termos um conhecimento maior a respeito da microbiota normal que ocorre nas
cavernas. Este conhecimento deve ser util como referéncia a futuros estudos sobre como
certos impactos (desmatamentos, queimadas, turismo e mineragdo), que ocorrem no interior
ou nas proximidades das cavernas, podem alterar a atividade microbiana e por consequéncia a
dindmica bioldgica do ecossistema cavernicola (FERREIRA et al., 2010).

O presente estudo teve por objetivo analisar e identificar o perfil de proteinas
associados aos micro-organismos do solo (metaproteoma) no solo cavernicola da Serra de
Canad do Carajas. Para isso, foram comparados os diferentes grupos de proteinas encontradas

e seus organismos associados em cada zona de penetracdo de luz, com o objetivo de explorar



a diversidade microbiana e 0s processos bioguimicos predominantes nos microambientes

cavernicolas.

2 OBJETIVO
2.1 GERAL
Identificar mecanismos moleculares microbianos que reflitam a atividade bioldgica

em solos com diferentes graus de penetracdo de luz nas cavernas de Carajas.

2.2 ESPECIFICOS
e Isolar e identificar proteinas dos solos amostrados.
e Comparar o proteoma de solo de caverna de diferentes zonas de penetragéo de luz.
Realizar uma analise de diversidade microbiana baseada nos peptideos detectados no
solo

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
3.1 LOCAL DE COLETA E AMOSTRAGEM

Foram coletadas 24 amostras de solo nas cavernas SB-0212 e SB0049, com duas
réplicas por ponto, localizadas na Serra da Bocaina em Carajas, no Estado do Parj,
demonstradas no mapa na figura 1. As amostragens foram realizadas na profundidade de 0-20
cm e durante as coletas os materiais foram acondicionados em sacos plasticos, mantidos em

gelo, e posteriormente guardados em -80° C até a extracdo de proteinas.



Figura 1 - Mapa de localizacdo geografica das cavernas SB-0212 e SB0049 da Serra da Bocaina em Carajas no
Estado do Para.
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Fonte: Google Earth, (2020).

3.2 EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

Foram realizadas com algumas modificagdes no protocolo de Wang et al. (2006)
(Anexo D). Para a analise protebmica as réplicas foram combinadas, ou seja, as 24 amostras
foram reduzidas a 12 e destas, 10 obtiveram resultados satisfatérios. Como mostra o Quadro
1, podemos analisar o codigo de cada amostra, localizacdo da caverna de onde foram

coletadas e a respectiva zona de incidéncia luminosa.

Quadro 1 - Cadastro e zona de intensidade luminosa das amostras coletadas em solo de duas cavernas: SB-0212
e SB-0049.

Amostra Localizacéo Zona de luz
MGO0018 SB-0212 Semi-fotica
MG0019 SB-0212 Fotica
MGO0020 SB-0212 Afdtica
MGO0021 SB-0212 Afética
MG0024 SB-0049 Semi-fatica
MGO0025 SB-0049 Afética
MGO0026 SB-0049 Afética
MG0028 SB-0049 Afética
MGO0029 SB-0049 Fotica
MGO0030 SB-0049 Fotica

Fonte: elaborado pelo autor, (2020).



As amostras coletadas foram mantidas por 10 minutos em temperatura ambiente até
serem sonicadas por aproximadamente 5 repeticbes de 30 segundos. Os extratos foram
divididos em oito microtubos cada, e adicionado 700 uL de fenol por microtubo. As amostras
foram agitadas no vortex por 15 segundos e centrifugadas por sete minutos a 14.000 rpm, para
separagdo da fase fendlica, que foi transferida, sendo as amostras novamente centrifugadas a
14.000 rpm por sete minutos para eliminar qualquer residuo da fase aquosa ou de SDS. Foram
adicionados 1500 pL de acetato de amonia em metanol para a precipitacao das proteinas por
aproximadamente 24 horas a -80°C. Uma nova centrifugacéo foi realizada a 14.000 rpm por
15 minutos, sendo posteriormente descartado o sobrenadante. O precipitado foi transferido
para um novo microtubo e lavado por quatro vezes com acetona 80%. Uma ultima lavagem
foi realizada com etanol 70% e o precipitado foi seco a temperatura ambiente por trinta

minutos. As quantificacfes de proteinas foram realizadas no Qubit 2.0 (Invitrogen).

3.3 DIGESTAO DE PROTEINAS

Para a realizacdo da digestdo foram utilizados 50 pg de proteina por amostra, sendo
completadas com Rapigest 0,2% para um volume final de 150 uL cada. O preparo da digestdo
foi realizado primeiramente com a reducdo de proteinas com ditiotreitol (DTT, 5mM),
incubando-as por 25 minutos a 56°C, seguida pela alquilagdo com iodoacetamida (IAA,
14mM) por 30 minutos em temperatura ambiente. A remocdo de IAA residual foi realizada
adicionando novamente DTT (5 mM), com incubacdo de 15 minutos em temperatura
ambiente. As amostras foram diluidas em 1:5 de bicarbonato de amonio (50 mM), seguida
pela adi¢do de CaCl (ImM). O tratamento foi realizado com tripsina (20 ng/ pL) por 16 horas
a 37°C. Posteriormente foi adicionado acido trifluacético (TFA) na concentracdo final de
0,4% do volume das amostras para interromper a reacdo enzimatica, ficaram incubadas por
37°C por 90 minutos e apos isso foram centrifugadas a 14.000 rpm por 30 minutos a 37° e

apos este periodo o sobrenadante foi transferido para o tubo.

3.4 2D-UPLC-MSE

O cromatdgrafo Nano Acquity UPLC (Waters) foi configurado para um fracionamento
em duas dimensdes; na primeira dimensdo, uma coluna analitica de 5 um XBridge BEH130
C18 (300 um x 50 mm) em um fluxo de 2 pLL por minuto; e na segunda dimensdo, com uma
coluna trap C18,5 um (180 pm X 20 mm) acoplada a uma coluna analitica 1.7 um BEH130

C18 um (100 um x 100 mm) em um fluxo de 400nL. min-1 . As amostras foram separadas em



5 fragOes a partir de um gradiente de 10.8; 14.0; 16.7; 20.4; e 65.0% de acetonitrila. O
cromatégrafo operava acoplado diretamente a um espectrébmetro de massas ESI-Q-ToF
Synapt G2S (Waters) configurado para operar em modo positivo, e fragmentacdo continua

(MSE) com a energia de colisdo oscilando entre 5 a 40 eV.

3.5 BIOINFORMATICA

Os dados brutos foram processados com o programa Proteinlynx Global Server
(PLGS) 3.0.2, utilizando a base de dados do Uniprot (www.uniprot.org) para bactérias, fungos
e plantas obtidas no site do NCBI (National Center for Biotechnology Information,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). A partir dos dados gerados, os arquivos foram analisados
pelo mascot, onde foi utilizada uma base de dados baseada em metagenoma para associar 0s
espectros aos contigs (genes) presentes no metagenoma. Os peptideos foram identificados por
meio do software Unipept, onde foi possivel obter as informac6es de ontologia génica (GO) e

de taxonomia.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A partir das amostras de solo das cavernas estudadas, agrupamos as amostras de
acordo com a intensidade luminosa, sendo: zona fética (amostras 19, 29 e 30), zona semi-
fética (amostras 24 e 18) e zona afética (amostras 20, 21, 25, 26 e 28). A partir disso
observamos a quantidade de peptideos identificados em cada grupo de amostras, sendo 101
peptideos na zona fotica, 234 peptideos na zona semi-fotica e 377 peptideos na zona afética.
Dentro de cada parametro do Unipept é possivel avaliar quantos e quais peptideos estdo
presentes em diferentes processos biolégicos, componentes celulares e fungGes moleculares.

Os dados de metaprotedmica gerados pelo Unipept possibilitaram a identificacdo de
diferentes microrganismos, processos biolégicos, componentes celulares, fungdes moleculares
e enzimas. Além disso, estes dados permitem observar a relacdo de certas enzimas com
processos biogeoquimicos de transformacao de nutrientes. Ja a classificacdo do gene ontology
(GO) é importante para descrever os diferentes processos metabdlicos (THE GENE
ONTOLOGY CONSORTIUM, 2019), os quais sofrem a influéncia de cada ambiente testado.
As informacgbes de peptideos associados a categorias do GO possibilitam a analise dos
processos biologicos e fungbes moleculares que estdo mais ativos nos ambientes estudados
(MCQUILTON et al., 2016).
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4.1 PEPTIDEOS ASSOCIADOS A ZONA FOTICA

Na zona fotica, a penetracdo assidua de luz solar permite a ocorréncia da fotossintese.
Em nossa analise isto é evidenciado através da deteccdo de 3% dos peptideos relacionados ao
processo bioldgico de fotossintese (GO:0015979). Na zona fética, dentre os 86 peptideos
relacionados a microrganismos, 6% sdo associados ao filo das cianobactérias, sendo 0 mais
abundante e de maior relevancia, mostrando o aproveitamento da luz solar por estes
microrganismos na incorporacdao de carbono no solo. Além disso, peptideos associados ao
género de plantas Selaginella (VIANA et al., 2016) também foram detectados, mostrando a
importancia deste género como fonte priméaria de energia (via fotossintese) dentro das
cavernas. Desta forma, é possivel visualizar a organizagdo hierarquica dos mesmos por meio
da arvore filogenética, disponivel no anexo A como material suplementar.

Ademais, foram detectados 2% de peptideos envolvidos no catabolismo da celulose
(GO:0030245), provavelmente produto da decomposicdo de plantas neste ambiente.
Entretanto, pelas adversidades que a alta temperatura e escassez de nutrientes no solo
acarretam, também ocorrem 2% de peptideos relacionados ao estresse metabolico
(G0O:0006979). E interessante notar que enzimas relacionadas a processos de transformacdes
bioquimicas do nitrogénio tambem foram detectadas neste ambiente (GO:0006807 e
G0:0006808). Nesta zona foram identificadas diversas fungdes moleculares como: 6% de
peptideos relacionados a ligacdo a acido nucléico (GO:0003676), 1% de peptideos a atividade
de nuclease (GO:0004518), 2% a atividade de tRNA ligase (GO:0004813), 14% a ligacdo a
ions de zinco (GO:0008270) e 30% a ligacdo ao ATP (GO:0005524).

Na zona fética também foi identificado o processo de biossintese (GO:0009058), com
2% de peptideos identificados. Este processo agrupa todas fungdes moleculares relacionadas a
producdo de moléculas organicas complexas produzidos a partir de compostos mais simples
(ALKORTA et al., 2003). Os microrganismos que produzem estes compostos, por meio das
enzimas, sdo de suma importancia nas rotas ecolégicas, como via de aquisi¢do de nutrientes

para 0 meio em que estéo presentes (SHARRAR et al., 2019).

4.2 PEPTIDEOS ASSOCIADOS A ZONA SEMI-FOTICA

Na zona semi-fética ha incidéncia de luz solar, mas com menor intensidade. Na zona
semi-fotica, 1% dos peptideos esta associado ao processo bioldgico de fotossintese
(G0O:0015979), também foi identificado 1% dos peptideos associado ao género da planta

Selaginella. A enzima cisteina desulfurase foi identificada nesta zona, e destaca-se por

11



realizar processos de oxidagdo e reducdo de compostos inorganicos, como 0 enxofre,
caracterizando o processo de quimiossintese necessario a dindmica do fluxo energético nas
areas com menor incidéncia luminosa (BANERJEE; CHAKRAVARTY; BALLAL, 2017).

No meio cavernicola ocorrem diferentes processos bioldgicos, como via de
manutencdo da cadeia trofica dos organismos e do proprio ambiente (KOVAC, 2018). A
enzima identificada, cisteina desulfurase, tem a capacidade de degradar compostos de
aminoéacidos sulfurados, presentes nas estruturas das cavernas, e por meio do contato da agua
com as rochas, juntamente com a atividade das enzimas, possibilitam a disponibilidade de
compostos inorganicos, como o enxofre, para serem utilizados como fonte energética por
microrganismos quimiossintetizantes (MENDOZA et al., 2016).

As enzimas encontradas possuem a capacidade de utilizar diversos compostos
inorganicos, como o enxofre, para adquirir a energia necessaria a partir da reducdo do
composto utilizado (FRIEDRICH et al., 2005; RABUS; HANSEN; WIDDEL, 2013). Desta
forma, estes microrganismos, mesmo na presenca parcial de luz solar, tendem a ser adaptados
a realizarem diferentes mecanismos de obtencdo de energia, a partir de diferentes compostos
(MUYZER; STAMS, 2008). A organizacdo destes filos pode ser verificada na arvore

filogenética, disponivel no anexo B.

4.3 PEPTIDEOS ASSOCIADOS A ZONA AFOTICA

As cavernas sdo ambientes prioritariamente de estado oligotrofico, ou seja, sdo
ambientes que possuem pouco acesso a nutrientes externos, sendo necessario a utilizacédo de
mecanismos diferenciados, por meio de microrganismos, para a manutenc¢éo da vida local e
acesso a nutrientes, especialmente nas zonas isentas de luz (GALLAO; BICHUETTE, 2018).
Na zona afotica, 1% dos peptideos estdo associados ao processo bioldgico de fotossintese
(G0:0015979), também foi identificado 1% dos peptideos associados ao género da planta
Selaginella. Mesmo neste meio isento de luz, ainda que pareca controverso, ha estudos que
postulam a influéncia de insetos bioluminescentes como influenciadores deste processo de
fotoalimentag&o em zonas isentas de luz (STREHLER, 1953; ANDO et al., 2008).

Além disso, ha cavernas que possuem aberturas no teto, o que pode permitir a entrada
de luz solar em pequenos momentos durante o dia (MERRITT; CLARKE, 2011) A
organizacdo dos organismos identificados na ZAF pode ser verificada na arvore filogenética,

disponivel no anexo C.
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O metabolismo quimiossintético microbiano é uma fonte de energia independente de
luz e deve ser importante para o fluxo de energia no interior das cavernas. A partir de elétrons
obtidos de elementos inorganicos, microrganismos quimiossintéticos produzem biomassa e
contribuem com a entrada de energia no ecossistema cavernicola. Nas amostras, na ZAF
foram identificadas enzimas que sdo envolvidas nos processos de oxidacdo e reducdo de
compostos inorganicos, como o enxofre, a partir da dissolu¢do deste minério das rochas das
cavernas (RAJAN, 2002). Também foram identificadas as enzimas sulfeto citocromo c
redutase (flavocitocromo c); cisteina desulfurase e sulfato adenililtransferase, em maior
abundancia nas amostras desta zona (MIHARA; ESAKI, 2002; GRIESBECK; HAUSKA,
SCHUTZ, 2000; SUN; LEYH, 2006).

4.4 PROCESSOS BIOLOGICOS E FUNCOES MOLECULARES

Em suma, ha diversas fungBes moleculares que ocorrem nos diferentes meios de
incidéncia de luz, sendo os microrganismos 0s mediadores das reagcdes necessarias para a
aquisicdo de energia, por meio de distintos modos, sejam pela fotossintese ou quimiossintese.
Dessa forma, agrupamos os filos mais abundantes em cada zona de penetracdo luminosa, de

maneira a apresentar os microrganismos em comum e 0s exclusivos nas trés zonas (figura 1).

Figura 2 - Amostras de solo de duas cavernas (SB0212 e SB0049) mostrando a abundancia relativa de peptideos
advindos dos filos de microrganismos de diferentes zonas de incidéncia luminosa.
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Fonte: elaborado pelo autor, (2020).
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Foi possivel agrupar distintos processos biolégicos que ocorrem nas trés zonas de
penetracdo luminosa, conforme demonstrado na figura 2. Pode-se observar que 0 mecanismo
de fotossintese (GO:0015979) esta presente em todas as areas, mas em maior abundancia na
zona fética e ha ativo o processo de metabolismo de carboidratos (GO:0005975) e fixacao de
nitrogénio (GO:0006807) em todas as areas.

Figura 3 - Amostras de solo de duas cavernas (SB0212 e SB0049) mostrando a abundancia relativa de peptideos
encontrados de diferentes processos hiologicos, em funcdo das zonas de incidéncia luminosa.
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Fonte: elaborado pelo autor, (2020).

As distintas funcdes moleculares de cada zona de penetracdo luminosa, refletem a
atividade dos microrganismos existentes no ambiente. Na figura 3 é possivel observar a
relagdo das fungbes moleculares com os microrganismos identificados, demonstrando os
possiveis processos de producdo energeética e de expressdo génica que podem estar ocorrendo
em cada zona de penetracdo luminosa. Assim, sendo de importante visualiza¢do a atividade
das oxidorredutases e hidrolases, enzimas envolvidas na manutencdo da salde do solo, bem
como do ambiente circundante (DAS; VARMA, 2010).

Sabe-se que estas enzimas desempenham distintas fun¢Ges no solo, como a
decomposicgdo e transformacdo de materiais organicos, auxiliam nos processos bioquimicos

para o crescimento de plantas, realizam os processos de fixacdo de nitrogénio (N2),
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nitrificacdo e desnitrificacdo (DICK, 1997; KARACA et al., 2010). Estas enzimas participam
na hidrolise de varias ligagfes quimicas na matéria organica, permitindo a liberagéo de formas
inorgénicas de fosfatos ou sulfatos, ou hidratos de carbono, componentes que sdo utilizados
pelos microrganismos como fontes de energia (ACOSTA-MARTINEZ; CANO; JOHNSON,
2018).

Analisando as fun¢bes mais abundantes, encontradas em cada zona de penetracdo
luminosa, destacam-se as funcdes “ligagdo de ATP”, seguida de “ligagao de DNA” e “ligagao
a ions metalicos”. Estas categorias em conjunto, representam a maioria dos peptideos
detectados no experimento, em todas as zonas de penetracdo luminosa. Ha relagdo destes
processos com a producdo de energia e expressdo génica, provavelmente relacionada a
mudancas que podem estar ocorrendo com frequéncia neste ambiente. Quanto ao processo
“ligacao a ions metalicos”, pode-se inferir que ocorram devido as altas concentracGes de
metais pesados, presentes no solo (SILVA, 1992).

A atividade enzimética é importante para a manutencdo da salde do solo e do
ecossistema cavernicola (DAS; VARMA, 2010). Distintas funcdes do solo sdo mediadas por
enzimas e possibilita a ocorréncia de diversos processos, como a decomposicdo e
transformacdo de matéria organica, liberacdo de nutrientes inorganicos para o crescimento das
plantas, e reagdes que sdo importantes nos ciclos biogeoquimicos do solo. Ademais, funcdes
como “liga¢des a ions de zinco”, “atividades oxido-redutivas”, “atividades cataliticas”, e
atividades enzimaticas, como as hidrolases, ATPases e transferases, também foram

identificadas.
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Figura 4 - Amostras de solo de duas cavernas (SB0212 e SB0049) mostrando a abundancia relativa de peptideos
encontrados de distintas fungdes moleculares, em fungéo das zonas de incidéncia luminosa.
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Fonte: elaborado pelo autor, (2020).

Por isso, como visto neste agrupamento, nas zonas onde ha incidéncia parcial de luz
ou a auséncia total da mesma, os microrganismos dispdem de mais processos bioldgicos para
obter a producdo de material celular, pois se utilizam de mecanismos intrinsecos atrelados a
quimiotrofia e em menor proporcao, a fotossintese (CULVER; PIPAN, 2019).

Outro ponto importante é a atividade de enzimas em relacdo a ligacdo a ions metalicos
(G0O:0046872), e atividades de reducéo e oxidacdo de compostos inorgéanicos. A atividade dos
microrganismos nesse ambiente cavernicola, corrobora com fungbes importantes para a
manutencdo da vida no interior da caverna, especialmente na ZSF e AF, onde boa parte destes
processos de quimiossintese tendem a ser estimulados com maior frequéncia, como meio de
equilibrar a auséncia parcial ou total de luz solar (PACTON et al., 2013; LEVEILLE; FYFE;
LONGSTAFFE, 2000).

Curiosamente, como demonstrado na figura 4, pode-se observar que dentre as
amostras analisadas das duas cavernas, aquelas que sdo referentes a ZF possuem menos
categorias funcionais, em relagdo aos processos hioldgicos que ocorrem neste meio pela acdo
dos microrganismos. Pode-se observar que nas zonas onde a incidéncia de luz é ausente ou
limitada, estes processos representam mais categorias e com isso € possivel inferir que os
microrganismos destas zonas dispdem de mecanismos distintos, para realizar os ciclos

biogeoquimicos necessarios a manutencdo o ambiente circundante (MARQUES et al., 2019).
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Os microrganismos presentes no solo e nas rochas das cavernas possuem fungdes
biologicas de grande importancia, haja vista que eles sdo os mediadores primordiais da
reciclagem de elementos essenciais a sobrevivéncia do meio ambiente como um todo
(MARQUES et al., 2019). Os microrganismos estdo inseridos nos processos de ciclagem de
nitrogénio, carbono e oxigénio, onde por meio da fotossintese e da quimiossintese conseguem
utilizar os compostos organicos e inorganicos para a sintese do material celular (GUPTA,;
GUPTA,; SINGH, 2017). Dessa forma, nas zonas onde ha incidéncia parcial ou total de luz, os
microrganismos dispdem de processos biologicos diferenciados daqueles encontrados na zona
fotica, para obter a producgdo de material celular, pois se utilizam de mecanismos intrinsecos
atrelados a quimiotrofia (CULVER; PIPAN, 2019).

A figura 5 representa a abundancia relativa dos processos bioldgicos que foram
detectados nas diferentes amostras de cavernas analisadas. As amostras de caverna das zonas
com incidéncia luminosa limitada e na auséncia da mesma formam um Unico grupo,
demonstrando que estes processos realizados por microrganismos tém caracteristicas em
comum. Diferentemente destas, as amostras coletadas na ZF, com alta incidéncia luminosa,
aparecem separadas das demais areas, o que indica mecanismos distintos realizados pelo
metabolismo microbiano nas zonas de luz solar em detrimento das zonas que néo recebem
luz, ou recebem parcialmente (MIHARA; ESAKI, 2002; OLLAGNIER-DE-CHOUDENS et
al., 2003). Ainda assim, € possivel observar que independente da zona analisada, 0s processos
bioldgicos estdo presentes e ativos, 0 que nos remete a atividade dos microrganismos do

ambiente na manutencdo do fluxo energético do ecossistema cavernicola.
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Figura 5 - Proteomas de solos de amostras de duas cavernas (SB0212 e SB0049) com destaque para 0 nimero de processos detectados em cada amostra. Amostras foram
coletadas de acordo com o grau de penetragdo de luz (zona fética PZ; semi-fética SP e afética AZ) e respectivos processos biolégicos correlacionados.
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Fonte: elaborado pelo autor, (2020).
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Figura 6 - Heatmap baseado na abundancia relativa de processos bioldgicos envolvendo as proteinas detectadas em diferentes amostras de solo de caverna, pela zona de
incidéncia luminosa (zona fotica PZ; semi-fotica SP e afética AZ). As zonas PZ e SPZ formam um grupo Unico enquanto as duas amostras coletadas na zona fotica se
encontram separadas.
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5 CONCLUSOES

Foi possivel identificar que dentre as zonas de incidéncia luminosa das duas cavernas
de Carajas, as zonas semi-foticas e afoticas apresentam maior similaridade entre si, e maior
diversidade de peptideos e processos metabdlicos. Com base no heatmap, a zona fotica
aparece separada das demais zonas e com processos biolégicos em menor ocorréncia.

Na zona fotica foram detectados peptideos relacionados a fotossintese, associados a
cianobactérias e plantas do género Selaginella. Na zona semi-fética também foi identificado o
género Selaginella associada a fotossintese, aléem da enzima cisteina desulfurase, envolvida na
obtengédo de energia a partir de enxofre, em um processo independente de luz. Por fim, na
zona afética foram detectadas as enzimas sulfeto citocromo ¢ redutase (flavocitocromo c),
cisteina desulfurase e sulfato adenililtransferase, todas também tipicas do metabolismo
qguimiossintético. Curiosamente 1 peptideo de Selaginella também foi detectado nestas
amostras, associado ao processo de fotossintese.

Os peptideos identificados refletem a atividade dos microrganismos nos diferentes
ambientes cavernicolas e sua importancia na manutencdo do fluxo de energia nas cavernas de
Carajas. Sobretudo esta analise demonstra o potencial da metaprotedmica no estudo do
microbioma que habita os ecossistemas cavernicolas, sendo importante para os estudos da
funcionalidade dos microrganismos de solo envolvidos em processos biogeoquimicos, Util

para a estabilidade da dinamica trofica cavernicola.
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ANEXO A - Organizacdo dos microrganismos identificados no solo da zona fética, segundo a hierarquia demonstrada pela arvore filogenética.

Fonte: UNIPEPT, (2020).
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ANEXO B - Organizacdo dos microrganismos identificados no solo da zona semi-fética, segundo a hierarquia demonstrada pela arvore
filogenética.
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Fonte: UNIPEPT, (2020).
ANEXO C - Organizagao dos microrganismos identificados no solo da zona afética, segundo a hierarquia demonstrada pela arvore filogenética.
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Fonte: UNIPEPT, (2020).
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Anexo D - Protocolo de Extracédo de proteinas, adaptado de Wang et al., (2006).

1)
2)
3)
4)

5)
6)

7)
8)
9)

Prepara-se o tampéo SDS denso (tabela 1), mantendo-o no gelo;

Pesa-se as amostras (~3g) para cada tubo falcon de 15ml;

Adiciona-se 10pul do inibidor de protease em cada falcon;

Adiciona-se 630ul de DTT (70mM final) em cada falcon com 9ml de tamp&o, deixando-0s
10min & temperatura ambiente;

Sonicar 6x de 30 segundos (poténcia ~80), com intervalos de 30-60s no gelo;

Dividir a amostra do falcon em 8 eppendorfs (epp) — ziplock 2ml, adicionando 1ml da
solucdo em cada;

Adicionar 700ul de fenol em cada epp;

Vortexar por 15min todos os epp;

Por a centrifuga no pré-cooling;

10) Centrifugar os epp a 14000rpm por 7min a 4°C;

11) Transferir o sobrenadante (parte fendlica) para epp limpos, juntando 2 em 1;
12) Centrifuga novamente a 14000rpm por 7min a 4°C;

13) Transfere 700ul do sobrenadante para um epp limpo;

14) Adiciona 700pl de acetato de amdnia em metanol;

15) Vortexar para misturar e guardar no -80°C.

REAGENTES NECESSARIOS

Quadro 1 - Tampdo SDS denso.

Componentes Conc. C?nc. Vol. Final
Estoque Final (10 ml)
1. Sacarose 1,5M 0,85 M 5,7 ml
2. Tris-HCl pH 8,0 Y 0,1M 1ml
3.SDS 10% 2% (v/v) 2 ml
5. PMSF 100 mM 1mM 0,2 ml
7. PVPP** - 2% 0,2g
8. H,0 miliQ - - 0,2mL

Fonte: adaptado d W ang, (2003)

Quadro 2 - Solucéo de precipitacdo (Wang, 2003)

Componentes Conc. final| Quantidade (g) Metanol
Acetato de amobnia em 0,1 M 0,77 100 ml
metanol

Fonte: adaptado d W ang, (2003)

Dissolver o acetato de am6nia em metanol e manter a -20°C

27



Limpeza das amostras

1) Retirar as amostras do -80°C;

2) Por a centrifuga no pré-cooling;

3) Centrifugar as amostras de 15 a 20 minutos 14000 rpm, 4°C;

4) Descartar todo o liquido (em recipiente apropriado);

5) Adicionar 1500l de acetona 80% gelada (dividir essa quantidade nos epp, dissolver o
pellet e juntar todos em um s, pipetar bastante para dissolver bem o pellet e vortexa um
pouco);

6) Centrifugar por 7 min, 14000 rpm, 4°C;

7) Descartar todo o liquido;

8) Repete-se as etapas 5, 6 e 7 por mais 2 ou 3x;

9) Adicionar 1500 pl de etanol 70% gelado;

10) Centrifugar por 7 min, 14000 rpm, 4°C;

11) Descartar todo o liquido;

12) Secar as amostras por 30 min;

13) Adicionar 50 pl de rapigest 0,2 % em cada amostra, vortexar e/ou pipetar ate dissolver
bem o pellet;

14) Quantificar;

15) Guardar no -80°C;

Digestéo

Reagentes

1. Bicarbonato de amdnio 50 mM: 50 mM de bicarbonato de aménio em agua purificada
(massa molar 79,06 g/mol; 79 mg em 20 mL de &gua purificada).

2. Ditiotreitol (DTT) 0.5M: 0.5M de DTT em bicarbonato de aménio 50 mM (massa molar
154.25g/mol; 77,12mg em 1 mL de bicarbonato de aménio 50 mM).

5. Cloreto de calcio (CaCl2) 0.1M: 0.15mg em 1 ml de &gua purificada (massa molar:
147.02g/mol).

6. lodoacetamida (IAA) 0.5M: 0.5M de IAA em bicarbonato de aménio 50 mM (massa
molar 184.96g/mol; 92,5 mg em bicarbonato de amdnio 50 mM).

7. Solugéo de Tripsina: 20 ng/uL (Sequencing grade): solubilizar em bicarbonato de
amonio 50 mM, aliquotar e armazenar a -20°C.

Procedimento

1. Padronizar o volume das amostras completando com rapigest 0,1% *. O célculo do volume é
baseado na quantidade total de proteinas que sera utilizada (geralmente 30 ou 50ug) e na
concentragdo de proteinas em cada amostra.

2. Reducgdo: adicionar solu¢do de DTT 5 mM final. Incubar durante 25 minutos a 56°C.
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3. Alquilacéo: adicionar solugéo de IAA 14 mM final. Incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente protegido da luz.

4. Quench da IAA livre: adicionar solucdo de DTT 5 mM final. Incubar durante 15

minutos & temperatura ambiente protegido da luz.

5. Adicionar solugdo de CaCl2 1mM final.

6. Preparo da tripsina: 20 pg de tripsina em 1000 pL de bicarbonato de aménio 50 mM

gelado. Concentracéo final da tripsina 20 ng/uL.

7. Adicionar solucdo de tripsina (sugestdo usar na proporcdo de 1:50 de enzima:substrato).
Incubar de 16 a 20h a 37°C, com shake de 200 rpm, cobrir a bandeja do thermo shake com papel
aluminio.

*Rapigest a 0,2% ¢ preparado ao ser solubilizado em 500 ul de bicarbonato de aménio 50 mM.
Dia seguinte

1. Adicionar TFA a 0,4% do volume total das amostras para parar a reacdo da tripsina. Verificar
se 0 pH esté aproximadamente 2, adicionar moderadamente mais TFA caso nao esteja. Vortexar.

2. Incubar as amostras a 37°C por 90 minutos.
3. Centrifugar as amostras a 14000 rpm, 6°C por 30 minutos.
4. Transferir o sobrenadante para o vial.

5. Aumentar o pH adicionando 5 pL de 1 N NHsOH para elevar o pH até 10, adicionar
moderadamente mais deste reagente caso o pH ndo esteja em 10.
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