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RESUMO

O complexo montanhoso da Serra dos Carajas encontra-se em areas isoladas inseridas na
matriz florestal da floresta amazénica, considerada uma das maiores provincias minerais do
mundo. Estas areas se caracterizam pelo alto contedo de metais, especialmente ferro,
originando um solo superficial conhecido como canga e caracterizado pela sua acidez,
deficiénca em nutrientes e pouca drenagem. As cangas ferruginosas abrigam espécies de
plantas endémicas, que exibem uma série de modificacdes fisioldgicas para sobrevivirem em
esses ambientes, e ocorrem em quatro fitofisionomias (woodland, vellozia, grassland e
scrubland). O objetivo principal do presente trabalho foi descrever a composicdo e
funcionalidade da comunidade microbiana associada aos solos das Cangas ferruginosas,
visando compreender os processos de ciclagem de nutrientes presentes nestes ecossistémas. O
DNA dos microrganismos presentes em 48 amostras de solo coletadas ao longo da Floresta
Nacional de Carajas foi extraido e sequenciado na plataforma NextSeq 500 Illumina, e 0s
resultados analisados em um pipeline instalado localmente, o qual para ser avaliado, foi
realizada uma comparacdo entre comunidades microbianas de uma cronossequéncia de
reabilitacdo de terras de mineradas e vegetacdo nativa no sudoeste do Brasil, identificando
arqueias, bactérias, virus e a classificacdo funcional. Posteriormente, o pipeline desenvolvido
foi utilizado para caracterizar a comunidade microbiana em geral, bactérias fixadoras de
nitrogénio, arqueias e fungos micorrizicos, para analise do ciclo do nitrogénio. Os resultados
mostraram que existem diferencas significativas na composicdo microbiana geral, aquela
envolvida no ciclo do nitrogénio, e as proteinas encontradas nas diferentes fitofisionomias. Ao
realizar uma andlise de RDA, foi encontrado que o ferro influenciou significativamente a
estrutura da comunidade geral, e o ferro e sodio influenciaram significativamente a estrutura
da comunidade envolvida no ciclo do nitrogénio. A cobertura vegetal ao longo da canga e a

comunidade microbiana e de fungos micorrizicos mostraram-se significativamente



correlacionadas. Finalmente foram encontrados géneros microbianos e proteinas indicadoras
em cada fitofisionomia, em quanto a comunidade core (aqueles géneros presentes em mais de
80% das amostras) foi de 80.28%. O estudo mostra a forte relagdo entre as comunidades
microbianas e a composicdo vegetal das Cangas ferruginosas, salientando a importancia do
estudo da ciclagem de nutrientes em estes solos para entender o funcionamento destes

ecossistemas.



ABSTRACT

The mountainous complex of Serra dos Carajas is located in isolated areas inserted in the
forest matrix of the Amazon forest, considered one of the largest mineral provinces in the
world. These areas , known as cangas, are characterized by the high content of metals,
especially iron, and by its acidity, nutrient deficiency and poor drainage. The ferruginous
cangas harbor endemic plant species, which exhibit a series of physiological modifications to
survive in these environments, and occur in four phytophysiognomies (woodland, vellozia,
grassland and scrubland). The main objective of the present work was to describe the
composition and functionality of the microbial community associated with the soils of the
ferruginous cangas, in order to understand the nutrient cycling processes present in these
ecosystems. The DNA of microorganisms present in 48 soil samples collected along the
Carajas National Forest was extracted and then sequenced on the NextSeq 500 Illumina
platform, and the results analyzed in a locally installed pipeline, which to be evaluated, a
comparison was made between microbial communities from a chronosequence of
rehabilitation of mined lands and native vegetation in southwestern Brazil, identifying
archaea, bacteria, viruses and the functional classification. Subsequently, the pipeline
developed was used to characterize the microbial community in general, nitrogen fixing
bacteria, archaea and mycorrhizal fungi, for analysis of the nitrogen cycle. The results showed
that there are significant differences in the general microbial composition, that involved in the
nitrogen cycle, and the proteins found in the different phytophysiognomies. When performing
an RDA analysis, it was found that iron significantly influenced the structure of the general
community, and iron and sodium significantly influenced the structure of the community
involved in the nitrogen cycle. Vegetation cover along the canga and the microbial and
micorrhyzal fungal community were significantly correlated. Finally, microbial genera and
indicator proteins were found in each phytophysiognomy, while the core community (those
genera present in more than 80% of the samples) was 80.28%. The study shows the strong



relationship between microbial communities and plant composition of ferruginous Cangas,
highlighting the importance of studying nutrient cycling in these soils to understand the

functioning of these ecosystems.



INTRODUCAO GERAL

A floresta amazbnica é o maior reservatério de espécies vegetais e animais do mundo,
contendo aproximadamente um terco de todas as espécies terrestres. A floresta amazdnica
contém quase um quarto da &gua doce e produz um ter¢o do oxigénio do mundo e contém
metade das florestas tropicais globais (HECKENBERGER et al., 2007; JESUS et al., 2009).
Embora as formacBes florestais sejam predominantes na Amazbnia, também existem
formagBes abertas, como savanas, capinaranas e campos rupestres. Essas formagdes
encontram-se em dareas isoladas inseridas na matriz florestal, abrigando ambientes
fitogeograficos bem distintos e com alto grau de endemismo (MOTA et al., 2018), o que faz
desse ecossistema um lugar de importancia ecoldgica, por ser unico dentro do contexto
amazonico (NUNES et al., 2015).

Localizado no sudeste do estado do Para, o complexo montanhoso da Serra dos Carajas se
caracteriza pela riqueza de recursos minerais, relevo acidentado e presenca de platds de
afloramentos de rochas ferruginosas isolados, denominados canga ferruginosa (VIANA et al.,
2016). As principais caracteristicas das areas de canga sdo as altas concentragdo de metais
pesados, temperaturas elevadas, alta exposi¢do ultravioleta (UV) e solos &cidos, com pouca
retencdo de dgua e nutrientes que abriga uma vegetacdo adaptada a estas condices, 0 que faz
da canga um ambiente com um numero alto de espécies endémicas (NUNES et al., 2015;
SCHETTINI et al., 2018). Nas cangas foram encontradas, até entdo, 164 familias de plantas
terrestres e 1.084 espécies (MOTA et al., 2018). Existem evidéncias de que as propriedades do
solo influenciam a distribui¢ao de espécies da Canga (NUNES et al., 2015). Considerando o
tipo de geoambiente e plantas presentes nas Cangas da FLONA de Carajas, a vegetacdo foi
classificada em diferentes fitofisionomias sendo campo herbaceo (Grassland), canga arbustiva
(Scrubland), canga arbustiva dominada pelo género Vellozia (Vellozia) e capédo florestal
(Woodland) as fisionomias que se encontram em maior propor¢do (VASCONCELOS et al.,
2016).
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Estas plantas exibem uma série de adaptacfes a estes ambientes, abrigando espécies
endémicas, conhecidas como vegetacao rupestre (VIANA et al., 2016). Devido ao pouco
volume de solo, as plantas sdo altamente dependentes da ciclagem de nutrientes,

desenvolveram mecanismos de tolerancia aos metais e ao estresse hidrico e térmico.

A Serra dos Carajas € considerada uma das maiores provincias minerais do mundo, o que tem
impulsionado as atividades mineradoras na regido. De fato, Brasil é o terceiro maior produtor
mundial de ferro (Fe), minerando grandes &areas de canga na regido (SCHETTINI et al., 2018).
A Floresta Nacional de Carajas (FLONA), criada em 1998 com o objetivo de preservar estas
areas enquanto viabilizaria a exploragdo mineral (MOTA et al., 2018). Além da mineragdo, as
pastagens e a agricultura extensiva no entorno da FLONA de Carajas tém alterado as
condi¢Bes naturais do solo e, consequentemente, as comunidades microbianas e a sua
diversidade funcional (MENDES et al., 2015; TRIPATHI et al., 2016).

Os microrganismos sdo 0s seres mais abundantes da terra e participam de diversos e
complexos processos, dentre eles, fotossintese, ciclos biogeoquimicos, fungdes metabdlicas,
simbioses, decomposi¢cdo de compostos organicos, conservacao da fertilidade e estrutura de
solos. A maioria dos processos metabdlicos, como ciclagem de carbono, fixacao bioldgica do
nitrogénio, desnitrificacdo, producdo de metano, reducdo de sulfato e transformacdo de metais
e de diferentes moléculas, sdo influenciados pelo metabolismo de microrganismos (ALEF;
NANNIPIERI, 1995; HAINES et al., 2002). Desta forma, eles sdo essenciais para 0
estabelecimento e sucesso das plantas que habitam as Cangas Ferruginosas (REIS et al., 2016;
NOTTINGHAM et al., 2018) e o conhecimento desses microrganismos € fundamental para a

manutencao desses ecossistemas.

Como os processos microbianos constituem a base tréfica para outros organismos, alteracdes
drasticas em suas comunidades podem comprometer o0s ciclos biogeoquimicos e,

consequentemente, a vida em geral (MENDES et al., 2015). No entanto, pouco se tem
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estudado sobre as comunidades microbianas no bioma da Amazonia. Dentre os estudos
realizados nas savanas Amazonicas até 2017, 136 abrangem as savanas amazoénicas, sendo que
quase um terco estdo focados em plantas, seguido de répteis, aves, mamiferos, invertebrados e
poucos em anfibios, peixes e pouquisimos em metagenoma microbiano (DE CARVALHO;
MUSTIN, 2017). Desta forma, o conhecimento da diversidade dos microrganismos e da
capacidade metabdlica da comunidade microbiana do solo € requerida para entender processos
ambientais, associacfes com plantas, tipo de solo, prospeccdo de genes, aplicacdes
biotecnologicas, protecdo do solo, biorremediacdo e recuperacdo de éareas degradadas
(HAINES et al., 2002). Adicionalmente, as andalises da microbiota podem gerar indices de
salde do solo e de impacto antropogénico ou de outra natureza, tornando-se referéncia para
possiveis processos de recuperacdo de ambientes similares que tenham sido impactados
(MENDES et al., 2015).

Microbiota do solo e o ciclo do nitrogénio

O nitrogénio é um componente essencial das proteinas, aminoacidos, &cidos nucléicos e
clorofila, mas ndo estd diretamente disponivel do meio ambiente para a maioria das espécies
(HUANG et al., 2011). Consequentemente, o nitrogénio ¢ um dos principais nutrientes
limitantes em muitos ecossistemas, especialmente em 4areas extremas ou degradadas
(DOBSON; BRADSHAW; BAKER, 1997; HUANG et al., 2011). Os microrganismos exibem
diferentes mecanismos para fixar o nitrogénio atmosférico na forma disponivel para as plantas,
incluindo mineralizacdo, imobilizacdo e diversas reacdes de oxidacdo-reducdo (SUNAGAWA
et al., 2015; TU et al., 2017). Devido a sua capacidade de fixar nitrogénio no solo, muitas
plantas terrestres desenvolveram relagBes simbidticas com bactérias, resultando em melhor

aquisicdo de N e aumento da produtividade das plantas (HESTRIN et al., 2019).

A colonizagdo por microrganismos que atuam no ciclo do N traz beneficios ao solo, como

aumento de nutrientes, alteracdo das propriedades fisicas e quimicas e ainda induz o
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desenvolvimento de outras espécies microbianas fundamentais para o desenvolvimento das
comunidades e interagdes com as plantas (HUANG et al., 2011; MUS et al., 2018). Além das
bactérias, fungos também contribuem para aumentar a disponibilidade de nutrientes para as
plantas. Fungos micorrizicos influenciam bastante o estado de nutrientes do solo e no
estabelecimento, na diversidade e na sucessdo de plantas (YAN et al., 2018). A maioria das
plantas terrestres precisa se manter em simbiose com micorrizas para melhor aquisi¢édo de
nutrientes como fosforo e nitrogénio. O nitrogénio pode ser adquirido na forma mineral
através da matéria organica, agindo em sinergia com bactérias para contribuir no
estabelecimento das comunidades vegetais (HESTRIN et al., 2019). Logo, torna-se
fundamental o estudo das comunidades envolvidas ao longo do ciclo do nitrogénio ainda
desconhecidas nas cangas de Carajas, permitindo o entendimento e associagdo com as

diferentes fitofisionomias.
Uso de ferramentas de metagenoma no estudo do microbioma de cangas

Como apenas uma pequena fracdo da microbiota é cultivavel ou de cultivo e isolamento
relativamente simples (EPSTEIN, 2013), o uso de tecnologias gendmicas torna possivel a
determinacdo quase completa da microbiota no ambiente, assim como a estrutura proteica e
modelagem das fungdes nos ambientes, ajudando no conhecimento e compreensdo dos
ecossistemas (YANG et al., 2021).

A detecgédo da diversidade de microrganismos e funcionalidade das comunidades microbianas
é uma referéncia dos ambientes, pois aléem dos levantamentos de vegetacdo ou fauna, o exame
de comunidades microbianas pode detectar alteracGes ambientais em curtas escalas de tempo
(VALENTINI et al, 2016; SUN; BADGLEY, 2019). Isso torna as ferramentas
metagendmicas Uteis na identificacdo de variagdes ambientais e de restauracdo
(NAVARRETE et al., 2015; BRUNO et al., 2017; SUN; BADGLEY, 2019).
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Desta forma, o projeto proposto cobre lacunas importantes no conhecimento, utilizando a
metagendmica como ferramenta para identificar a taxonomia, funcionalidade e assinatura da
microbiota presente nos diferentes tipos de fisionomias vegetais nas Cangas Ferruginosas da
FLONA de Carajés.

OBJETIVOS
Objetivo geral

Comparar a diversidade taxonomica e funcional da microbiota associada aos solos das
diferentes fitofisionomias da canga ferruginosa da Serra dos Carajas, visando compreender 0s

processos de ciclagem de nutrientes presentes nestes ecossistémas.
Obijetivos especificos

1. Avaliar 0 uso de pipeline, comparando a comunidade microbiana em um local de
referencia de vegetacdo nativa com outros de diferentes niveis de reabilitagéo.

2. Descrever bacterias e fungos envolvidos no ciclo do nitrogénio

3. Anotar a funcionalidade dos genes envolvidos no ciclo do nitrogénio nas diferentes
fitofisionomias da Canga.

4. Determinar as assinaturas do ciclo do nitrogenio e a relacdo de fungos e bacterias com
a cobertura vegetal

5. Descrever as espécies microbianas nas diferentes fitofisionomias da Canga a partir de
dados metagendmicos.

6. Anotar a diversidade funcional dos genes presentes nas diferentes fitofisionomias da
Canga a partir dos dados metagenémicos.

7. Determinar as assinaturas de generos microbianos e suas funcfes e a relagdo com a

cobertura vegetal
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CAPITULO 1

Data Descriptor: A metagenomic survey of soil microbial communities along a

rehabilitation chronosequence after iron ore mining
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CAPITULO 2

Interactions between bacterial, fungal and plant communities, ensure nitrogen cycling in

nutrient-deprived Canga soils

Situacdo: Artigo submetido

Revista: Scientific reports
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CAPITULO 3

Influéncia das diferentes fitofisionomias da canga ferruginosa sobre a diversidade e

funcionalidade da microbiota - Serra dos Carajés

Situacdo: Artigo em preparacao

Revista: a definir
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Influéncia das diferentes fitofisionomias da canga ferruginosa sobre a diversidade e
funcionalidade da microbiota - Serra dos Carajéas

Resumo

O complexo montanhoso da Serra dos Carajas encontra-se em areas isoladas inseridas na
matriz florestal da floresta amazonica, considerada uma das maiores provincias minerais do
mundo. Estas areas se caracterizam pelo alto conteldo de metais, especialmente ferro, e
distintas formacGes geoldgicas, gerando uma estrutura do solo superficial, deficiente em
nutrientes, pouco fértil, muito acida e pobre em drenagem. As plantas exibem uma série de
modificacdes fisioldgicas para adaptacdo a estes ambientes, abrigando espécies endémicas,
conhecidas como vegetacdo rupestre, as quais sdo separadas em quatro fitofisionomias
(woodland, vellozia, grassland e scrubland). Isso faz com que as plantas sejam altamente
dependentes da ciclagem de nutrientes. Como a maioria dos processos de ciclagem de
nutrientes sdo influenciados pelo metabolismo dos microrganismos, este estudo visa conhecer
além da comunidade microbiana, a sua funcionalidade, ao longo das areas de cangas na Serra
dos Carajas, um ecossistema endémico e ameacado. O DNA presente em 48 amostras de solo
ao longo da Floresta Nacional de Carajas durante a estacdo chuvosa foi extraido e entdo
sequenciado na plataforma NextSeq 500 Illumina. Os resultados das analises ao longo da
canga mostraram que existe diferenca significativa na composi¢do microbiana e das proteinas
das diferentes fitofisionomias, além de géneros microbianos e proteinas indicadoras. Ao
realizar uma andlise de RDA, foi encontrado que o Fe influencia significativamente a estrutura
da comunidade. Finalmente, a cobertura vegetal ao longo da canga e a comunidade bacteriana
esta significativamente correlacionada, e a comunidade core (aqueles géneros presentes em
mais de 80% das amostras) € de 80,28%. Concluimos que a comunidade microbiana e a
composicdo vegetal estdo fortemente relacionados, tornando importante o estudo da
composi¢do microbiana e sua funcionalidade em conjunto com as plantas e as caracteristicas

no solo para entender o funcionamento deste ambientes.
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Metagenomica,

Introducéo

A floresta amazbnica é o maior reservatorio de espécies vegetais e animais, contendo
aproximadamente um quarto de todas as espécies terrestres (JESUS et al., 2009). Embora as
formacdes florestais sejam predominantes na Amazonia, também existem formacdes abertas,
coOmo savanas, capinaranas e campos rupestres. Essas formacOes se encontram em &reas
isoladas inseridas na matriz florestal, abrigando ambientes fitogeogréaficos bem distintos
contendo muitas espécies endémicas, o que faz desse ecossistema um lugar de importancia
ecoldgica, por ser unico dentro do contexto amazonico (NUNES et al., 2015). Localizado no
sudeste do estado do Para, o complexo montanhoso da Serra dos Carajas se caracteriza pela
riqueza de recursos minerais, relevo acidentado e presenca de platos de afloramentos de rochas
ferruginosas isolados, conhecidos localmente como canga. A Provincia Mineral de Carajas
resguarda importantes areas de savanas metaliferas, também chamadas de Cangas ferruginosas
(VIANA et al., 2016).

A principal caracteristica dos solos das Cangas ferruginosas é o alto conteldo de metais,
especialmente ferro (Fe), e distintas formacgdes geoldgicas (NUNES et al., 2015; SCHETTINI
et al., 2018). A vegetacdo associada as cangas ¢ determinada principalmente pela morfologia e
composicdo do solo, além de acesso a agua, distribuicdo espacial e influéncia da vegetacdo
vizinha. A Floresta Nacional de Carajas (FLONA) criada em 1998 abriga areas de canga, que
representam cerca de 5% da area da FLONA (VIANA et al., 2016). As Cangas de Carajas
ocorrem em altitudes médias entre 600 e 800 m, e nelas foram encontradas até entdo 1.084
espécies de plantas (MOTA et al., 2018). Existem evidéncias de que as propriedades do solo
influenciam a distribuicao de espécies da Canga (NUNES et al., 2015). Considerando o tipo de
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geoambiente e plantas presentes nas Cangas da FLONA, a vegetacdo foi classificada em
diferentes fitofisionomias, sendo o campo herbéceo, a canga arbustiva, a canga arbustiva
dominada pelo género Vellozia e o capao florestal as fisionomias, que se encontram em maior
proporcdo (VASCONCELOS et al., 2016).

As Cangas ferruginosas representam um ambiente desafiador para a maioria das espécies
vegetais. O solo é de estrutura superficial, deficiente em nutrientes, com baixa fertilidade,
acido e com baixa drenagem (VASCONCELOS et al., 2016). As plantas exibem uma série de
modificacdes fisioldgicas para adaptacdo a estes ambientes extremos, abrigando espécies
endémicas, conhecidas como vegetacdo rupestre (VIANA et al., 2016). Devido ao pouco
volume de solo as plantas sdo altamente dependentes da ciclagem de nutrientes, mecanismos

de tolerancia aos metais, estresse hidrico e térmico.

A maioria dos processos metabolicos, como ciclagem de carbono, fixacdo biologica do
nitrogénio, desnitrificacdo, producdo de metano, reducdo de sulfato e transformacao de metais
e de diferentes moléculas, séo influenciados pelo metabolismo dos microrganismos (ALEF;
NANNIPIERI, 1995; HAINES et al., 2002). O conhecimento destes microrganismos ¢
fundamental para a manutencdo dos ecossistemas de Canga (IGWE; VANNETTE, 2019;
SKIRYCZ et al., 2014). Os microrganismos sdo 0s seres mais abundantes da terra e participam
de diversos e complexos processos, dentre eles, a fotossintese, ciclos biogeoquimicos, funcdes
metabdlicas, simbioses, decomposicdo de compostos organicos, conservacdo da fertilidade e
estrutura de solos, sendo essenciais para estabelecimento e sucesso das plantas neste ambiente
(NOTTINGHAM et al., 2018; REIS et al., 2016).

Como o0s processos microbianos constituem a base trofica, alteracbes drasticas nas
comunidades podem comprometer os ciclos biogeoquimicos e, consequentemente, a vida em
geral. Portanto, é importante entender e predizer o impacto que as mudancas naturais e

antropogénicas podem gerar nos ecossistemas (MENDES et al., 2015). No entanto, pouco se
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tem estudado sobre as comunidades microbianas na regido. Dentre os estudos que envolvem a
biodiversidade no bioma da Amazonia, 136 abrangem as savanas amazonicas, sendo que
quase um terco estdo focados em plantas, seguido de répteis, aves, mamiferos, invertebrados,
quase nenhum em anfibios e peixes (DE CARVALHO; MUSTIN, 2017) e pouquissimos em
metagenoma microbiano. Desta forma, o conhecimento da diversidade dos microrganismos e
da capacidade metabodlica da comunidade microbiana do solo é requerida para entender os
processos feitos nos ambientes, associacfes com plantas, tipo de solo, prospeccdo de genes,
aplicacbes biotecnoldgicas, qualquer conceito de protecdo do solo, biorremediacéo,

recuperacdo de areas degradadas recultivo, entre outros (HAINES et al., 2002).

A Serra dos Carajas € considerada uma das maiores provincias minerais do mundo, o que tem
impulsionado as atividades mineradoras na regido. Além disso, as pastagens e a agricultura
extensiva no entorno da FLONA tém alterado as condi¢des naturais do solo e,
consequentemente, as comunidades microbianas e a diversidade funcional (TRIPATHI et al.,
2016; MENDES et al., 2015). Ha, portanto, grande interesse de monitoramento dos ambientes
naturais para sua manuten¢do e conhecimento, tornando-se referéncia para possiveis processos
de recuperacdo de ambientes impactados. As analises da microbiota podem gerar indices de

satide do solo e de impacto antropogénico ou de outra natureza (MENDES et al., 2015).

Assim, este estudo visa a conhecer além da comunidade microbiana, a sua funcionalidade, ao
longo das éareas de cangas na Serra dos Carajas, um ecossistema endémico e ameacado.
Comparar a diversidade taxondmica e funcional da microbiota nas diferentes fitofisionomias
da canga ferruginosa da Serra dos Carajas e avaliar a taxonomia de bactérias responsaveis pela
ciclagem do nitrogénio, assim como a analise de presenca dos diferentes tipos de genes

envolvidos nas diferentes fitofisionomias.
Metodologia

Coleta do material
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Foram coletadas 48 amostras de solo em parceria com o grupo de tecnologia ambiental do
Instituto tecnoldgico Vale — ITV, que realiza coletas rotineiras nas cangas da FLONA de
Carajas (Figura 1.). As coletas foram realizadas durante a estacdo chuvosa, entre os meses de
outubro a abril. Com o objetivo de compreender a variabilidade fitofisionébmica e bioquimica
das cangas, foram demarcados 12 transectos de 300m nas areas da Bocaina, Serra Norte e
Serra Sul de Carajads. Em cada transecto foram delimitadas quatro parcelas (10x20m) a cada
100m, totalizando 48 parcelas (pontos coletados). Quatro fitofisionomias da canga foram
amostradas, a canga herbacea, a canga arbustiva, a canga arbustiva dominada pelo género
Vellozia e o capdo florestal. Em cada parcela foi realizada uma amostragem composta do solo
superficial (0-5 cm) em cinco pontos homogeneamente distribuidos, utilizando tubos Falcon
estéreis de 50ml. Posteriormente, cada amostra foi homogeneizada e mantida congelada até o

Seu processamento.

Para analises de comunidade fixadora de nitrogénio, foram selecionadas cinco amostras (duas
representando canga herbacea, uma representando canga arbustiva, uma representando
Vellozia e uma representando o capéo florestal), cada amostra foi homogeneizada e mantidas a

4°C até por 24 horas para seu processamento.
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Figura 1. Red points indicate soil sampling localizations in canga’s bodies (yellow regions).

Analises quimicas do solo

O grupo de Tecnologia Ambiental (ITV) realizou a coleta e analises quimicas do solo, assim
como o inventario da vegetacdo. Para isto, as amostras foram coletadas nos primeiros 10cm de
profundidade (amostragem composta, 3 pontos de coleta por parcela). Estas amostras foram
secas em temperatura ambiente e peneiradas em malha de 2mm. Os teores quimicos do solo
foram determinados pela metodologia de Embrapa (2009). A Tabela com os resultados
quimicos, nomenclatura e localizacdo geografica das amostras encontra-se no Anexo
(TabelaS1).

Composicao vegetal
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Para amostrar a vegetacdo, usamos uma abordagem estratificada e amostramos comunidades
de arvores e comunidades herbéceas separadamente em cada ponto de amostragem. Para a
composicao arbdrea, marcamos todas as arvores, arvores e arbustos com didmetro 30cm acima
do nivel do solo igual ou maior que 3cm em uma parcela de 10x20m e os identificamos até o
nivel de espécie. Para a comunidade herbécea, estabelecemos cinco subparcelas de 1x1m
distribuidas homogeneamente dentro da parcela de 10x20m e estimamos o valor de cobertura
de cada espécie nela. Espécies ndo reconhecidas foram coletadas e identificadas por
especialistas. Para fins de documentacdo, amostras de DNA de todos os espécimes foram
coletadas para analise de codigo de barras de DNA, realizada no Instituto Tecnoldgico Vale

em Belém, Paré.
Extracdo de DNA e sequenciamento

O DNA total foi extraido a partir de 250 mg de solo de cada uma das 48 amostras e das cinco
amostras do sedimento centrifugado do material enriquecido para andlise de ciclo de
nitrogénio. As amostras foram homogeneizadas e 0 DNA extraido utilizando o Power Soil
DNA Isolation Kit® (MoBio Labs, Inc. Solana Beach, USA) de acordo com as instrucgdes do
fabricante. O DNA extraido foi quantificado utilizando o fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo
Fisher Scientific Inc.). Posteriormente, foram construidas bibliotecas metagenémicas do tipo
shotgun paired-end com ~50 ng de DNA, que foram submetidas a uma reacdo de
fragmentacdo enzimatica aleatdria, na qual o DNA foi simultaneamente fragmentado e ligado
a adaptadores especificos utilizando o kit QXT SureSelect (Agilent Technologies) conforme
instrucdes do fabricante. Os fragmentos de DNA foram purificados utilizando beads AmPure
XP beads (Beckman Coulter) e sujeitos a uma reacdo de amplificacdo utilizando primers
complementares aos adaptadores da flowcell da Illumina. As bibliotecas amplificadas foram
novamente purificadas usando AmPure XP beads (Beckman Coulter) e quantificadas

utilizando o fluorimetro Qubit 3.0 (Thermo Fisher Scientific Inc.). O tamanho dos fragmentos
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foi verificado com o Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies®) usando um kit de DNA de
alta sensibilidade (Agilent Technologies).

Posteriormente, as bibliotecas foram ajustadas para uma concentracdo de 4nM, reunidas,
desnaturadas e diluidas para uma concentracdo de corrida de 1,8 pM. O sequenciamento foi
realizado na plataforma NextSeq 500 Illumina, usando um kit NextSeq 500 v2 kit high-output
de 300 ciclos.

Montagem metagenomica e clasificacao taxonomica e funcional

As reads paired-end foram montadas usando o0 MEGAHIT v1.1.2 (LI et al., 2015), com 0s
parametros padrdo. Os contigs foram gerados no formato FASTA. Usando um pipeline EMG
v2.3.2 (MITCHELL et al., 2018) instalado localmente, as sequéncias de DNA de codificagéo
(CDS) foram extraidas dos contigs como arquivos .fan. A classificagdo taxonémica e
funcional foi realizada usando esses CDS. Primeiramente, a classificacdo taxonémica foi
realizada usando Kaiju v.1.4.4 (MENZEL; NG; KROGH, 2016) (modo de execucdo: greedy,
com até 5 substituicdes: match minimo: 12; pontuacdo de casamento minima: 70). Como
banco de dados de referéncia para a classificagcdo taxondmica, usamos as sequéncias NBCI
BLAST néo redundantes.

Em segundo Ilugar, uma andlise funcional foi realizada usando o InterPro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/;interproscan.sh-dp—
applPfamA, TIGRFAM,PRINTS,PrositePatterns, Gene3d—goterms—pathways-ftsv-

oMySequences.tsv-iMySequences.faa), procurando por gene ontology terms e pathways em
uma variedade de bancos de dados de anotacdo (i.e., Interpro, Pfam, Tigrfam, Prints,
PrositePattern and Gene3d).
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A abundéancia relativa de taxons e proteinas foi estimada com base na quantidade de reads
alinhadas sobre os contings correspondentes gerando assim matrizes de contagens salvas como

arquivos .tvs.

Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas em R (v.3.6.2). Para avaliar a variacdo
ambiental em todas as fitofisionomias, primeiro executamos uma andlise de componente
principal (PCA) usando todos os atributos quimicos do solo. Em seguida, avaliamos a variacédo

na composi¢do da comunidade entre fitofisionomias.

Utilizando uma Analise de Coordenadas Principais (PcoA). Usamos 0 pacote vegan v.2.5-4
(OKSANEN et al., 2005) para executar o PCoA, empregando abundancias transformadas de
Hellinger e distancias de Bray Curtis. Depois de visualizar graficamente a composicdo da
comunidade, executamos uma Analise de Variancia Multivariada Permutacional (permanova)
para testar as diferencas na composicdo da comunidade entre fitofisionomias. Os géneros
indicadores foram identificados avaliando a forca e a significancia estatistica da relacdo entre
abundancia de espécies e fitofisionomias, usando o pacote indicspecies (DE CACERES;
LEGENDRE, 2009). A comunidade core foi seleccionada como aqueles géneros presentes em
mais de 80% das amostras, independente do tipo de fitofisionomia.

Dada a forte variacdo nas comunidades bacterianas encontradas entre as fitofionomias,
executamos analises de redundancia parcial (RDA) empregando matrizes de abundancia
transformadas por Hellinger como varidveis de resposta, atributos quimicos do solo como
preditores e fitofisionomia como condicédo a ser parcializada. Os valores omissos das variaveis
ambientais foram imputados usando a fungdo imputePCA do pacote missMDA (JOSSE;

HUSSON, 2016). As correlacbes entre os preditores foram avaliadas usando o fator de
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inflagdo de variancia (vif) para evitar multicolinearidade. Testes de permutagdo foram entéo
empregados para identificar as variaveis quimicas que estavam significativamente associadas a

composicao da comunidade.

Para avaliar as interag0es entre comunidades microbianas com a composicdo vegetal, foi
realizada uma analise de Procrustes. Para isso, os PCoAs foram executados separadamente
para cada grupo (comunidades microbianas, ervas e arvores) e 0S €ixos principais gerados
foram usados para avaliar as correlacGes. Para evitar overfitting, selecionamos o nimero de
eixos principais necessarios para explicar 70% da variancia total em cada caso. Em seguida,
testamos a significancia dessas correlacbes usando a funcdo de protest com 100.000

permutaces e visualizamos os resultados usando a fungéo de procrustes.

Resultados

A saida dos contigs foi gerada no formato FASTA. As informagbes de montagem sdo

encontradas na Tabela 1.

Tabela 1. Resultados da montagem das bibliotecas metagendmicas do solo de canga.
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Largest Total Largest

ID_Amosira # contigs  contig length N50 ID_Amostra # contigs  contig Total length N50
SCRUBLAND202 286591 122126 224713901 721 | GRASSLAND206 92296 136419 70857744 675
SCRUBLAND203 357106 61825 266163680 701 | GRASSLAND210 253009 27918 200405758 751
SCRUBLAND204 160682 25587 127664011 734 | GRASSLAND218 259584 75855 216611820 787
SCRUBLAND207 1495241 84076 1468675756 985 | GRASSLAND226 849702 353804 858315130 1003
SCRUBLAND212 451986 52960 391495641 829 | GRASSLAND230 617531 40653 483061947 743
SCRUBLAND216 191365 10350 151240648 753 | GRASSLAND234 235333 44255 185138565 741
SCRUBLAND219 2946349 281412 3185454685 1134 | GRASSLAND445 141522 25615 98889317 651
SCRUBLAND222 466224 45665 431624331 916 | GRASSLAND446 193357 11644 137202381 672
SCRUBLAND223 410252 76357 353690074 822 | GRASSLAND448 115748 17734 81882950 663
SCRUBLAND224 247114 54106 254856192 1051 | GRASSLAND452 239897 27623 186756677 717
SCRUBLAND227 232115 12571 172386091 698 | GRASSLAND464 275184 79814 225448942 762
SCRUBLAND231 207907 52496 193523013 888 VELLOZIA208 434585 50809 366085209 808
SCRUBLAND232 194121 64420 140951183 684 VELLOZIA209 577514 130913 614404569 1113
SCRUBLAND235 327300 39127 274965034 805 VELLOZIA213 386927 108538 325971884 791
SCRUBLAND447 258225 37146 218604586 794 VELLOZIAZ214 325326 48261 282572611 810
SCRUBLAND453 191854 19859 138399535 685 VELLOZIA215 517187 25706 465217540 883
WOODLAND201 797029 58055 719301493 884 VELLOZIA217 522367 56154 497104749 943
WOODLAND205 267443 77554 220043060 792 VELLOZIA220 356129 93647 346327768 966
WOODLAND211 519067 59346 497593657 955 VELLOZIA221 176215 9062 126879212 672
WOODLAND228 490549 163667 468627533 919 VELLOZIA225 345387 50518 329201095 946
WOODLAND229 849707 309484 799124516 926 VELLOZIA236 374661 60898 359142611 957
WOODLAND233 379880 64562 388925078 1068 | VELLOZIA450 196548 9012 145893721 701
WOODLANDA451 92263 14193 70520228 693 VELLOZIA462 367710 55817 336084816 896
WOODLAND461 267729 52808 242746889 892 VELLOZIA463 137880 11516 100105087 684

A classificacdo taxondmica foi realizada nas sequéncias FASTA dos contigs gerados na

montagem, com o Kaiju v.1.4.4, utilizando os parametros descritos na metodologia. Um total

de 2.414 géneros diferentes foram obtidos, incluindo os dominios Bacteria, Archaea e 0s

Virus.

Ndo foi possivel observar diferencias significativas entre riqueza e diversidade nas

fitofisionomias (Figura 2).
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Figura 2. Riqueza e diversidade. Os resultados de Tukey ndo mostraram uma diferenca significativa
entre a riqueza e diversidade de espécies nas diferentes fitofisionomias.

A analise de PCoA revelou uma separacédo visual de woodland e grassland, adicionalmente a
analise estatistica demostrou que a composicdo da comunidade foi significativamente diferente
entre as fitofisionomias (PERMANOVA, p-value=0,001 and R2=0,29). Os eixos PcoAl e
PCoAZ2 explicaram 60,63% da variacdo dos dados (Figura 3).

29




PCoA2(8.63%)

1.0

0.5
|

0.0
[
Eo+
¥
b
o
T
'.;
‘e

L ]
o o GRASSLAND © . .
S 7 © SCRUBLAND .
o VELLOZIA |
e WOODLAND $
| | i | ]
1.0 05 0.0 0.5 1.0
PCoA1(52.0%)

Figure 3. Andlises de coordenadas principais (PCoA). Composi¢do das comunidades entre as
diferentes fitofisionomias. As figuras coloridas indicam o tipo de fitofisionomia. + representa

diferentes géneros.

Adicionalmente foi realiza uma andlise estatistica (permanova) para observar se existe
diferenca por fitofisionomia. Os resultados indicaram que existe diferenca entre todas as

fitofisionomias com excec¢édo de scrubland e Vellozia (Tabela 2).

30



Tabela 2. Diferenca entre a composi¢cao da comunidade nas fitofisionomias

(permanova).

Woodland Scrubland Grassland

Scrubland P=0,011*
Grassland P=0,005** P=0,001***

Vellozia P=0,003** P=0,368 P=0,001***

Embora o PCoA mostre que a comunidade explica 60,63% da variacdo dos dados, ndo é
possivel saber quais géneros estdo fortemente associados a cada tipo de fitofisionomia. A
analise de indicadores revelou géneros especificos para cada fitofisionomia. Do total de 2.414
géneros, foi observado que 1,11% estavam associados significativamente com grassland,

0.08% com scrubland, 1,11% com Vellozia e 5,26% com woodland (Tabela S3).

A analise de PCoA das proteinas ndo mostrou um agrupamento claro entre as fitofisionomias
(Figura 4). Contudo, a andlise estatistica mostrou diferenca significativa entre as proteinas das

diferentes fitofisionomias , com excec¢do de scrubdland e Vellozia (Tabela 3).

Tabela 3. Diferenca entre a composic¢ao ds proteinas nas fitofisionomias (permanova).

Woodland Scrubland Grassland

Scrubland P=0,001***
Grassland P=0,001*** P=0,002**

Vellozia  P=0,002** P=0,379 P=0,001***
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Figura 4. Analises de coordenadas principais (PCoA). Composicdo das proteinas entre as diferentes

fitofisionomias. As figuras coloridas indicam o tipo de fitofisionomia. + representa diferentes proteinas

De um total de 13.894 proteinas, foi observado que 7,75% estavam associadas
significativamente com grassland, 2,14% com scrubland, 4,17% com Vellozia e 7,46% com

woodland.

A andlise de redundancia (RDA), para avaliar a relacdo entre as caracteristicas quimicas do
solo e a composicdo da comunidade, mostrou que os elementos quimicos do solo explicam
40% da variacdo da comunidade microbiana. O ferro (Fe_DTPA) foi o elemento quimico do
solo que explicou significativamente 0,9% a variacdo das comunidades microbianas (Figura
5).
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Figura 5. Andlise de redundancia (RDA) da comunidade taxondmica e atributos quimicos do solo. O
Fe_DTPA explicando 0.9% desta variacao.

A analise de Procrustes, para avaliar as interacdes entre comunidades microbianas com a
composicdo vegetal, revelou que existe correlagdo significativa entre as comunidades

microbianas e a composicao vegetal (Tabela 4)
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Tabela 4. Correlacéo e significancia da analise de Procrustes entre a composi¢ao

composicao vegetal (procrustes).

Correlagéo Valor da correlagéo Significancia
Microbial - Herbs 0,57 1,00E-05
Trees - Microbial 0,60 2,00E-05

Trees - Herbs 0,767 1,0E-05

Finalmente, sabendo que existe uma correlacdo significativa entre as comunidades
microbianas e a composicao vegetal, identificamos a porcentagem da comunidade core, aquela
presente em mais de 80% das amostras, independente da abundéancia. Os resultados mostraram

que 80,28% dos géneros sao core.
Discusséo

Nosso estudo revelou que ndo existe diferenca significativa de riqueza e diversidade entre as
comunidades microbianas das fitofisionomias. Porém, observamos que tanto para as
comunidades microbianas como para as proteinas identificadas que a composicdo da
comunidade foi significativamente diferente entre as fitofisionomias, com excec¢do da
scrubland e Vellozia, que mostraram perfil similar. Mesmo assim, foram identificadas
proteinas e géneros indicadores em todas as fitofisionomias, embora em menor proporc¢édo para
scrubland e Vellozia. O ferro foi o elemento quimico que influenciou significativamente a
variacdo da comunidade microbiana. Finalmente, foi observado que a matriz vegetal e a
comunidade microbiana tém uma correlacdo positiva e que 80,28% da comunidade microbiana

sdo core nas fitofisionomias.
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Os resultados de Tukey ndo mostraram uma diferenga significativa entre a riqueza e
diversidade de espécies nas diferentes fitofisionomias, Krug Vieira e colaboradores (2018)
encontraram 0s mesmos resultados de diversidade, indicando que pode existir uma alta

similaridade no perfil microbiano entre as fitofisionomias (KRUG VIEIRA et al., 2018).

Porém, ao realizar o PCoA foi possivel identificar que existe diferenca significativa na
composigdo das comunidades microbianas nas diferentes fitofisionomias com excecédo de
scrubland e Vellozia (Figura 3, Tabela 2). Este resultado foi congruente com o encontrado nas
analises de proteinas, em que o PCoA mostrou que existe diferenca significativa na
composicao proteica nas diferentes fitofisionomias, novamente com exce¢do de scrubland e
Vellozia (Figura 4). Woodland teve a porcentagem maior de microorganismos indicadores
(5,26%) enquanto scrubland teve a menor porcentagem (0,08%), sendo igualmente baixo nas
proteinas indicadoras (2,14%), enquanto grassland (7,75%) e woodland (7,46%) foram
igualmente altas na analise de proteinas indicadoras. Este resultado foi contrario ao que
esperavamos. Porém, Trindade e colaboradores (2020) encontraram resultados similares. Eles
compararam solos de floresta com solos de canga e seus resultados também mostraram menos
diversidade de espécies e menos proteinas, porém as proteinas encontradas foram relacionadas
a condicBes estressantes, sendo mais funcionais em solo de canga, indicando maiores
possibilidades bioquimicas e diversidade de processos moleculares emergentes neste ambiente
(TRINDADE et al., 2020).

A analise de Procrustes (Tabela 3) mostrou uma associacdo significativa ente a comunidade
microbiana e a cobertura vegetal (ervas e arvores), demonstrando assim uma potencial
interacdo funcional entre os componentes. Essas relagdes intrincadas entre espécies de plantas
e microrganismos foram observadas em ambientes controlados, onde provaram ser
dependentes (MATTAROZZI et al., 2017). Igwe e Vannette (2019), também sob experimentos

controlados, demonstraram que o estabelecimento da comunidade microbiana do solo e das
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espécies de plantas podem se influenciar mutuamente de maneira dependente (IGWE;
VANNETTE, 2019).

Finalmente encontramos que a microbiota core entre as fitofisionomias € alta, sendo que
80,28% da microbiota estd em mais do que 80% das amostras. Isto pode estar correlacionado
com o resultado de riqueza e diversidade, em que ndo foi possivel encontrar diferenca
significativa. Esse resultado é importante desde o ponto de vista de recuperacdo de areas
degradadas, pois mesmo sabendo que existem comunidades bacterianas e proteinas especificas
para cada fitofisionomia a comunidade core é a estrutura que suporta o estabelecimento das

plantas e microrganismos especializados.

Skirycz e colaboradores (2014) realizaram um estudo de diversidade e adaptacdes das plantas
nas areas de canga. Eles concluiram que a canga é um lugar importante do ponto de vista
ecologico, mas também atraido pela mineracdo, o que torna inevitavel pensar na protecéo e
restauracdo do sistema, tornando importante a remo¢do e 0 armazenamento da camada
superficial do solo (topsoil). Nessa porcdo do solo, ndo h& apenas sementes, ha também os
microorganismos associados, que € a prioridade para a restauracao do ecossistema (SKIRYCZ
et al.,, 2014). O que torna o estudo da metagendmica, transcriptbmica, protedmica e
metabolémica importante em conjunto com a matriz vegetal e as caracteristicas do solo para o

entendimento global do funcionamento destes ambientes particulares.
CONCLUSOES GERAIS

A composicao da microbiota envolvida no ciclo do nitrogénio muda de acordo com o tipo de
fitofisionomia, embora a maioria das funcGes pareca permanecer estavel. Grassland foi a
fitofisionomia que mostrou maior riqueza de N-Bacterias e fungos. Porém, ndo foi possivél
encontrar indicadores em todas as fitifisionomias, s6 a fitofisionomia Grassland mostrou N-

Bactérias, N-Proteinas e fungos micorrizicos indicadores. Embora Na e Fe influenciaram a
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composi¢do da comunidade de N-Bactérias, nenhum atributo quimico do solo explicou a

varia¢do da comunidade de fungos micorrizicos.

Ao avaliar a comunidade microbiana geral, ndo foi possivél observar diferencas significativas
na riqueza e diversidade das comunidades microbianas encontradas nas diferentes
fitofisionomias. A composicdo das comunidades microbianas e das proteinas foi
significativamente diferente entre as fitofisionomias, com exce¢do de Scrubland e Vellozia. O
Fe+ foi o elemento quimico do solo que influenciou significativamente a variagdo da
comunidade microbiana. Novamente foi encontrado que existe uma relacédo significativa entre
a comunidade microbiana e a composicdo vegetal, finalmente, uma grande parte da

comunidade microbiana é core.
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