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RESUMO 

A extração de minério de ferro na Amazônia oriental ocorre principalmente em 

afloramentos ferruginosos, conhecidos como canga. As plantas que se desenvolvem nesses 

ecossistemas estão sujeitas a condições ambientais severas e devem apresentar mecanismos 

adaptativos para se estabelecerem. Áreas mineradas representam ambientes desafiadores à 

reabilitação do ecossistema assim como o ambiente natural onde as plantas evoluíram. Espécies 

da família Fabaceae, como a Dioclea apurensis e a Mimosa acutistipula, estão entre as mais 

representativas nesses ambientes. Considerando a importância da diminuição da perda de 

biodiversidade por meio da revegetação, é essencial a identificação de espécies nativas de alto 

rendimento nesses ambientes. As espécies D. apurensis e M. acutistipula são consideradas 

promissoras por apresentarem altas persistências em áreas mineradas em reabilitação. É 

esperado que plantas que evoluíram na canga apresentem mecanismos de resposta aos estresses 

que possibilitam melhor desempenho em projetos de recuperação. Compreender os mecanismos 

moleculares envolvidos nas respostas dessas espécies a estímulos ambientais é essencial para 

deduzir suas capacidades de adaptação diante de possíveis fatores estressantes em áreas 

mineradas em reabilitação ao longo do tempo. Este estudo teve como objetivo comparar os 

perfis proteicos radiculares da D. apurensis e M. acutistipula crescidas em canga e em áreas 

mineradas em reabilitação a fim de identificar proteínas essenciais em suas adaptações em 

canga e que devem apoiar seus estabelecimentos em áreas mineradas. Os grupos de proteínas 

mais representativas foram relacionados às respostas ao déficit hídrico, ao calor, aos íons 

metálicos e deficiência de nutrientes, bem como às atividades de biocontrole contra 

fitopatógenos e simbiose. Os resultados mostraram que em ambas as espécies as proteínas de 

respostas aos estímulos abióticos e bióticos com abundâncias diferenciais significativas 

apresentaram maiores níveis em plantas crescidas em canga. Este estudo fornece conhecimento 

sobre proteínas envolvidas nas respostas da D. apurensis e M. acutistipula a estímulos 

ambientais, sugerindo mecanismos críticos para apoiar o estabelecimento de plantas nativas de 

canga em áreas mineradas em reabilitação.   

 

Palavras-chave: áreas mineradas em reabilitação, proteômica de plantas, mecanismos 

adaptativos, resposta a estresse  

 



 

 

ABSTRACT 

The extraction of iron ore in the eastern Amazon occurs mainly in ferruginous outcrops, 

known as canga. Plants that develop in these ecosystems are subject to severe environmental 

conditions and must present adaptive mechanisms to establish themselves. Mined areas 

represent challenging environments for ecosystem rehabilitation. Species of the Fabaceae 

family such as Dioclea apurensis and Mimosa acutistipula are among the most representative 

in these environments. Considering the importance of reducing the loss of biodiversity through 

revegetation, it is essential to identify high-yielding native species in these environments. The 

species D. apurensis and M. acutistipula are considered promising because they present high 

ranges in rehablilitating minelands. It is expected that plants that evolved in canga have stress 

response mechanisms that enable better performance in projects to recover mined areas. 

Understanding the molecular mechanisms involved in the responses of these species to 

environmental stimuli is essential to deduce their adaptive capacities in the face of possible 

stressors in rehabilitating minelands over time. This study aimed to compare the root protein 

profiles of D. apurensis and M. acutistipula grown in canga and in rehabilitanting minelands in 

order to identify essential proteins in their adaptations in canga and that should support their 

establishments in mined areas. The most representative protein groups were related to responses 

to water deficit, heat, metal ions and nutrient deficiency, as well as biocontrol activities against 

phytopathogens and symbiosis. The results showed that in both species the proteins of responses 

to abiotic and biotic stimuli with significant differential abundances showed higher levels in 

plants grown in canga. This study provides insights into proteins involved in the responses of 

D. apurensis and M. acutistipula to environmental stimuli, suggesting critical mechanisms to 

support the establishment of native canga plants in rehabilitating minelands. 

 

Keywords: rehabilitating minelands, plant proteomics, adaptive mechanisms, stress response
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1. INTRODUÇÃO  

 

1.1. CANGA NA SERRA DOS CARAJÁS  

No Brasil, a extração de minério de ferro ocorre em ambientes caracterizados por severas 

condições edáficas e climáticas locais, que levaram ao desenvolvimento de uma vegetação 

típica e altamente diversificada, conhecida como canga (Figura 1) (Ginocchio e Baker, 2004; 

Jacobi et al., 2007; Nunes, 2009). Ambientes de canga ocorrem principalmente em pequenas 

áreas do alto relevo do Quadrilátero Ferrífero (Minas Gerais) e na Serra dos Carajás (Pará), 

onde podem ser encontrados alguns dos maiores reservatórios de ferro do mundo (dos Santos e 

Milanez, 2015).  

 

 
Figura 1 - Vegetação de canga ferruginosa na Serra dos Carajás, Pará, Brasil. 

Fonte: Zappi 2017. 

 

A Serra dos Carajás é um complexo montanhoso localizado no sudeste do estado do Pará, 

retratado por sua riqueza natural de recursos minerais. O complexo inclui partes dos municípios 

de São Felix do Xingu, Ourilândia do Norte, Curionópolis, Eldorado dos Carajás, Parauapebas, 

Canaã dos Carajás e Água Azul do Norte.  
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Os solos de canga são compostos por fragmentos ferruginosos de diferentes tamanhos e 

sua vegetação é denominada na literatura como vegetação de canga, campos ferruginosos ou 

campos rupestres ferruginosos (Vincent e Meguro, 2008). O solo é formado por substratos 

rochosos e solos primários que podem provocar algumas restrições que dificultam o 

desenvolvimento das plantas existentes na região (Zappi et al., 2018).  

Os altos níveis de metais pesados como o Fe encontrado no solo prejudicam as adaptações 

das plantas (Schaefer et al., 2015). A comunidade de plantas que se desenvolve nestes locais 

está constantemente sujeita a condições adversas, como alto índice de radiação UV e alta 

temperatura diária (solo e ar) que, combinadas com ventos constantes, aumentam a demanda 

evapotranspiratória (Skirycz et al., 2014). Em solos de canga, além da baixa disponibilidade de 

nutrientes, especialmente o fósforo (5-20 vezes menor), pH ácido (pH ~ 4), altos níveis de 

metais pesados, especialmente o Fe (20-50 vezes maior), há baixa capacidade de retenção de 

água, o que tende a agravar os efeitos do déficit hídrico mesmo durante a estação chuvosa 

(Jacobi et al., 2007; Vincent e Meguro, 2008; Oliveira et al., 2009; Skirycz et al., 2014; Nunes 

et al. 2015). Neste contexto, a vegetação de canga é caracterizada por plantas que possuem 

capacidade de suportar altas concentrações de metais pesados nos solos, além de apresentarem 

mecanismos de tolerância para os diversos estresses ambientais que podem ocorrer 

simultaneamente nesse ecossistema (Skirycz et al., 2014; Zappi et al., 2018). Portanto, plantas 

neste ambiente podem ter sofrido pressões seletivas severas, resultando em comunidades 

vegetais com genótipos adaptados. 

  

1.2. RECUPERAÇÃO DE ÁREAS MINERADAS 

No Brasil, a forma de mineração mais praticada ocorre a céu aberto na Serra dos Carajás 

(Gastauer et al., 2019). Após a extração do minério de ferro, essas áreas ficam caracterizadas 

pela remoção da vegetação e do solo, bem como por apresentaram solos ressecados, 

compactados e pobres em nutrientes e matéria orgânica, apresentando declives acentuados, 

altos índices de radiação solar, menor atividade biológica e propriedades físicas alteradas 

(Boyer e Wratten, 2010; Garris et al., 2016; Zappi et al., 2018; Carvalho et al., 2020; Guedes 

et al., 2021). Dessa forma, a atividade de mineração altera fortemente a paisagem nos locais de 

extração/processamento, além de gerar resíduos com potencial impacto negativo no meio 

ambiente. 
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Esses ambientes impactados são difíceis de restaurar, pois suas características dificultam 

a colonização pela flora nativa (Skousen e Zipper, 2014; Macdonald et al., 2015; Gastauer et 

al., 2019; Carvalho et al., 2020). Assim, distúrbios ambientais estão diretamente associados à 

perda de biodiversidade. Nesse contexto, a recuperação de áreas degradadas pela mineração se 

torna cada vez mais necessária para reduzir os efeitos negativos da mineração em ambientes 

nativos e contribuir para a conservação da biodiversidade de espécies endêmicas. 

O termo recuperação vem sendo relacionado diretamente com as áreas degradadas, 

referindo à aplicação de técnicas para recuperações agronômicas, biológicas e de engenharia, 

visando a recomposição topográfica e a revegetação de áreas com poucas possibilidades de se 

recuperarem naturalmente após a prática da mineração (Zappi et al., 2018). A revegetação de 

áreas impactadas é uma prática muito utilizada e recomendada para a obtenção de um novo solo 

(Jianjun et al., 2012; Zappi et al., 2018; Ramos et al., 2019a). Neste processo, tanto espécies 

vegetais nativas ou exóticas podem ser utilizadas, porém o reestabelecimento das espécies 

nativas se constitui na prática ecologicamente mais recomendada (Ramos et al., 2019a) para 

que o “ecossistema novo” apresente condições desejáveis (Zappi et al., 2018).  

Mineradoras que atuam com a biodiversidade precisam produzir pesquisas no intuito de 

monitorar e preservar as comunidades naturais da flora, fauna e microrganismos presentes nas 

áreas de mineração e arredores (Skirycz et al., 2014; dos Santos e Milanez, 2015; Gastauer et 

al., 2019). Assim, pesquisas que priorizam a obtenção de informações para programas de 

recuperação de áreas degradadas (RAD) se tornam cada vez mais necessárias. Para isso têm 

sido aplicadas diferentes estratégias a fim de contribuir com a recuperação de áreas impactadas 

pela mineração de ferro. Inclui-se aqui a adequação das propriedades físicas e químicas do solo, 

seleção de espécies nativas, controle de espécies invasoras e monitoramento do sucesso da 

reabilitação (Figura 2) (Gastauer et al., 2018; Silva et al., 2018; Ramos et al., 2019a; Ramos et 

al., 2019b; Carvalho et al., 2020).  
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Figura 2 - Revegetação de áreas impactadas pela mineração a partir da seleção de espécies nativas, controle de 

espécies invasoras e monitoramento da reabilitação. 

Fonte: Gastauer et al., 2018. 

 

Uma das estratégias iniciais utilizadas para aumentar o sucesso da revegetação em 

programas de RAD tem sido a utilização de solo orgânico (Top soil) e pilhas de resíduos com 

adubação do substrato para o aumento de nutrientes e matéria orgânica (Carvalho et al., 2018; 

Silva et al., 2018; Gastauer et al., 2022; Ramos et al., 2022). O próximo passo é realizado com 

vista na diminuição da perda de biodiversidade de plantas por meio da revegetação (Zappi et 

al., 2018; Ramos et al., 2019a), sendo essencial a identificação de plantas nativas de alto 

rendimento nesses ambientes, a fim de explorar seu potencial como elementos secundários de 

sucessão nas áreas após a mineração. Estas espécies devem apresentar papel facilitador, 

facilidade de propagação, importância na composição de comunidades nativas de canga e 

facilidade de propagação em áreas mineradas (Zappi et al., 2018). Tais espécies podem 

representar um potencial para a revegetação de áreas mineradas, como os ecossistemas 

presentes na Serra dos Carajás, contribuindo para a diminuição da perda de biodiversidade local 

desses ambientes e recuperação dos serviços ecossistêmicos com estabilidade (Ramos et al., 

2019b). 
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Figura 3 - Quantidade de espécies contempladas em cada critério para recuperação de áreas mineradas.  

Fonte: Zappi et al., 2018. 

 

O programa de RAD da Vale inclui dezenas de espécies com potencial investigado para 

serem reintroduzidas em áreas mineradas em reabilitação (Zappi et al., 2018). Apenas seis 

espécies (Mimosa acutistipula, Dioclea apurensis, Bauhinia pulchella, Parkia platycephala, 

Lippia grata e Pilocarpus microphyllus) atendem todos os critérios definidos (Figura 3). Entre 

essas espécies mais promissoras, estão plantas da família Fabaceae, incluindo a Dioclea 

apurensis e Mimosa acutistipula, que apresentam altas persistências em canga arbustiva e em 

áreas mineradas em reabilitação (Carvalho et al., 2018; Zappi et al., 2018; Ramos et al., 2019b).  

 

1.3. Dioclea apurensis Kunth (Fabaceae) 

Dentre as espécies nativas encontradas próximas as áreas de mineração na Serra dos 

Carajás, estão plantas do gênero Dioclea, que pertence à família Fabaceae, com 40 espécies 

identificadas, sendo 32 presentes no Brasil (Queiroz, 2009). Essas espécies ocorrem nos estados 

do Pará, Amazonas e Roraima, habitando principalmente os campos amazônicos (Campinas, 

Cerrado e Canga) e áreas de borda florestal (Maxwell, 2011; Zappi et al., 2018). Elas estão 

distribuídas na América do Sul, América Central, Caribe, México e Ásia (Lewis et al., 2005). 

Na canga, existem quatro espécies (Dioclea bicolor Benth, Dioclea megacarpa Rolfe, Dioclea 

sclerocarpa Ducke e Dioclea apurensis Kunth) (Faria et al., 2011; Mattos et al., 2018), sendo 

a D. apurensis (Cipó-olho-de-boi, Coronha) a mais utilizada na revegetação de pilhas de 
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resíduos e encostas a céu aberto para reabilitação de áreas impactadas pela mineração (Figura 

4) (Giannini et al. 2017; Zappi et al., 2018).  

 

 

Figura 4 – Dioclea apurensis. 

Fonte: Zappi et al., 2018. 

 

D. apurensis é considera uma espécie metalófita (Whiting et al., 2004; Preite et al., 2019), 

de hábito trepadeira, com caule medindo até 1 cm de diâmetro, que apresenta tolerância a seca, 

crescimento rápido e sementes com boa taxa de germinação (Zappi et al., 2018). Além de 

apresentar alta nodulação a partir de interações com microrganismos em substrato com depleção 

de nutrientes (Ramos et al., 2019a), esta espécie é considerada pelo grupo de Tecnologia 

Ambiental do Instituto Tecnológico Vale – Desenvolvimento Sustentável (ITV-DS) como uma 

das mais promissoras ao considerar sua alta taxa de sobrevivência nas áreas mineradas em 

reabilitação (Giannini et al., 2017; Carvalho et al., 2020; Ramos et al., 2019a). 

 Como a D. apurensis ocorre naturalmente na canga da Serra dos Carajás, é provável que 

apresente mecanismos biológicos específicos que permitam sua sobrevivência em ambientes 

desafiadores (Ramos et al., 2019a). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos 

moleculares envolvidos em sua adaptação nesses ambientes e quais as principais alterações que 

ocorrem ao serem introduzidas nas áreas em reabilitação quando comparadas às áreas de canga 

nativas.  
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1.4. Mimosa acutistipula var. ferrea Barneby (Fabaceae) 

O gênero Mimosa inclui 479 espécies (Barneby, 1991) pertencentes à família Fabaceae. 

A espécie Mimosa acutistipula (Vem-cá-meu-bem, Jurema) é a mais representativa do gênero 

na revegetação de áreas mineradas. De hábito arbustivo, com altura chegando até 6 metros, ela 

é uma planta endêmica do Brasil (Figura 5), ocorrendo nos estados no Pará, Maranhão e Matto 

Grosso. No Norte do Brasil, esta espécie habita ambientes de cangas ferruginosas, onde atinge 

altas persistências (Nunes et al., 2015; Schaefer et al., 2016), se desenvolvendo em solos ricos 

em ferro, pobres em nutrientes e de pH ácido, podendo ser encontrada regularmente em 

vegetação rupestre arbustiva, em campo rupestre sobre canga e áreas de transição de vegetação 

(Zappi et al., 2018).   

 

 

Figura 5 – Mimosa acutistipula. 

Fonte: Zappi et al., 2018. 

 

O grupo de Tecnologia Ambiental do ITV-DS considera a M. acutistipula como uma das 

espécies mais promissoras por sua alta representatividade em áreas de revegetação, 

apresentando capacidade de tolerância a seca, alta taxa de germinação e capacidade de 

associação com microrganismos do solo (Sprent, 2009; Zappi et al., 2018).  
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Assim como para a D. apurensis, o fato de a M. acutistipula ocorrer naturalmente na 

canga da Serra dos Carajás sugere que esta espécie apresente mecanismos biológicos 

específicos para sua adaptação em ambientes severos.  

 

1.5. A EXIGÊNCIA DE ADAPTAÇÕES EM PLANTAS ESTABELECIDAS 

EM CANGA E EM ÁREAS MINERADAS 

No ambiente natural de canga, as plantas estão sujeitas a diversos agentes estressores, 

como altas temperaturas diárias com pouca variação (Gastauer et al., 2020), períodos de seca, 

substratos ácidos (pH ~ 4) e pobres em nutrientes, além de apresentarem altos níveis de metais, 

especialmente o Fe (Jacobi et al., 2007; Skirycz et al., 2014; Nunes et al., 2015). Após a 

mineração, os solos são caracterizados pelos baixos níveis de nutrientes e matéria orgânica, 

bem como apresentarem alta resistência para penetração das raízes devido à remoção da camada 

superficial e compactação (Guedes et al., 2021; Gastauer et al., 2022; Ramos et al., 2022). 

Nesse contexto, é essencial a identificação de mecanismos adaptativos que comprovem as 

possibilidades de estabilidade a longo prazo das espécies a serem reintroduzidas para 

recuperação da biodiversidade em áreas mineradas.  

Para lidarem com o déficit hídrico, as plantas desenvolvem mecanismos para se 

adaptarem e sobreviverem nesses ambientes (Cao et al., 2017). Para isto devem ocorrer 

mudanças nos níveis de expressão gênica e síntese de proteínas envolvidas em diferentes 

processos biológicos. Dentre os mecanismos mais comuns observados em plantas submetidas 

ao déficit hídrito, estão as adaptação nos sistemas de transporte de membranas vegetais, que 

desempenham um papel significativo no ajuste à escassez de água, onde transportadores de íons 

na membrana estão envolvidos na manutenção da homeostase celular (Jarzyniak e Jasiński, 

2014). Essa manutenção depende de vários sinais moleculares, entre eles os desencadeados pelo 

ácido abscísico (ABA). Sob condições de estresses como  o déficit hídrico e altas temperaturas, 

o conteúdo de ABA aumenta consideravelmente, sendo transportado por vascularização até as 

folhas, onde desencadeia uma cascata de sinalização nas células-guarda para induzir o 

fechamento estomático e reduzir a perda de água (Ernst et al., 2010; Hou et al., 2016). Assim, 

o ABA contribui para a adaptação e sobrevivência de plantas em condições desfavoráveis 

(Osakabe et al., 2014; Goodger et al., 2010).  
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Além de enfrentarem períodos de deficiência hídrica em solos com baixa capacidade de 

retenção de água, plantas estabelecidas em canga devem suportar o excesso de metais no solo, 

pois são zonas onde se espera que o ferro e vestígios de outros metais disponíveis nos substratos 

causem danos às plantas (Zappi et al., 2018; Guedes et al., 2021; Gastauer et al., 2022; Ramos 

et al., 2022). Sob essas condições restritivas, as plantas devem desenvolver mecanismos 

adaptativos específicos (Tiwari e Lata, 2018). Tais alterações são promovidas para evitar a 

inibição de enzimas citoplasmáticas vitais e o dano às estruturas celulares devido ao estresse 

oxidativo (Mishra et al., 2017; Jalmi et al., 2018). 

A toxicidade dos metais pode ser consequência do deslocamento de metais essenciais em 

biomoléculas-chave, como enzimas e fatores de transcrição, e a ligação do metal aos grupos 

tiol e a superprodução de espécies reativas de oxigênio (ROS) (Daghino et al., 2016). O dano 

mais intenso causado pelo excesso de Fe é o rompimento da homeostase redox das células pela 

geração de ROS na presença de ferro na forma de Fe2+, que é absorvido mais facilmente pelas 

plantas. Na presença de Fe2+, o H2O2 pode dar origem a OH∙ via reação de Fenton. Além de 

apresentarem alta reatividade com moléculas de ácidos nucleicos e lipídios (Mittler, 2017), 

essas moléculas também podem se ligar às proteínas, interagindo com resíduos de cisteínas 

(Cys-S) em ligações disulfetos, formando, por exemplo, ácido sulfênico (Cys-SOH) (Reczek e 

Chandel, 2015; Mittler, 2017). Entre os efeitos mais característicos da toxidez por metais em 

plantas são a inibição do crescimento e baixo acúmulo de biomassa, o aparecimento de cloroses, 

além da diminuição da taxa de fotossíntese e desequilíbrio na assimilação de nutrientes (Sigh 

et al., 2015).  

Tiwari e Lata (2018) relataram que o estresse por metais induz modificações metabólicas 

que permitem que a planta cresça em um ambiente estressante. Isto inclui a indução da ativação 

de vias de sinalização distintas, como a proteína quinase ativada por mitógenos e dependente 

de cádmio, as próprias ROS, e fitormônios que induzem a expressão de fatores de transcrição 

e/ou genes em resposta ao estresse. Plantas adaptadas para sobreviverem em solos com altas 

concentrações de Fe podem expulsar o excesso do metal ou acumular em vacúlos para mantê-

lo distante de outras células e moléculas com auxílio de proteínas críticas que desempenham 

esta função (Skirycz et al., 2014), sendo este último mecanismo o mais observado. Portanto, 

espera-se que as espécies adaptadas em canga apresentem mecanismos moleculares para 

mobilização e desintoxicação do ferro a partir das raízes. 
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Por outro lado, ROS são produzidas de diversas maneiras e em diferentes compartimentos 

celulares em condições normais de crescimento (Mittler, 2017; Xie et al., 2019), sendo 

relacionadas à regulação de vias de sinalização que muitas vezes ocorrem em respostas iniciais 

a estresses ambientais (Fan et al., 2016; Mittler, 2017; Jalmi et al., 2018; Xie et al., 2019). Na 

presença de luz, ROS são formadas nos cloroplastos e peroxissomos, enquanto que em 

condições escuras são formadas principalmente nas mitocôndrias (Choudhury et al., 2013). As 

ROS mais conhecidas são o radical superóxido (O ), radical hidroxila (OH∙), peróxido de 

hidrogênio (H2O2) e oxigênio singleto (1O2). No entanto, quando os níveis de ROS são 

aumentadas, as células vegetais estarão em um estado de estresse oxidativo, pois podem 

sobrecarregar os mecanismos de eliminação e se tornarem tóxicas, afetando uma grande 

variedade de funções celulares, fisiológicas e bioquímicas, onde os principais efeitos ocorrem 

a partir de danos as membranas celulares por meio da peroxidação lipídica, da oxidação de 

ácidos nucléicos, e da desnaturação de proteínas, além de comprometer o fluxo de nutrientes 

(Sharma et al., 2012; Das et al., 2014; Hasan et al., 2017; Jalmi et al., 2018; Soto et al., 2019; 

Xie et al., 2019). Assim, é importante que as ROS sejam mantidas em níveis basais, sendo 

considerado um fator determinante na capacidada de adaptação de espécies vegetais em 

diferentes ambientes (Mittler, 2017).   

O equilíbrio nos níveis de ROS é mediado pelo sistema antioxidante, que conta com a 

ação de antioxidantes enzimáticos e não enzimáticos. Entre os antioxidantes enzimáticos estão 

as enzimas superóxido dismutases (SOD), peroxidases (POD) catalases (CAT), glutationa 

redutase (GR) e monode-hidroascorbato redutase (MDAR), enquanto glicina betaína e prolina 

estão entre os antioxidantes não enzimáticos.   

Plantas que crescem em canga ou em áreas em mineradas em reabilitação também sofrem 

com baixos níveis de nutrientes disponíveis nos substratos. O principal nutriente relatado com 

baixa disponibilidade em canga é o fósforo (P) (Skirycz et al., 2014; Guedes et al., 2021; 

Gastauer et al., 2022; Ramos et al., 2022), que é essencial ao crescimento e desenvolvimento 

das plantas, onde atua em processos metabólicos que incluem a respiração e fotossíntese, além 

de ser um constituinte estrutural em biomoléculas, como ácidos nucleicos, fosfolipídios, 

NADPH e ATP.  

A aquisição de P pelas plantas requer uma série de mecanismos organizados para sua 

absorção, transporte e reserva. No entanto, ele pode estar fortemente ligado às partículas do 

solo, resultando em uma baixa mobilidade e concentração disponível para as plantas (Alexova 
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e Millar, 2013; Muneer e Jeong, 2015). Solos tropicais ácidos são severamente limitados pela 

disponibilidade de P (Muneer e Jeong, 2015), e em solos de canga o alto conteúdo de minerais 

se torna um agravante (Zappi et al., 2018). Já solos de áreas em reabilitação é caracteizado pelo 

baixo teor de nutrientes e matéria após a atividade de mineração (Zappi et al., 2018). Para 

vencer esses desafios, as plantas precisam produzir proteínas e substâncias que irão aumentar a 

aquisição de fosfato inorgânico (Pi). Um dos mecanismos adotados é a solubilização de Pi livre 

a partir do aumento de secreção de ácidos orgânicos na rizosfera, ou mobilizando Pi do solo 

através da secreção de enzimas hidrolíticas (Alexova e Millar, 2013). Outra estratégia que as 

plantas empregam é o aumento da área de superfície do sistema radicular para acessar um maior 

volume de solo (Ma et al., 2001; Yuan e Liu, 2008). Em várias espécies vegetais dicotiledônias 

ocorre a inibição do crescimento radicular primário e o aumento da formação de raízes e pelos 

laterais (Vance et al., 2003; Alexova e Millar, 2013). 

Adaptações em resposta à escassez de P ocorrem de formas variadas entre diferentes 

espécies de plantas e dependem da indução ou inibição de centenas de genes (Tran et al., 

2010a). A resposta à escassez de P também depende de uma série de mecanismos pós-

transcricionais, regulações alostéricas e modificações pós-traducionais das proteínas (Alexova 

e Millar, 2013) que, além de serem responsáveis pelo controle da expressão gênica, também 

irão determinar o sucesso nas atividades e funcionalidades das proteínas envolvidas nessa 

resposta. 

Outro aspecto a ser considerado é que a aquisição de P por plantas é significativamente 

aumentada pela presença de micorrizas arbusculares formadas com fungos que habitam o solo 

(Tran et al., 2010a). A maioria das vantagens ecológicas para plantas micorrízicas estaria 

relacionada ao aumento da superfície de adsorção de água e nutrientes, especialmente em 

plantas desenvolvidas sob condições estressantes. No solo, fungos micorrízicos podem 

solubilizar nutrientes como P e transferir para o hospedeiro como uma maneira de obter carbono 

fotossinteticamente fixo. Nesse contexto, espera-se também que plantas estabelecidas em canga 

ou em áreas mineradas apresentem mecanismos adaptativos para resistirem a escassez de P. 

É comum que plantas estabeleçam associações simbióticas com microrganismos 

benéficos do solo para sobreviverem em ambientes nocivos. Associações microbiológicas têm 

sido relatadas em plantas que se desenvolvem em ecossistemas afetados por atividades de 

mineração (Hristozkova et al., 2017; Sobariu et al., 2017). Estudos recentes mostraram que 

comunidades fúngicas e bacterianas associadas à rizosfera desempenham um papel essencial 
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no estabelecimento de espécies nativas crescidas em canga e em áreas mineradas (Fowler et al., 

2015; Silva et al., 2018; Oliveira et al., 2020; Trindade et al., 2020; Costa et al., 2021). Portanto 

este mecanismo deve ser considerado igualmente essencial em espécies reintroduzidas para 

revegetação de áreas mineradas na Serra dos Carajás. 

 

1.6. IDENTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS DE RESPOSTAS A ESTRESSES 

EM PLANTAS 

Condições de estresses abióticos estimulam diferentes mecanismos de adaptação, 

envolvendo amplas alterações fisiológicas e bioquímicas que podem resultar em mudanças 

adaptativas. Diferentes processos estão relacionados às alterações na expressão gênica, no 

transcriptoma e proteoma, que culminam em mudanças bruscas no metabolismo da planta. 

Neste sentido, tem-se percebido a importância da proteômica utilizando órgãos específicos, 

especialmente folhas e raízes, a fim de identificar alterações envolvidas nessas alterações 

metabólicas (Komatsu e Hossain, 2013).  

O sequenciamento do genoma de várias espécies tem possibilitado a criação de bancos de 

dados que permitem o avanço na obtenção de resultados utilizando tecnologias de análises mais 

precisas das respostas aos diversos estresses ambientais (Vanderschuren, et al., 2013). Nesse 

contexto, técnicas cromatográficas (cromatografias líquida e gasosa) acopladas a 

espectrômetros de massas têm sido amplamente aplicadas em trabalhos para a elucidação de 

alterações nos componentes proteicos em resposta a condições de estresses abióticos que mais 

prejudicam culturas agrícolas no mundo inteiro (Alam et al., 2010; Nanjo et al., 2012; Cheng 

et al., 2014; Yu et al., 2015). No entanto, poucos trabalhos neste sentido são realizados com 

espécies não agrícolas.  

A biologia molecular oferece diversas alternativas para o monitoramento ambiental. Entre 

elas, a proteômica traz diversas vantagens que ajudam a entender o metabolismo das plantas 

que crescem sob condições restritivas, bem como a conhecer os efeitos na microbiota do solo 

(Berka et al., 2020; Mattarozzi et al., 2020; Wang et al., 2020). Pesquisas que empregam a 

proteômica incluem, por exemplo: i) colonização de ecossistemas poluídos por metais (Herrera 

et al., 2018); ii) resposta à deficiência de nutrientes (López-Millán et al., 2013), entre outros.  

Além de avaliar aspectos morfológicos e fisiológicos, a melhor compreensão dos 

mecanismos moleculares envolvidos na adaptação das espécies vegetais é fundamental para o 
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monitoramento dos programas de RAD, ajudando na identificação de necessidades e na 

avaliação das possibilidades de estabilização da revegetação em áreas em reabilitação. Portanto, 

a proteômica pode ser considerada uma ferramenta poderosa em estudos ambientais para 

entender os mecanismos envolvidos nas adaptações de espécies florestais.  

 

2. OBJETIVOS  

 

2.1. GERAL 

Conhecer mecanismos moleculares associados às adaptações de espécies da família 

Fabaceae (Dioclea apurensis e Mimosa acutistipula) em ecossistemas de canga e que podem 

apoiar seus estabelecimentos em áreas mineradas em reabilitação na Serra dos Carajás, Pará.  

 

2.2. ESPECÍFICOS 

i) Obter os perfis proteicos de raízes de plantas das espécies Dioclea apurensis e 

Mimosa acutistipula estabelecidas em seus ambientes nativos e em áreas mineradas em 

reabilitação.  

ii) Identificar proteínas associadas aos mecanismos moleculares envolvidos em 

adaptações a possíveis estresses ambientais.  
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3. CAPÍTULO I: PERFÍS PROTEICOS REVELAM MECANISMOS 

ADAPTATIVOS DA ESPÉCIE Dioclea apurensis Kunth ESTABELECIDA EM ÁREAS 

MINERADAS EM REABILITAÇÃO NA AMAZÔNIA ORIENTAL 

 

RESUMO 

 

Dioclea apurensis Kunth é nativa de afloramentos rochosos ferruginosos (conhecidos 

como canga) na Amazônia oriental. As cangas são consideradas “hotspots” de diversidade 

biológica e possuem uma das maiores jazidas de minério de ferro do mundo. Após a mineração, 

essas zonas representam ambientes desafiadores à reabilitação do ecossistema. As estratégias 

para reabilitação de ecossistemas degradados pela mineração incluem a revegetação com 

plantas nativas de canga para diminuição da perda de biodiversidade. A D. apurensis é 

considerada uma espécie promissora para revegetação de áreas mineradas devido sua alta 

abrangência nesses ambientes. Assim, espera-se que mecanismos moleculares contribuam para 

o seu estabelecimento. Neste estudo, comparamos os perfís proteicos radiculares de plantas da 

espécie D. apurensis crescendo em canga e em área minerada em reabilitação para caracterizar 

os principais mecanismos que podem permitir o crescimento e estabelecimento da espécie 

nesses ecossistemas. Os resultados mostraram que as proteínas envolvidas na resposta ao 

estresse oxidativo, déficit hídrico, excesso de ferro, deficiência de fósforo, bem como 

associadas à simbiose com microrganismos apresentaram níveis mais elevados em plantas de 

canga. Essas proteínas estão envolvidas em mecanismos críticos que podem apoiar a alta taxa 

de estabelecimento da D. apurensis também em áreas mineradas em reabilitação. 

 

Palavras-chave: estresse abiótico, proteômica, reabilitação de áreas mineradas, simbiose 
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ABSTRACT 

Dioclea apurensis Kunth is native to ferruginous rocky outcrops (known as canga) in the 

eastern Amazon. The cangas are considered “hotspots” of biological diversity and have one of 

the largest deposits of iron ore in the world. After mining, these zones represent challenging 

environments for ecosystem rehabilitation. Strategies for the rehabilitation of ecosystems 

degraded by mining include revegetation with native canga plants to reduce the loss of 

biodiversity. D. apurensis is considered a promising species for revegetation of mined areas 

due to its wide range in these environments. Thus, molecular mechanisms are expected to 

contribute to its establishment. In this study, we compared the root protein profiles of plants of 

the species D. apurensis growing in canga and in rehabilitating minelands to characterize the 

main mechanisms that may allow the growth and establishment of the species in these 

ecosystems. The results showed that proteins involved in the response to oxidative stress, water 

deficit, excess iron, phosphorus deficiency, as well as those associated with symbiosis with 

microorganisms showed higher levels in canga plants. These proteins are involved in critical 

mechanisms that may support the high rates of establishment of D. apurensis also in 

rehabilitating minelands. 

Keywords: abiotic stress, proteomic, rehabilitating minelands, symbiosis 
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INTRODUÇÃO 

A extração de minério de ferro na Amazônia oriental ocorre principalmente em 

afloramentos ferruginosos cercados por florestas tropicais na Província Mineral de Carajás, que 

representa um dos maiores reservatórios de ferro do mundo (dos Santos et al., 2015). Este 

ecossistema é caracterizado por uma alta diversidade vegetal que formam diferentes 

fitofisionomias conhecidas como cangas (Jacobi et al., 2007). As comunidades vegetais que 

crescem nas cangas estão sujeitas a condições ambientais adversas, como intensa radiação 

ultravioleta (UV) e altas temperaturas (Skirycz et al., 2014), bem como a deficiência hídrica 

devido à baixa capacidade de retenção de água influenciada pela composição do solo (Jacobi et 

al., 2007; Skirycz et al., 2014). Além disso, os solos de canga são caracterizados pela baixa 

disponibilidade de fósforo (P) causada pela alta adsorção de P pelos óxidos de ferro e alumínio 

(Lehmann et al., 2001). As plantas requerem várias adaptações para crescerem e colonizarem 

tais ecossistemas.  

A mineração de ferro no Brasil ocorre essencialmente em minas a céu aberto, incluindo 

as da província mineral de Carajás (Gastauer et al., 2019). As áreas de extração de minério de 

ferro são caracterizadas pela remoção da vegetação e do solo, e formação de declividades 

acentuadas (Carvalho et al., 2020). Estudos recentes avaliaram diferentes plantas na reabilitação 

de áreas impactadas pela mineração de ferro na Amazônia, principalmente espécies nativas de 

canga (Ramos et al., 2019b). Essas espécies têm papel crucial no sucesso de reabilitação de 

áreas mineradas, reduzindo a perda de biodiversidade local e contribuindo para a recuperação 

progressiva dos serviços ecológicos.  

A revegetação é uma prática fundamental para a reabilitação de áreas mineradas. Para 

isso é necessário identificar espécies nativas capazes de lidar com as condições ambientais 

estressantes como as de canga e entender os mecanismos adaptativos que podem favorecer as 

altas persistências dessas espécies em áreas mineradas a longo prazo (Gastauer et al., 2020; 

Ramos et al., 2019b). Plantas do gênero Dioclea (Fabaceae) podem crescer em áreas mineradas 

em reabilitação (Queiroz et al., 2009), sendo a espécie Dioclea apurensis Kunth considerada 

uma das mais promissoras para a revegetação (Zappi et al., 2018; Ramos et al., 2019a). D. 

apurensis tem sido frequentemente utilizada para a revegetação de pilhas de resíduos em minas 

a céu aberto em projetos de recuperação de áreas degradadas (RAD) devido à facilidade de ser 

encontrada em ecossistemas de canga nativa, alta produção de sementes e rápido crescimento 

(Giannini et al. 2017).  
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Alterações metabólicas adaptativas para tolerância aos estímulos abióticos e associações 

simbióticas com microrganismos do solo podem levar a um estabelecimento bem-sucedido sob 

condições ambientais adversas. Apesar de reconhecer a importância da reintrodução de espécies 

nativas para a reabilitação de áreas mineradas, poucos estudos analisam mecanismos 

moleculares de plantas nativas utilizadas em programas RAD. O objetivo deste estudo foi 

analisar os perfis proteicos de raízes de D. apurensis crescidas em canga e em áreas mineradas 

em reabilitação a fim de identificar proteínas envolvidas em mecanismos moleculares 

adquiridos em canga e que estejam relacionados à tolerância a estresses ambientais. Essas 

características devem favorecer o estabelecimento desta espécie em áreas mineradas em 

reabilitação diante de possíveis eventos estressantes. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

AMOSTRAGEM DOS SUBSTRATOS DOS SOLOS E ANÁLISES QUÍMICAS 

As amostras foram coletadas no final da estação chuvosa (maio de 2018) na Serra dos 

Carajás, Pará, norte do Brasil. Os locais de amostragem incluíram: i) um ecossistema de canga 

herbáceo arbustivo nativo com mínima intervenção antrópica (6°00'41,0"S 50°17'45,0"W); e 

ii) uma area minerada em reabilitação (RM) com pilhas de resíduos de mineração de ferro 

(6°02'32,0"S 50°07'04,0"W), com programa de revegetação iniciado em 2014, quando a 

aplicação de sementes de D. apurensis foi realizada por hidrossemeadura contendo adubação 

com NPK na proporção 14-04-08 (8 kg para cada 8x12 m de substrato de solo) e matéria 

orgânica. 

O clima da região é tropical quente com estação chuvosa de novembro a março e estação 

seca de maio a setembro, precipitação média anual de 2.033 mm e temperaturas variando entre 

25,1°C a 26,3°C (Kettler et al., 2001; Gastauer et al., 2020). Amostras de solos rizosféricos (n 

= 5) foram coletadas próximo às raízes de D. apurensis crescendo naturalmente em canga e em 

uma área minerada em reabilitação. Amostras de solo foram submetidas a análises químicas e 

físicas. Após secagem ao ar, as amostras foram peneiradas com malha de 2 mm. O pH foi 

determinado na razão substrato solo/água de 1:2,5 e o teor de carbono orgânico foi determinado 

pelo método do dicromato de potássio (K2Cr2O7). O P, K, B, Zn, Fe, Mn e Cu disponíveis foram 

determinados usando o método Mehlich-1 (0.05 mol L-1 HCl + 0.0125 mol L-1 H2SO4), S-SO4
-
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2 por fosfato de cálcio monobásico em 0,01 M, e o teor de N total foi determinado pelo método 

de Kjeldahl (Kirk et al., 1950). A textura do solo foi determinada conforme descrito por Kettler 

et al. (2001). 

 

AMOSTRAGEM DE RAÍZES E ISOLAMENTO DE PROTEÍNAS 

Raízes de cinco plantas individuais de D. apurensis foram coletadas em cada local de 

amostragem, mantidas em tampão fenol/SDS (dodecil sulfato de sódio) frio e em seguida 

transportadas ao laboratório para processamento. Foram separados cerca de 3 g do material 

macerado para a extração de proteínas de cada uma das cinco replicatas de raízes de plantas 

amostradas em cada ambiente. Cada amostra recebeu 10 mL de tampão contendo sacarose (1,5 

M), Tris-HCL (1M, pH 8), dodecil sulfato de sódio (SDS, 10%), fluoreto de fenilmetilsulfonil 

(PMSF, 100 mM), polivinilpolipirrolidona (PVPP), 500 μL água ultrapura, com adição de 100 

μL de inibidor de protease (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 400 μL de β-mercaptoetanol. 

As amostras foram sonicadas por cinco repetições de 30 segundos em temperatura ambiente. 

Os extratos foram divididos em dez microtúbulos cada, seguidos da adição de 700 μL de fenol 

por microtúbulo. As amostras foram agitadas por 15 minutos em vórtex e centrifugadas por 8 

minutos a 14000 rpm. O conteúdo fenólico foi transferido para novos microtúbulos e a operação 

foi repetida para eliminar qualquer resíduo da fase aquosa ou SDS. Foram adicionados 1300 μL 

de acetato de amônia (100 mM) em metanol (100%) para precipitação de proteínas durante 24 

horas à -80 ºC. As amostras foram centrifugadas a 14000 rpm durante 8 minutos, sendo o 

sobrenadante descartado. O precipitado foi transferido para um novo microtúbulo e lavado três 

vezes com acetona 80%. Uma última lavagem foi realizada com etanol 70% e o precipitado 

seco à temperatura ambiente em concentrador a vácuo por cerca de 7 minutos. Os extratos foram 

solubilizados em 200 μL de RapiGest (Waters, Milford, MA, USA) 0,2%. As concentrações de 

proteína nas amostras foram determinadas no Qubit 2.0 (Invitrogen, Inc.), seguindo as 

recomendações do fabricante, utilizando 3 μL de extrato.  

Em seguida, foram digeridas 50 µg de proteínas de cada amostra. A preparação para 

digestão foi realizada com a adição de RapiGest (0,1%) (Waters, Milford, MA, USA) na 

proporção de 1:1, seguida pela adição de ditiotreitol (DTT, 5 mM) por 25 minutos a 56 °C e 

iodoacetamida (IAA, 14 mM) durante 30 minutos à temperatura ambiente. Uma nova adição 

de DTT (5 mM) foi realizada, aguardando-se mais 15 minutos de incubação à temperatura 
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ambiente, seguido pela adição de CaCl2 (1 mM). O tratamento com tripsina (V5280, Promega, 

Madison, WI) a 20 ng μL-1 foi realizado por 20 horas a 37 ºC. Foi adicionado ácido 

trifluoacético (TFA) na concentração final de 0,4% do volume da amostra a fim de parar a 

reação da tripsina. O pH das amostras foi elevado para 10 com adição de hidróxido de amônio 

(NH4OH).  

 

ANÁLISES DOS PROTEOMAS 

A identificação e quantificação das proteínas foram realizadas em cromatografia líquida 

de ultra performance nanoACQUITY UPLC® (Milford, MA, EUA), configurada para 

fracionamento em duas dimensões conforme relatado em Herrera et al. 2018. Cinco 

microgramas dos peptídeos foram analisados com cinco réplicas analíticas. A primeira 

dimensão usou uma coluna de aprisionamento XBridge BEH130 C18 de 5 μm (300 μm x 50 

mm) e Symmetry C18 5 μm (180 μm x 20 mm) a uma taxa de fluxo de 2000 μL min−1. A 

segunda dimensão usou uma coluna analítica de 1,7 μm BEH130 C18 1,8 μm (100 μm x 100 

mm), a uma taxa de fluxo de 400 μL min−1. As amostras foram separadas em cinco frações com 

gradiente de 10.8, 14.0, 16.7, 20.4 e 65,0% de acetonitrila. O cromatógrafo foi acoplado a um 

espectrômetro de massas NanoLock ESI-Q-ToF SYNAPT G2-S (Waters). A aquisição variou 

de 50 a 2.000 Da, no modo MSE (análise independente de dados) a uma taxa de varredura de 

0,5 s e um atraso entre varreduras de 0,1 s. 

Os dados foram processados no software Progenesis QI (Waters) para identificação e 

quantificação, utilizando o banco de dados Viridiplantae do UniProt (UniProtKB/swiss-prot, 

uniprot.org). A identificação de proteínas foi aceita se a probabilidade de identificação de 

peptídeos fosse maior que 90% e proteínas com 95%. Os níveis de significância das 

abundâncias diferenciais de proteínas foram determinados pela aplicação do teste ANOVA (p 

< 0,05).  

As análises de dados seguintes foram realizadas considerando as proteínas 

diferencialmente abundantes com p < 0,05 e “fold change” > 1,5. Para comparar o proteoma 

de D. apurensis crescidas em canga ou RM, as análises de componentes principais (PCA) das 

proteínas com abundâncias diferenciais significativas (p < 0,05 e “fold change” > 1,5) foram 

produzidas no software R v3.6.3 (R Core Team 2018; https:/ /www.R-project.org), com os 

pacotes FactoMineR, Factoshiny e Factoextra. A anotação funcional dessas proteínas foi 
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realizada no OmicsBox v1.2.4 (bioBam), utilizando o banco de dados do Uniprot 

(UniProtKB/swiss-prot, uniprot.org). A análises de enriquecimento da via da Enciclopédia de 

Gene e Genoma de Kyoto (KEGG) foram realizadas no software KOBAS v3.0. (Mao et al., 

2005) (kobas.cbi.pku.edu.cn) com bancos de dados da Arabidopsis thaliana. O pacote R 

ggplot2 foi utilizado para a visualização das vias KEGG enriquecidas. As redes de interação 

proteína-proteína foram previstas com base em análises funcionais utilizando o software 

STRING (ferramenta de pesquisa para recuperação de genes/proteínas em interação) v11.0 

(http://string-db.org/) para funções de genes homólogos da Arabidopsis thaliana. 

 

 

RESULTADOS 

 

PROPRIEDADES FÍSICAS E QUÍMICAS DE SUBSTRATOS DOS SOLOS EM 

CANGA E DE ÁREA MINERADA 

Os solos de canga se diferenciam de solos em RM conforme pode ser observado na tabela 

1. Os substratos de solo de áreas mineradas em recuperação (RM) apresentaram maior 

proporção de argila, enquanto os solos de canga apresentaram maior proporção de areia. Os 

solos de canga foram mais ácidos que os solos de RM. Solos de canga apresentaram maior teor 

de matéria orgânica do que os solos de RM. O nitrogênio total (N) foi maior nos solos de canga, 

enquanto o fósforo disponível (P) foi maior nos substratos de solos de RM. As concentrações 

de metais diferem entre os ambientes; a concentração de cobre e principalmente de ferro foram 

maiores em solos de canga, enquanto manganês e zinco foram maiores em solos de RM. 

 

Tabela 1. Características físicas e químicas de solos em canga e em RM. Os resultados são médias ± desvios 

padrão para n=5. 

 RM Canga 

Clay (g kg-1) 486.7 ± 37.2 287.5 ± 103 

Silt (g kg-1) 158.3 ± 40.8 87.5 ± 75 

Sand (g kg-1) 355 ± 68.9 625 ± 177 

pH H2O 6.1 ± 0.3 4.7 ± 0.6 

pH CaCl2 5.3 ± 0.2 4.2 ± 0.3 

Available P (mg dm-3) 19.5 ± 15.9 1 ± 0.9 

Total N (dag kg-1) 0.1 ± 0.06 0.4 ± 0.3 

Organic matter (dag kg-1) 1.4 ± 0.6 7.7 ± 0.9 

Na (mg dm-3) 4.7 ± 0.6 11.4 ± 6.2 

K (mg dm-3) 22.6 ± 6.8 22.7 ± 6.8 

B (mg dm-3) 0.1 ± 0.03 0.2 ± 0.08 

http://string-db.org/
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Cu (mg dm-3) 0.6 ± 0.3 1.8 ± 0.5 

Fe (mg dm-3) 11.3 ± 6.3 372 ± 92 

Mn (mg dm-3) 59.7 ± 9.4 2.8 ± 1.5 

Zn (mg dm-3) 2.1 ± 1.6 1.4 ± 0.9 

 

 

PERFIS PROTEICOS DE Dioclea apurensis 

No total, foram identificadas e quantificadas 1401 proteínas, sendo que 396 apresentaram 

abundância diferencial significativa (p < 0,05) entre as raízes de ambos os ambientes (Tabela 

Suplementar 1). Apenas duas proteínas foram detectadas exclusivamente nas raízes de RM, 

enquanto 19 foram identificadas apenas nas raízes de canga (Tabela Suplementar 1). Entre essas 

proteínas, 291 apresentaram maiores níveis em raízes de canga, enquanto 105 apresentaram 

maiores níveis em raízes de RM. As análises de componentes principais (PCA) das 1401 

proteínas (Figura 1a) e 396 proteínas filtradas (Figura 1b) mostraram a separação entre amostras 

de raízes de plantas de canga e raízes de plantas de RM. As amostras de RM apresentaram 

maior separação. 
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Figura 1 - PCA e análise de enriquecimento das proteínas com abundâncias diferenciais em raízes de D. apurensis 

amostradas de canga ou em áreas mineradas em reabilitação (RM). (a) PCA de 1401 proteínas com abundâncias 

diferenciais comparando cinco plantas de canga com cinco plantas de RM. (b) PCA de proteínas com abundâncias 
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diferenciais significativas com p < 0,05 e “fold change” > 1,5. (c) Análise de enriquecimento em processos 

biológicos das proteínas mais adundantes com valores significativos em plantas de cada ambiente. 

 

A análise de enriquecimento realizada pela KOBAS mostrou que as proteínas mais 

abundantes em plantas de canga atuam em 44 processos biológicos principais, enquanto as 

proteínas mais abundantes em plantas de RM participam de pelo menos 20 processos biológicos 

(Figura 1c). Nas raízes de plantas de ambos os locais de amostragem, as categorias mais 

representativas incluíram proteínas envolvidas em resposta aos estímulos, principalmente 

relacionados a estresses abióticos, e proteínas envolvidas no crescimento e reprodução, 

incluindo proteínas envolvidas no metabolismo de carbono e biossíntese de metabólitos 

secundários (Figura 1c). As envolvidas nessas vias, especialmente na biossíntese de metabólitos 

secundários, onde estão incluídas proteínas essenciais nas respostas aos estresses abióticos, 

foram mais abundantes em plantas de canga.  

 

INTERAÇÕES PROTEÍNA-PROTEÍNA (PPI) 

A análise de PPI foi realizada com 178 proteínas com níveis mais elevados nas raízes de 

plantas de canga (Figura 2) e 69 proteínas nas raízes de plantas de RM (Figura 2). A análise de 

PPI mostrou que a co-ocorrência gênica é a principal relação entre grande parte das proteínas 

mais abundantes em plantas de cada ambiente. Essas proteínas foram separadas em três grupos 

considerando seus níveis de interação e suas funções a partir da análise de enriquecimento 

funcional realizada pelo STRING, com valor de enriquecimento de PPI de p < 1 x 10-16 em 

plantas de canga e p < 1,4 x 10-6 em plantas de RM (Figura 2). 
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Figura 2 - Rede de interação proteína-proteína das proteínas com abundâncias diferenciais em D. apurensis em 

canga (à esquerda) e RM (à direita) separadas em 3 grupos ilustrados em verde, azul e vermelho. Os símbolos dos 

genes foram obtidos a partir de proteínas homólogas do banco de dados da Arabidopsis thaliana no uniprot.org, 

acessado em 10 de outubro de 2021. As linhas representam interações entre as proteínas, conforme descrito na 

figura. As linhas pontilhadas representam interações entre proteínas de diferentes grupos. 

 

Em plantas de canga, a análise de enriquecimento funcional mostrou que o grupo em 

vermelho inclui 63 proteínas envolvidas principalmente no metabolismo energético e na 

biossíntese de metabólitos secundários. O grupo em verde compreendeu 69 proteínas 

relacionadas ao ciclo celular e resposta especialmente a estresses abióticos, como ao estresse 

osmótico. O grupo em azul contém 46 proteínas, incluindo principalmente proteínas de ligação, 

como proteínas de ligação de ácidos nucleicos, componentes estruturais de ribossomos e 

dobramento de proteínas. Em plantas de RM, o grupo em vermelho foi composto por 19 

proteínas relacionadas aos estímulos abióticos, principalmente em resposta a temperatura. O 

grupo em verde contém 24 proteínas envolvidas no metabolismo do carbono e na biossíntese 

de metabólitos secundários. As 26 proteínas incluídas no grupo em azul em plantas de RM 
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foram categorizadas principalmente em processos celulares, como expressão gênica e processo 

metabólico de proteínas. 

 

DISCUSSÃO  

Neste estudo, as análises dos proteomas revelaram abundâncias diferenciais de proteínas 

relacionadas às vias metabólicas envolvidas nas respostas aos estresses abióticos e simbiose 

com microrganismos tanto em plantas crescidas em canga quanto em plantas de RM. No 

entanto, plantas de canga apresentaram maiores quantidades e diversidade de proteínas com 

altas abundâncias em relação às plantas de RM (Tabela Suplementar 1). Juntas, as análises 

mostraram que a abundância e a co-ocorrência de grande parte das proteínas identificadas 

podem ser críticas para a adaptação da espécie D. apurensis em ambientes severos, ao ajudarem 

a planta a tolerar fatores estressantes como o déficit hídrico, o estresse oxidativo, a privação de 

nutrientes, especialmente o P, e o excesso de metais, especialmente o Fe.  

Os resultados também sugerem que a facilidade de realizar associações com 

microrganismos simbiontes pode ser uma característica fundamental para o sucesso adaptativo 

da espécie. A seguir, são destacadas essas proteínas consideradas críticas na tolerância aos 

estímulos abióticos e associações com microrganismos identificadas neste estudo. 

 

RESPOSTA AO ESTRESSE OXIDATIVO  

As proteínas SOD, POD, CAT, GR e MDAR atuam no sistema antioxidante enzimático 

e constituem um grupo de proteínas essências na eliminação de espécies reativas de oxigênio. 

As proteínas “proline-rich receptor” e ”betaine aldehyde dehydrogenases” (BADHs) estão 

envolvidas no metabolismo da prolina e da glicina betaína, que participam de vias de 

sinalizações, atuando como antioxidantes não enzimáticos. Os papéis da "Proline-rich receptor" 

e BADHs serão discutidos mais a frente no tópico sobre déficit hídrico.  

Foram identificadas três sequências da proteína “ferritin” (Tabela suplementar 1). Esta 

proteína atua na remoção de Fe2+ do meio celular, evitando reações destrutivas. Sabendo que 

solos de canga apresentam altas concentrações de ferro (Tabela 1), e que o excesso deste metal 

no meio celular pode resultar em estresse oxidativo, a importância “Ferritin” na detoxificação 
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de plantas submetidas a altas concentrações de Fe tem sido consideravelmente reconhecida 

(Orino et al., 2001).  

Maiores níveis de proteínas envolvidas no sistema antioxidante em plantas de canga 

sugerem que neste ecossistema as plantas estão submetidas a condições de estresses mais 

severas do que em RM, indicando que a espécie D. apurensis evoluiu mecanismos de tolerância 

para se adaptar a ambientes estressantes.  

 

RESPOSTA AO DÉFICIT HÍDRICO  

Solos de áreas em recuperação apresentam maiores teores de argila em sua composição, 

enquanto solos de canga são compostos por maiores teores de areia (Tabela 1). Nesse contexto, 

solos de canga apresentam menor capacidade de retenção de água, contribuindo para a 

possibilidade de déficit hídrico em plantas estabelecidas neste ecossistema. O déficit hídrico 

pode ainda ser agravado pelas altas temperaturas da região (Skirycz et al., 2014). Portanto, 

maiores níveis dessas proteínas em plantas crescidas em canga sugerem um déficit hídrico mais 

severo nesse ecossistema do que em RM. A espécie D. apurensis pode ter desenvolvido 

mecanismos adaptativos para tolerância ao déficit hídrico devido às características de seu 

ambiente nativo, podendo ser apta para tolerar possíveis períodos de escassez de água em áreas 

mineradas em reabilitação ao longo do tempo.  

As “aquaporin PIP1-1” e “water-stress induced tonoplast intrinsic protein” desempenham 

papéis reguladores no transporte celular de água em membranas plasmáticas e tonoplastos, 

respectivamente (Li et al., 2016). As aquaporinas são essenciais na tolerância das plantas ao 

déficit hídrico, pois contribuem substancialmente para a absorção de água nas raízes e 

manutenção do equilíbrio osmótico (Shekoofa et al., 2018; Paudel et al., 2019).  

As “proline-rich receptor-like protein” (PERK9) e a “receptor like protein kinase S.2” 

atuam na fosforilação de proteínas para regulação positiva da via de sinalização do ácido 

abscísico (ABA). Em longos períodos de escassez de água, o ABA desencadeia uma cascata de 

sinalização nas células guarda para o fechamento estomático (Goodger et al., 2010; Jarzyniak 

e Jasiński, 2014; Osakabe et al., 2014; Daszkowska-Golec, 2016). Por outro lado, o processo 

de abertura e fechamento dos estômatos deve ocorrer de maneira rápida e eficaz (Goodger et 

al., 2010). Estudos mostraram que em condições de déficit hídrico há também o acúmulo de 

proteínas do tipo “phosphatase 2C” (PPC2), que atua na desfosforilação de proteínas para 

regular negativamente a via de sinalização ativada pelo ABA (Singh et al., 2015; Fujioka et al., 
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2019; Baek et al., 2019. A PPC2 também apresentou maiores níveis em plantas de canga, 

sugerindo que a eficiência no processo de abertura e fechamento estomático é um mecanismo 

essencial na tolerância da D. apurensis à eventos de seca. 

Alto nível da “auxin signaling f-box 2” em plantas de canga pode estar relacionado à 

modulação das propriedades hidráulicas nas raízes para permitir economia de água em 

ambientes de seca (Sadok e Schoppach, 2019), pois esta proteína é um receptor de auxina e sua 

atividade tem sido associada ao aumento da tolerância das plantas a estresses abióticos, 

incluindo déficit hídrico (Chen et al., 2012; Bu et al., 2014; An et al., 2016; Bielach et al., 

2017).  

As proteínas “ABC transporter ATP-binding protein y”, “ABC transporter B family 

member 8” e “ABC transporter I family member 19” são conhecidas como transportadores 

ABC localizadas em diferentes tecidos ou membranas (Verrier et al., 2008). Estudos têm 

relacionado os transportadores ABC à resposta ao déficit hídrico em plantas (Goodger et al., 

2010; Jarzyniak e Jasiński, 2014; Osakabe et al., 2014). Não se sabe exatamente sobre as 

funcionalidades em que suas diferentes isoformas atuam. No entanto, sabe-se que mutantes de 

Arabidopsis com deficiência na biossíntese de transportadores ABC apresentam menor 

tolerância à privação de água (Jarzyniak e Jasiński, 2014), sugerindo seu envolvimento na 

tolerância ao déficit hídrico em outras espécies vegetais como a D. apurensis. 

Sobre a BADH, é uma enzima essencial também na biossíntese de glicina betaína (GB) a 

partir da oxidação da betaína aldeído (Hashemi et al., 2018). A relação da superexpressão para 

a biossíntese de BADH com o aumento no nível de GB e maior tolerância ao déficit hídrico já 

foi observada em diferentes espécies de plantas, como Arabidopsis thaliana (Yang et al., 2015; 

Hashemi et al., 2018), Sesuvium portulacastrum (Yang et al., 2015), Suaeda corniculata (Wang 

et al., 2016) e Zeya mays (Zhang et al., 2012). Os aumentos da expressão para a síntese de 

BADH e nos níveis de GB também têm sido relacionados ao aumento no acúmulo de prolina 

(Giri, 2011; Fan et al., 2012; Hashemi et al., 2018). Fan et al. 2012 sugerem que o acúmulo de 

prolina ocorre devido à maior quantidade de NAD (P) H formado após a conversão de betaína 

aldeído em GB. Na biossíntese de prolina, a oxidação de NAD (P) H a NAD (P) ocorre 

novamente. No entanto, ainda faltam evidências diretas indicando as interações que ocorrem 

entre BADH, GB e prolina em resposta ao estresse hídrico.  

A “proline-rich receptor-like protein kinase PERK9” foi relatado como uma das respostas 

mais comuns ao déficit hídrico (Yang et al., 2019). Elas são consideradas componentes 
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essenciais da membrana celular em diferentes órgãos vegetais, onde desempenham seus papéis 

em cascatas de transdução de sinal em resposta a estresses ambientais (Bai et al., 2009; Kishor 

et al., 2015). No entanto, o papel específico da PERK9 identificada com maior abundância em 

plantas de canga permanece desconhecido.  

A “spermidine synthase 2” é uma enzima chave na biossíntese de espermidina, que é um 

dos compostos de poliamina mais comuns e abundantes nas plantas, sendo relacionada ao 

aumento da tolerância ao déficit hídrico (Hashemi et al., 2018; Satish et al., 2018). A 

espermidina também está envolvida na indução do fechamento e abertura dos estômatos 

(Alcázar et al., 2010; Shi et al., 2010).  

 

RESPOSTA AO EXCESSO DE METAIS NO SOLO  

Os solos de canga apresentaram maiores níveis de Fe (Tabela 1). Esse fator é 

considerando um dos maiores influenciadores no estabelecimento nesses ambientes. Altos 

níveis de metais na solução do solo podem ativar vias de sinalização distintas, como dependente 

de cádmio, proteína quinase ativada por mitógeno, ROS e fitohormônios, aumentando a 

expressão de fatores de transcrição ou genes responsivos a este estresse (Tiwari e Lata, 2018). 

A maioria dessas proteínas foram identificadas em plantas crescidas nos dois ecossistemas, com 

maiores abundâncias em raízes de plantas de canga. 

As proteínas quinases receptoras estão envolvidos na resposta a estresse em plantas, onde 

são capazes de ativar várias redes de sinalização (Jalmi et al., 2018), bem como proteínas 

quinases ativadas por mitógenos ("mitogen-activated protein kinase kinase kinase 3", Tabela 

Suplementar 1) (Jalmi e Sinha, 2015). Semelhante a esses resultados, as calmodulinas e 

proteínas quinases dependentes de cálcio ("calcium-dependent protein kinase" e "calcium-

dependent protein kinase 2") foram descritas como proteínas com papel fundamental nas 

respostas a estresses por metais ao regular vias de sinalização que contribuem para melhorar a 

tolerância de plantas em substratos com excesso de metais (Chakrabarty et al., 2009; Zhao et 

al., 2015; Jalmi et al., 2018). Estes resultados podem estar diretamente relacionados à presença 

de metais nas raízes, semelhante a estudos recentes que mostram que essas proteínas contribuem 

para o movimento de alguns metais em Cucumis sativus, Triticum aestivum e Beta vulgaris 

(Erbasol et al., 2013; Migocka et al., 2015; Vatansever et al., 2017).  
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Proteínas relacionadas à glutationa (“glutathione reductase”) estão envolvidas na 

tolerância ao estresse por metais pesados em plantas (Yadav, 2010). Além disso, foram 

identificadas diversas proteínas de “heat shock proteins” com maiores níveis principalmente 

em plantas de canga. Estes resultados concordam com Jiang et al. (2020), que relataram a 

contribuição das “heat shock proteins” à tolerância ao estresse por metais pesados em Rosa 

hybrida. Além disso, as proteínas identificadas e relacionadas ao metabolismo da auxina podem 

modificar o crescimento radicular e induzir várias modificações metabólicas que contribuem 

para aliviar a toxicidade induzida por metais pesados (Wang et al., 2015).  

Neste estudo a proteína "nicotianamine synthase" apresentou maior abundância em 

plantas de RM, porém sem diferença estatística entre as plantas crescidas nos dois ambientes 

(Tabela Suplementar 1). Esta enzima é essencial na via biosintética do ácido mugínico para 

formar fitosideróforos que agem como quelantes rizosféricos de ferro férrico, podendo atuar 

também como quelantes intracelulares para diminuir a superacumulação de ferro dentro dos 

compartimentos celulares (Stein et al., 2009).  

A “ferritin” foi uma proteína comum a plantas crescidas em ambos os ambientes, com 

maior abundância em plantas de canga (Tabela Suplementar 1). Nas células radiculares, o 

espaço apoplástico e os vacúolos desempenham um papel fundamental na armazenagem de 

ferro livre (Briat e Lobréaux, 1997). A funcionalidade desta proteína foi descrita anteriormente, 

mostrando seu papel fundamental no sequestro citoplasmático de alta quantidade de ferro 

solúvel para armazenar nos vacúolos (Stein et al., 2009; Shevyakova et al., 2011). Portanto, sua 

atividade pode contribuir para a diminuição dos efeitos negativos do ferro em D. apurensis 

principalmente em solos de canga. 

  

ESTRESSE POR ESCASSEZ DE FÓSFORO  

Análises dos perfis proteicos em diferentes espécies vegetais submetidas à escassez de P 

têm mostrado a abundância diferencial de proteínas relacionadas principalmente ao 

metabolismo de carboidratos, transdução de sinal, regulações da expressão gênica, síntese de 

proteínas, e defesa, como aquelas relacionadas à síntese de metabólitos secundários e mitigação 

do estresse oxidativo (Kim et al., 2011; Muneer e Jeong, 2015). De acordo com esses estudos, 

essas proteínas contribuem para a maior tolerância de plantas à escassez de P.  
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Entre as proteínas do metabolismo de carboidratos com altos níveis especialmente em 

plantas de canga estão principalmente as envolvidas na rota glicolítica, como “fructose-1,6-

bisphosphatase”, “fructose-bisphosphate aldolase” e “glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase”, e no ciclo do ácido tricarboxílico (TCA), como a enzima “malate 

dehydrogenase” (Tabela Suplementar 1), que também foram identificadas com níveis 

aumentados em outros estudos com plantas em privação de P (Alexova e Millar, 2013).  

Além de proteínas envolvidas na produção de energia via metabolismo aeróbico, também 

foram identificadas "alcohol dehydrogenases" (ADHs), que possibilitam a manutenção do 

metabolismo energético por fermentação em condição de anaerobiose. Duas ADHs 

apresentaram abundâncias diferenciais significativas em plantas de canga e apenas uma em 

plantas de RM (Tabela Suplementar 1). O aumento no acúmulo de ADH está de acordo com os 

resultados observados em outros estudos com diferentes espécies de plantas sob escassez de P 

(Fukuda et al., 2007; Li et al., 2008; Chevalier e Rossignol, 2011; Alexova e Millar, 2013). 

Assim, proteínas dos metabolismos glicolítico e fermentativa atuariam juntamente com 

sinalizações induzidas pelos produtos do metabolismo antioxidante para induzir o aumento do 

volume do sistema radicular e eficiência na aquisição e no uso de fósforo em plantas submetidas 

a esse tipo de estresse.  

Os mecanismos desencadeados na resposta ao estresse por escassez de P ocorrem de 

forma dinâmica, onde os níveis de expressão de diferentes genes e abundância de proteínas 

variam no decorrer do tempo de disposição ao estresse (Alexova e Millar, 2013). Os autores 

sugerem que isso se deve a necessidade do uso de metabólitos que serão utilizados em um 

reabastecimento anaplerótico para a manutenção de energia durante o estresse. Este 

comportamento onde proteínas dos dois metabolismos estão com níveis altos foi observado no 

último ponto de análise da linha de tempo experimentada em raízes de arroz (Fukuda et al., 

2007; Alexova e Millar, 2013).  

A "26S proteasome regulatory subunit 4" abundante em plantas de canga pode estar 

relacionada ao crescimento de raízes laterais. Estudos mostraram que alterações no proteoma 

de plantas em privação de P inclui o acúmulo de polipeptídios como subunidades do 

proteassoma 26S e ubiquitinas, que estão envolvidos na degradação de proteínas (Li et al., 

2008; Chevalier e Rossignol, 2011; Alexova e Millar, 2013). A degradação de proteínas 

possivelmente ocorre em diversos tecidos com o objetivo principal de fornecer aminoácidos às 

raízes em crescimento (Alexova e Millar, 2013).  
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A formação de ROS também deve atuar essencialmente na sinalização para indução da 

expressão gênica para biossínteses de proteínas envolvidas em adaptações para a escassez de P 

(Tyburski et al., 2009; Muneer e Jeong, 2015). Em ambos os ecossistemas as raízes das plantas 

apresentaram fatores de transcrição de expressão comumente relatados sob escassez de fosfato, 

incluindo MYB e HLH (Tabela Suplementar 1), que regulam a expressão de genes-alvo em 

respostas à escassez de P (Zhou et al., 2008; Aleksza et al., 2017). Tais resultados concordam 

com Gho et al. (2018), que mostraram regulação positiva de genes relacionados a esses fatores 

de transcrição em raízes de arroz sob escassez de P. Portanto este resultado pode também está 

relacionado à escassez de P em solos de canga, podendo contribuir para o estabelecimento da 

D. apurensis em ambientes com deficiência de nutrientes. 

Fungos micorrízicos também podem induzir a expressão de transportadores de P de alta 

afinidade na membrana plasmática das raízes de plantas sob escassez de P (Tran et al., 2010b; 

Yu et al. 2019). Entre os transportadores mais importantes, estão as “acidic phosphatases”. 

Nesse contexto, o aumento da “acidic phosphatase” pode estar relacionado à baixa 

disponibilidade de P em solos de canga. Em solos ácidos e ricos em Fe, como ocorrem em canga 

(Tabela 1), o P pode formar complexos com óxidos de ferro, Fe2+ ou Fe3+, apresentando-se em 

uma forma inacessível para a absorção pelas raízes (Tran et al., 2010b). Nessas condições é 

necessário que sejam liberados ácidos orgânicos que irão quelar fosfato complexados. As 

fosfatases ácidas podem estar relacionadas com a liberação de ácidos orgânicos.  

Foram identificadas também duas “purple acid phosphatase” extracelulares e uma 

“phosphate transporter” (PHO1-3), sendo que as duas primeiras apresentaram maiores níveis 

em plantas de canga, enquanto a última foi mais abundante em plantas de RM (Tabela 

Suplementar 1). Essas proteínas pertencem a um grupo de hidrolases induzíveis por privação 

de P em plantas, onde atuam na reciclagem de P de ésteres e anidridos (Tran et al., 2010b). A 

regulação positiva da atividade de isoenzimas do tipo “purple acid phosphatase” já foi 

observada em diferentes tecidos de plantas em condição de escassez de P (Li et al., 2002; Tran 

et al., 2010b), ocorrendo em diferentes espécies como Arabidopsis thaliana (Tran et al., 2010b), 

tomate (Solanum lycopersicum) (Bozzo et al., 2006), tabaco (Nicotiana tabacum) (Lung et 

al.,2008) e espécies que, assim como a D. apurensis, pertencem a família Fabaceae, como 

tremoço (Lupinus albus) (Miller et al., 2001) e feijão (Phaseolus vulgaris) (Liang et al., 2010).  

Três sequencias de "phospholipase D alpha" foram mais abundantes em plantas de canga 

(Tabela Suplementar 1). A indução de fosfolipases tem sido observada em estudos com plantas 
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durante a privação de P (Tjellström et al., 2008; Lin et al., 2020), onde estariam envolvidas na 

reserva de P e indução do crescimento das raízes (Lin et al., 2020). Já o papel da “S- 

adenosylmethionine synthetase” foi relacionado à homeostase de P durante a escassez (Alexova 

e Millar, 2013). Essas proteínas são doadoras de metil para a biossíntese de flavonoides e 

poliaminas (Amir, 2010). Dessa forma, os resultados sugerem que essas proteínas podem 

contribuir para a tolerância da D. apurensis nos ecossistemas de canga ao possibilitar o alcance 

das raízes a um maior volume do solo e maior eficiência no uso de P. 

De acordo com os resultados, os teores de P em solos de RM podem ser considerados 

próximo do adequado (19,5 mg dm-3), enquanto solos de canga apresentam teores baixos (1 mg 

dm-3). A deficiência de P em canga pode ser devido a uma drenagem deficiente no solo e 

formação de complexos entre P e outros minerais. Em solos de RM, o P apresenta teor elevado 

devido a adequação química (Zappi et al., 2018). No geral, esses resultados estão de acordo 

com o observado por Ramos et al. (2019a) em estudo onde a D. apurensis apresentou boa 

performance em substratos com depleção de nutrientes. Portanto a espécie D. apurensis pode 

ter desenvolvido mecanismos moleculares para se desenvolverem em solos com baixos teores 

de nutrientes, incluindo o P, visto que este é um dos nutrientes menos disponíveis em solos de 

canga (Skirycz et al., 2014; Guedes et al., 2021; Gastauer et al., 2022; Ramos et al., 2022).  

 

PROTEÍNAS ASSOCIADAS À SIMBIOSE EM PLANTAS  

Foram identificadas as abundâncias de diversas proteínas envolvidas no estabelecimento 

de simbiose com bactérias e fungos, incluindo nodulinas (Sakamoto et al., 2019), 

monodesidroascorbato redutase (Vadassery et al., 2009) e enzimas envolvidas no ciclo 

ascorbato-glutationa (Luo et al., 2020). Sakamoto et al. (2019) relataram que as nodulinas 

podem ter um papel positivo no estabelecimento da simbiose micorrízica arbuscular, bem como 

na fixação biológica de N. Da mesma forma, estudos recentes descreveram as enzimas do ciclo 

ascorbato-glutationa como cruciais para manter a capacidade antioxidante e a interação 

mutualística de plantas com fungos ou simbiose de nódulos radiculares (Vadassery et al., 2009; 

Noshi et al., 2017; Luo et al., 2020). Vadassery et al. (2009) e Svistoonoff et al. (2010) também 

relataram um papel positivo da nodulina e monodesidroascorbato redutase no estabelecimento 

da simbiose em Arabidopsis thaliana e Medicago truncatula, respectivamente.   
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Solos de áreas em recuperação são caracterizados por conter baixo teor de nutrientes e de 

matéria orgânica devido a retirada da vegetação e do solo na atividade de mineração (Ramos et 

al., 2019a). Essa baixa disponibilidade de matéria orgânica em solos de RM em comparação a 

solos de canga também pode ser observada em nossos resultados (Tabela 1). Assim, a 

introdução desta espécie para revegetação de áreas mineradas deve contribuir para a 

manutenção de processos essenciais do solo, como a fixação de nitrogênio durante a reabilitação 

(Nunes et al., 2015; Ramos et al., 2019a).  

Nesse contexto, os níveis mais altos de proteínas relacionadas à simbiose nas raízes de 

plantas de canga do que em plantas de RM são explicados pela maior diversidade de espécies 

vegetais encontradas nos ecossistemas de canga e seu efeito correspondente nas comunidades 

microbianas do solo.  

 

CONCLUSÕES  

Este estudo mostrou que D. apurensis crescendo em canga nativa possui um conjunto de 

proteínas para lidar com os desafios dos estresses abióticos. Dentre elas, estão proteínas 

envolvidas no sistema antioxidante, resposta ao déficit hídrico, excesso de metais e deficiência 

de P. Os proteomas também sugerem que esta espécie também possui alta capacidade de se 

associar com microrganismos do solo. Estas características aumentam a probabilidade do 

estabelecimento de D. apurensis em áreas mineradas em reabilitação. Altos níveis de proteínas 

envolvidas em resposta a condições ambientais severas e interação com microrganismos na 

rizosfera são características que podem apoiar o estabelecimento da D. apurensis e de outras 

espécies nativas na revegetação de áreas mineradas em reabilitação. 
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4. CAPÍTULO II: PROTEÔMICA EM RAÍZES DE Mimosa acutistipula FORNECE 

INFORMAÇÕES SOBRE MECANISMOS DE RESPOSTA A ESTRESSE EM 

PLANTAS CRESCIDAS EM MINAS DE FERRO NA AMAZÔNIA ORIENTAL 

 

RESUMO 

Mimosa acutistipula é endêmica do Brasil e cresce em afloramentos ferruginosos, 

conhecidos como canga, na Serra dos Carajás, Amazônia oriental, onde está localizado um dos 

maiores depósitos de minério de ferro do mundo. As plantas que se desenvolvem nesses 

ecossistemas estão sujeitas às condições ambientais severas e devem apresentar mecanismos 

adaptativos para crescerem e prosperarem. Mimosa acutistipula é uma das espécies nativas de 

canga utilizadas para restaurar a biodiversidade em áreas mineradas em reabilitação. 

Compreender os mecanismos moleculares envolvidos na adaptação em canga é essencial para 

deduzir a capacidade de adaptação dessas espécies diante de possíveis fatores estressantes em 

áreas mineradas em reabilitação ao longo do tempo. Neste estudo, os perfis proteômicos 

radiculares de plantas de Mimosa acutistipula crescidas em um ecossistema de canga nativo e 

em áreas mineradas em reabilitação foram comparados para identificar proteínas essenciais 

envolvidas na adaptação desta espécie em seu ambiente nativo e que devem favorecer seu 

estabelecimento em áreas mineradas. Os resultados mostraram que 436 proteínas com valores 

significativos (p < 0,05) e “fold change” ≥ 2 foram mais abundantes em raízes de plantas de 

canga e 145 mais abundantes nas raízes de plantas de áreas em reabilitação. Dentre elas, uma 

quantidade e diversidade representativa de proteínas foram relacionadas às respostas ao déficit 

hídrico, ao calor e às respostas aos íons metálicos. Outras proteínas identificadas estão 

envolvidas na atividade de biocontrole contra fitopatógenos e simbiose. Esta pesquisa fornece 

conhecimento sobre proteínas envolvidas em respostas da Mimosa acutistipula aos estímulos 

ambientais, sugerindo mecanismos críticos para apoiar o estabelecimento de plantas nativas de 

canga em áreas mineradas em reabilitação ao longo do tempo. 

 

Palavras-chave: canga, reabilitação de áreas mineradas, proteômica de plantas, simbiose, 

estresse abiótico 
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ABSTRACT 

Mimosa acutistipula is endemic to Brazil and grows in ferruginous outcrops, known as 

canga, in Serra dos Carajás, eastern Amazon, where one of the largest iron ore deposits in the 

world is located. Plants that develop in these ecosystems are subject to severe environmental 

conditions and must have adaptive mechanisms to grow and thrive in cangas. Mimosa 

acutistipula is one of the native canga species used to restore biodiversity in post-mining areas. 

Understanding the molecular mechanisms involved in adaptation in canga is essential to deduce 

the ability of these species to adapt to possible stressors in rehabilitating minelands over time. 

In this study, the root proteomic profiles of Mimosa acutistipula grown in a native canga 

ecosystem and rehabilitating minelands were compared to identify essential proteins involved 

in the adaptation of this species in its native environment and that should enable its 

establishment  in rehabilitating minelands. The results showed that 436 proteins with significant 

values (p < 0.05) and fold change ≥ 2 were more abundant in canga and 145 in plant roots from 

the rehabilitating minelands. Among them, a representative amount and diversity of proteins 

were related to responses to water deficit, heat and responses to metal ions. Other identified 

proteins are involved in biocontrol activity against phytopathogens and symbiosis. This 

research provides insights into proteins involved in Mimosa acutistipula responses to 

environmental stimuli, suggesting critical mechanisms to support the establishment of native 

canga plants in rehabilitating minelands over time. 

 

Keywords: canga, rehabilitating minelands, plant proteomics, symbiosis, abiotic Stress  
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INTRODUÇÃO 

A mineração de ferro na Amazônia oriental ocorre em um dos “hotspots” de 

biodiversidade mais significativos do mundo, onde está localizada a Província Mineral de 

Carajás (dos Santos e Milanez, 2015). As jazidas de minério de ferro da Província Mineral de 

Carajás estão localizadas em savanas ferríferas, conhecidas como cangas (Jacobi et al., 2007; 

dos Santos e Milanez, 2015), onde a extração de minério de ferro ocorre principalmente em 

minas a céu aberto, transformando paisagens e alterando propriedades físicas, químicas e 

biológicas do solo (Gastauer et al., 2018; Feng et al., 2019; Ribeiro et al., 2022). Essas 

mudanças sublinham a perda de serviços ecológicos que afetam a biodiversidade e a 

sustentabilidade das áreas nativas (Marques et al., 2011). Nesse contexto, a reabilitação de áreas 

mineradas é necessária para reduzir a perda de biodiversidade (Gastauer et al., 2021). 

Estratégias de reabilitação de áreas mineradas foram estabelecidas com foco na triagem e 

uso de plantas nativas com capacidade de se adaptarem a esses ecossistemas (Jacobi et al., 2007; 

Skirycz et al., 2014; Nunes et al., 2015; Giannini et al., 2017). Mimosa acustitipula var. ferrea 

Barneby (Fabaceae) é considerada uma das espécies nativas com alto desempenho na 

reabilitação de áreas mineradas (Silva et al., 2018; Ramos et al., 2019b; Carvalho et al., 2021) 

devido a sua disponibilidade de sementes, altas taxas de germinação, eficiência no uso de 

nutrientes e interações não específicas com microrganismos do solo (Silva et al., 2018; Costa 

et al., 2021). No entanto, pouco se sabe sobre os mecanismos moleculares adaptativos 

desenvolvidos por esta espécie ao longo de sua história evolutiva que suportam o seu 

crescimento nesses ecossistemas ou mesmo em ambientes nativos. 

Nos últimos anos, a proteômica se tornou uma ferramenta poderosa para estudar processos 

ambientais, incluindo controle biológico, tolerância aos estresses abióticos, doenças de plantas, 

metabolismo de fitohormônios e promoção do crescimento (Berka et al., 2020; Mattarozzi et 

al., 2020; Wang et al., 2020). Estudos recentes demonstraram que a proteômica pode ser uma 

ferramenta valiosa para explorar o metabolismo de espécies florestais que crescem em 

ecossistemas severos (Herrera et al., 2018; Nascimento et al., 2022). Através desta ferramenta 

é possível identificar proteínas críticas envolvidas nas respostas aos estresses ambientais e que 

devem contribuir para o estabelecimento de plantas em canga. Em posse dessas informações, 

podem ser deduzidas as capacidades de adaptações dessas espécies diante de possíveis fatores 

estressantes em áreas mineradas em reabilitação. Assim, este estudo visa identificar proteínas 

críticas nas respostas aos estresses ambientais apresentadas em altos níveis nas raízes de M. 
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acutistipula crescidas em canga e que podem apoiar o estabelecimento desta espécie em áreas 

mineradas em reabilitação. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

AMOSTRAGEM DAS RAÍZES E ISOLAMENTO DE PROTEÍNAS 

Raízes de plantas de Mimosa acutistipula foram amostradas de canga arbustiva nativa 

livre de atividade antrópica e distante das zonas em mineração (60° 00’ 41.0” S 50º 17’ 45.0” 

W) e de pilhas de estéril de uma área minerada em reabilitação (60º 20’ 32.0” S 50º 07’ 04.0” 

W) na Serra dos Carajás, Pará, Brasil. O programa de reabilitação da área de mineração teve 

início em 2014, onde as sementes nativas foram dispersadas com hidrossemeadura contendo 

adubação NPK (04-14-08) e matéria orgânica.  Raízes (profundidade de 5 a 30 cm) de quatro 

indivíduos diferentes foram coletadas, mantidas em tampão fenol/SDS frio e transportadas para 

o laboratório. 

As raízes de cada planta (3g de cada) foram submetidas a um protocolo padrão de extração 

de proteínas de tecidos vegetais (Wang et al., 2006), com modificações (Nascimento et al. 

2018). O material foi macerado em nitrogênio líquido. Em seguida, 10 ml de um tampão 

contendo 1,5 M de sacarose, 1,5 M de tris-HCL pH 8, 10% de dodecil sulfato de sódio (SDS), 

100 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF), polivinilpolipirrolidona (PVPP), água 

ultrapura, 100 μL de inibidor de proteases (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 500 μL de 

β-mercaptoetanol foram adicionados a cada amostra. As amostras foram então sonicadas cinco 

vezes por 30 segundos em temperatura ambiente. Os extratos foram divididos em dez 

microtubos e foram adicionados 700 μl de fenol por microtubo, seguido por agitação no vórtex 

por 15 minutos e centrifugadas por 8 minutos a 14.000 rpm para permitir a separação das fases 

fenólicas. A fase fenólica foi transferida para um novo microtubo e repetida para eliminar 

qualquer fase aquosa ou resíduo de SDS. Foram adicionados 1,3 ml de acetato de amônio 100 

mM a cada microtubo e as proteínas foram precipitadas por 24 horas a -80 ºC. As amostras 

foram centrifugadas a 14.000 rpm por 8 min, e os sobrenadantes foram descartados. Os 

precipitados foram transferidos para novos microtubos e lavados com acetona 80% por quatro 

vezes. A última etapa de lavagem foi realizada com etanol 70% e secos em um concentrador a 
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temperatura ambiente por 7 min. Por fim, os extratos foram solubilizados em 200 μL de 

RapiGest 0,2% (Waters, Milford, MA, EUA). 

Foram digeridas 50 µg de proteínas de cada amostra. A preparação para digestão foi 

realizada com a adição de RapiGest (0,1%) (Waters, Milford, MA, USA) na proporção de 1:1, 

seguida pela adição de ditiotreitol (DTT, 5 mM), por 25 minutos à 56 °C, e iodoacetamida 

(IAA, 14 mM) por 30 minutos à temperatura ambiente. Uma nova adição de DTT (5 mM) foi 

realizada, aguardando-se mais 15 minutos de incubação à temperatura ambiente, seguido pela 

adição de CaCl2 (1 mM). O tratamento com tripsina (Trypsin Gold, Mass Spectrometry Grade 

V5280, Promega, Madison, WI) à 20 ng μL-1 foi realizado por 20 horas à 37 ºC. Foi adicionado 

ácido trifluoracético (TFA) na concentração final de 0,4% do volume da amostra a fim de parar 

a reação da tripsina. Após esses procedimentos, o pH das amostras foi elevado para 10, 

utilizando-se hidróxido de amônio (NH4OH).  

 

 

IDENTIFICAÇÃO DE PROTEÍNAS E ANÁLISE DOS DADOS 

A identificação e quantificação das proteínas foram realizadas em sistema “Waters Xevo 

TQ MS with Acquity UHPLC”. Cinco microgramas dos peptídeos de cada amostra foram 

analisados em cinco réplicas analíticas. A primeira dimensão usou uma coluna de 

aprisionamento XBridge BEH130 C18 de 5 μm (300 μm x 50 mm) e Symmetry C18 5 μm (180 

μm x 20 mm) a uma taxa de fluxo de 2000 μL min−1. A segunda dimensão usou uma coluna 

analítica de 1,7 μm BEH130 C18 1,8 μm (100 μm x 100 mm), a uma taxa de fluxo de 400 μL 

min−1. As amostras foram separadas em cinco frações com gradiente de 10.8, 14.0, 16.7, 20.4 

e 65,0% de acetonitrila. A aquisição variou de 50 a 2.000 Da. 

Os dados foram processados no software Progenesis QI (Waters) para identificação e 

quantificação, utilizando o banco de dados Viridiplantae do UniProt (UniProtKB/swiss-prot, 

uniprot.org). A identificação de proteínas foi aceita se a probabilidade de identificação de 

peptídeos fosse maior que 90% e a de proteínas com 95%. Os níveis de significância das 

abundâncias diferenciais de proteínas foram determinados pela aplicação do teste ANOVA 

considerando p < 0,05.  

As proteínas com a abundância diferencial de raízes de M. acutistipula de canga e de área 

em reabilitação com p < 0,05 e “fold change” (FC) ≥ 2 foram comparadas usando uma análise 

de componentes principais (PCA) no software R v3.6.3 (R Core Team 2018; https://www.R-
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project.org), com os pacotes FactoMineR, Factoshiny e Factoextra. “Heatmaps” também foram 

desenvolvidos com os valores de intensidades dessas proteínas utilizando o software R v.3.6.3 

(pacote pheatmap v.1.0.12, ggplot2 v.3.3.5, colorspace 2.0-2 e grid 4.0.4). Análises de Gene 

Ontology foram realizadas no OmicsBox v1.2.4 (bioBam) com banco de dados do Uniprot 

(UniProtKB/swiss-prot, uniprot.org). A análise de enriquecimento da via da Enciclopédia 

Kyoto de Gene e Genoma (KEGG) foi realizada no KOBAS v3.0. (Mao et al., 2005) 

(kobas.cbi.pku.edu.cn) utilizando o banco de dados da Arabidopsis thaliana. O gráfico para 

visualização das vias enriquecidas foi desenvolvido no R v.3.6.3 com os pacotes pheatmap 

v.1.0.12, ggplot2 v.3.3.5, colorspace 2.0-2 e grid 4.0.4.  

 

RESULTADOS 

Foram identificadas 3.231 proteínas nas raízes de M. acutistipula (Tabela Suplementar 1), 

sendo 2.530 mais abundantes nas raízes de plantas da canga e 701 mais abundantes nas raízes 

de plantas de área minerada em reabilitação (RM) (Figura 1A). Após aplicar o filtro 

considerando p < 0,05 e FC ≥ 2, um total de 436 proteínas com abundâncias diferenciais foram 

significativas nas plantas de canga e 145 nas plantas de RM (Figura 1B, Tabela Suplementar 

1). Todas as proteínas com abundâncias significativas foram identificadas em amostras de 

ambos os ambientes. Para verificar se os proteomas exercem influências nas amostras dos 

diferentes ambientes, foi realizada uma PCA, onde pode ser observada a separação das amostras 

dos diferentes ambientes (Figura 1C). O resultado da PCA sugere que, mesmo essas proteínas 

estando presentes nas amostras dos dois ambientes, a diferença de abundância pode estar sendo 

influenciada pelas características das áreas onde as plantas foram crescidas. Amostras de canga 

formaram um grupo mais aproximado, enquanto as amostras de RM apresentaram maior 

afastamento entre si. 
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Figura 1 – Quantidade de proteínas diferencialmente abundantes e PCA dos proteomas de raízes de M. acutistipula 

amostradas em canga e em área minerada em reabilitação (RM). A) Total de proteínas mais abundantes nas raízes 

de cada ambiente. B) Proteínas mais abundantes nas raízes de plantas de cada ambiente considerando p < 0,05 e 

“fold change” ≥ 2. C) PCA de proteínas mais abundantes em cada ambiente com valor de p < 0,05 e “fold change” 

≥ 2 comparando réplicas de raízes de RM (RM1. 1, RM1.2, RM2.1, RM2.2, RM3.1, RM3.2, RM4.1 e RM4.2) e 

canga (C1.1, C1.2, C2.1, C2.2, C3.1, C3.2, C4.1 e C4.2). As proteínas utilizadas nas análises são apresentadas na 

Tabela Suplementar 1. 

 

As proteínas mais abundantes identificadas nas raízes das plantas de RM foram atribuídas 

a 48 categorias de processos biológicos, enquanto as proteínas das plantas de canga foram 

atribuídas a 37 categorias (Figura 2A), em ambas incluindo proteínas envolvidas em respostas 

aos estímulos abióticos e bióticos. A pesar da identificação de categorias exclusivas em plantas 

de RM, as proteínas atribuídas a esses processos também foram incluídas em outros termos 

comuns às plantas de ambos os ambientes. Portanto não foram constituídas de proteínas 

exclusivas em plantas de RM.  

Dentre os processos em que as proteínas envolvidas nas respostas aos estímulos abióticos 

foram atribuídas, destacam-se as de respostas a privação de água, a temperatura (calor e frio), 

ao estresse salino e aos íons metálicos (Figura 2B). Proteínas envolvidas nas respostas aos 

estímulos bióticos foram atribuídas às respostas aos vírus, as bactérias e aos fungos, incluindo 

processos biológicos envolvidos em associações com simbiontes (Figura 2C). As análises de 

enriquecimento mostraram que proteínas envolvidas na biossíntese de metabólitos secundários 
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compõem uma das categorias mais representativas, onde foram incluídas proteínas críticas nas 

respostas aos estímulos abióticos e bióticos em plantas de ambos os ambientes (Figura 1D). 

 

 

Figura 2 - Anotação de Gene Ontology (GO) e análise de enriquecimento das vias de proteínas com abundâncias 

diferenciais em M. acutistipula amostradas de RM e canga. A) Anotação mostrando os termos GO nas categorias 

de Processos Biológicos de proteínas mais abundantes em plantas de RM e de canga. B) Subgráfico do termo 

Resposta ao estímulo abiótico. C) Subgráfico do termo Resposta ao estímulo biótico. D) Análise da Enciclopédia 

Kyoto de Genes e Genomas (KEGG) das proteínas mais abundantes em raízes de plantas de RM e de canga nas 

categorias de Processos Biológicos.  

 

“Heatmaps” foram desenvolvidos com as proteínas mais representativas de resposta aos 

estímulos abióticos (Figura 3) e bióticos (Figura 4), considerando também possíveis influências 

das características dos ambientes. Os agrupamentos hierárquicos separaram em dois grupos 

bem definidos as proteínas mais abundantes em raízes de plantas de canga ou de RM de acordo 
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com os padrões de intensidades das proteínas identificadas em cada uma (Eixo vertical). A 

maioria das réplicas das amostras de plantas de RM e de canga também foram agrupadas 

separadamente pelas suas semelhanças nos valores de intensidade das proteínas (Eixo 

horizontal). 

 

Figura 3 - Agrupamento hierárquico de proteínas diferencialmente abundantes relacionadas aos estímulos abióticos 

identificadas nas raízes de M. acutistipula amostradas de RM (RM1.1, RM1.2, RM2.1, RM2.2, RM3.1, RM3.2, 

RM4.1 e RM4.2) e de canga (C1.1, C1.2, C2.1, C2.2, C3.1, C3.2, C4.1 e C4.2). A) “Water deprivation”. B) 

“Response to heat”. C) “Response to salt stress”. D) “Response to metal ion”. As cores vermelha e azul 
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representam os valores de maior e menor intensidade, respectivamente. Os números de acessos representam as 

proteínas utilizadas para as análises e podem ser visualizadas na Tabela Suplementar 1. 

 

 

Figura 4 - Agrupamento hierárquico de proteínas diferencialmente abundantes relacionadas aos estímulos bióticos 

identificadas nas raízes de M. acutistipula amostradas de RM (RM1.1, RM1.2, RM2.1, RM2.2, RM3.1, RM3.2, 

RM4.1 e RM4.2) e de canga (C1.1, C1.2, C2.1, C2.2, C3.1, C3.2, C4.1 e C4.2). A) “Response to fungus”. B) 

“Response to bacterium”. C) “Interaction with symbiont”. As cores vermelha e azul representam os valores de 

maior e menor intensidade, respectivamente. Os números de acessos representam as proteínas utilizadas para as 

análises e podem ser visualizadas na Tabela Suplementar 1. 

 

Nos “heatmaps” das figuras 3 e 4 pode ser observado, portanto, que as proteínas em 

destaque relacionadas às respostas ao déficit hídrico (Figura 3A), ao calor (Figura 3B), ao 

estresse salino (Figura 3C) e aos íons metálicos, bem como as atribuídas às respostas aos fungos 

(Figura 4A), as bactérias (Figura 4B) e simbiontes (Figura 4C), foram identificadas em plantas 

de ambos os ambientes, sendo mais abundantes em plantas de canga. Resposta aos íons 

metálicos (Figura 3D) representa o único grupo em que todas as proteínas em destaque foram 

mais abundantes em plantas de canga. 
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DISCUSSÃO 

Os resultados obtidos pelas PCAs dos proteomas da M. acutistipula sugerem que a 

abundância diferencial de proteínas pode, de fato, está sendo induzida pelos ambientes onde as 

plantas cresceram. Amostras de canga foram mais agrupadas, enquanto os maiores 

distanciamentos entre as amostras de plantas de RM indicam maior heterogeneidade das plantas 

crescidas nessas áreas. Este mesmo padrão foi observado em estudo do proteoma de D. 

apurensis crescidas em canga e RM (Nascimento et al., 2022). No entanto, ainda não se tem 

conhecimento sobre outros fatores como as diferenças nas variabilidades genotípicas dessas 

populações entre plantas de RM e de canga, que podem ser determinantes nos padrões 

observados.  

Os maiores níveis de proteínas relacionadas aos estresses abióticos em plantas de canga 

estão relacionados aos fatores estressantes relatados nesse ambiente. Além da baixa 

disponibilidade de nutrientes, acidez do solo e alta concentração de metais, especialmente o 

ferro (Pinto et al., 2018; Ramos et al., 2019b), há também relatos de altas temperaturas e baixa 

capacidade de retenção de água no solo como fatores limitantes em ambientes de canga (Jacobi 

et al., 2007; Vincent e Meguro, 2008; Oliveira et al., 2009; Skirycz et al., 2014; Nunes et al. 

2015; Giannini et al., 2017; Silva et al., 2018). Após a extração do minério de ferro, as áreas de 

mineração são caracterizadas pela remoção da cobertura vegetal e camadas do solo (Gastauer 

et al., 2018; Ribeiro et al., 2022). Os solos desses ambientes passam a apresentar baixo teor de 

nutrientes e matéria orgânica, além de estarem expostos ao ressecamento (Zaapi et al., 2018). 

Por outro lado, antes da etapa de revegetação, os solos passam por processos de adequações 

física e química (Zappi et al., 2018). Essas adequações podem tornar ambientes de RM menos 

desafiadores que canga, exigindo menos da maquinaria envolvida nas respostas das plantas aos 

estressores. 

As proteínas identificadas neste estudo forneceram novas evidências a nível molecular 

sobre os mecanismos adaptativos de espécies nativas para sua adaptação em ecossistemas de 

canga. Destacam-se aqui as proteínas que foram significativamente abundantes, especialmente 

aquelas atribuídas ao déficit hídrico, ao calor, à resposta aos íons metálicos e às associações 

com microrganismos do solo. Essas proteínas estão entre as mais representativas principalmente 

em plantas de canga, indicando que este ambiente é o mais severo. Além de essas proteínas 

estarem envolvidas no bom desenvolvimento desta espécie em ambientes estressantes, os 

resultados também sugerem uma relação com os efeitos das mudanças no ecossistema de RM, 



 

52 

 

que interferem nas propriedades biológicas do sistema radicular e no crescimento médio das 

plantas. A longo prazo, esse conjunto de proteínas pode contribuir para o estabelecimento da 

M. acustitipula em RM, mesmo diante de eventos estressantes no ecossistema em 

desenvolvimento. 

As proteínas de respostas aos estímulos bióticos apresentam funções relacionadas à 

atividade de biocontrole contra fitopatógenos e simbiose. Um estudo recente caracterizou o 

perfil proteico e as interações simbióticas que permitem o crescimento da Dioclea apurensis 

em canga e em áreas mineradas em reabilitação na Serra dos Carajás, mostrando que as 

proteínas envolvidas nas respostas aos estresses abióticos como déficit hídrico, privação de 

fósforo e excesso de metais pesados, além de proteínas envolvidas em associações simbióticas, 

estão no centro das respostas metabólicas evoluídas nesta espécie em ambientes de canga 

(Nascimento et al., 2022). Neste mesmo estudo observaram que a D. apurensis estabelece 

interações não específicas com microrganismos do solo em canga e em RM. Em estudo recente 

Costa et al. (2021) mostraram que a M. acutistipula também estabelece interações não 

específicas com microrganismos do solo, incluindo táxons benéficos, como bactérias fixadoras 

de nitrogênio, fungos micorrízicos e outros endófitos benéficos, tanto em canga quanto em RM. 

Essas características parecem conservadas em M. acutistipula e D. apurensis. Assim, os perfis 

proteicos sugerem que esses mecanismos são críticos e refletem na capacidade de crescimento 

e estabelecimento da M. acutistipula em canga e podem apoiar seu estabelecimento em áreas 

mineradas em reabilitação. 

 

PROTEÍNAS RELACIONADAS AOS ESTÍMULOS ABIÓTICOS 

Além de enzimas, nos proteomas foram identificados diversos fatores de transcrição. 

Entre elas, a “sensitive to proton rhizotoxicity 1” (também conhecida como STOP1), uma 

proteína dedo de zinco que desempenha papel crítico na tolerância das plantas diante de fatores 

estressantes em solos ácidos (Sadhukhan et al., 2021). Outros fatores de transcrição 

identificados como a “dehydration-responsive element-binding protein 2” integra uma família 

de proteínas conhecidas por conferir tolerância aos estresses abióticos, como o estresse salino, 

déficit hídrico e calor (Tiwari et al., 2012). Embora os maiores níveis de fatores de transcrição 

ocorram em plantas de canga, a presença dessas moléculas também em plantas de RM sugere a 
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importância para a adaptação da espécie nos dois ambientes em decorrência de possíveis 

estresses ambientais.  

As proteínas envolvidas na sinalização de Ca2+ e do ácido abscísico (ABA) estão entre as 

mais representativas das atribuídas aos estresses abióticos, especialmente à alta salinidade, calor 

e déficit hídrico. Esses resultados ajudam a entender a importância da integração das vias de 

sinalização de Ca2+ e ABA para as adaptações de espécies como a M. acutistipula a ambientes 

estressantes. Essas proteínas também foram identificadas em plantas crescidas em ambos os 

ambientes, com maiores níveis em plantas de canga. 

Para reconhecer e responder a diferentes mudanças ambientais, as plantas utilizam 

sensores que atuam no reconhecimento de estímulos, que permitem que as plantas respondam 

a múltiplas pressões externas simultaneamente, regulando genes e fatores de transcrição 

envolvidos na biossíntese de proteínas e metabólitos. Nas plantas, as proteínas quinases 

dependentes de cálcio (CDPKs ou CPKs) são os principais sensores primários de Ca2+ que 

decodificam e transmitem informações complexas para a transdução de sinais e desencadeiam 

respostas aos estressores externos (Brandt et al., 2015; Atif et al., 2019; Delormel e Boudsocq, 

2019). Entre as proteínas envolvidas na decodificação de sinal dependente de Ca2+ identificadas 

neste estudo também estão calmodulinas (CaMs), “CaM-like proteins”, “Calcineurin-like 

proteins” (CBLs) e “CBL-interacting protein kinases” (CIPKs) (Farkas et al., 2007; Kim, 2013; 

Tang et al. 2020; Plasencia et al.,2021).   

As proteínas CPK5, CPK7, CPK26 e CPK33 estão entre as envolvidas na sinalização 

dependente de Ca2+ com maiores níveis em plantas de canga. Estudos que mostram as 

funcionalidades dessas proteínas sugerem que a CPK7 atua na mediação das redes de 

sinalização para regular a expressão gênica (incluindo a subfamília ABF de fatores de 

transcrição bZIP) durante o déficit hídrico e o estresse salino (Geng et al., 2011; Li et al., 2015; 

Delormel e Boudsocq, 2019). CPK5 é um regulador positivo do fechamento estomático 

induzido por ABA, regulando os fatores de transcrição e canais iônicos (Brandt et al., 2015; 

Atif et al., 2019). A CPK26 contribui para a tolerância ao estresse salino e provavelmente ao 

déficit hídrico (Dubrovina e Kiselev, 2019; Acharya et al., 2022), estando envolvida no 

“crosstalk” entre a resposta do peróxido de hidrogênio (H2O2) e a sinalização do ABA para a 

ativação de fatores de transcrição de genes responsivos a esses estresses. A CPK33 também 

está envolvida na regulação do fechamento estomático mediado por ABA (Li et al., 2016; Chen 

et al., 2017). 
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 “ABA receptor pyrabactin resistance” (PYL12), “ABC transporter G family member 

51”, “abscisic acid 8'-hydroxylase 1” e “probable protein phosphatase 2C 43” (PP2C) foram 

mais abundantes em plantas de canga e estão envolvidas na principal via de sinalização do ABA 

(Hou et al., 2016; Jung et al., 2020). A “ABC transporter G family member 51”, é membro da 

família de transportadores de cassete de ligação de ATP (ABC), associada ao transporte de 

ABA (Goodger e Schachtman, 2010; Jarzyniak e Jasiński, 2014). Já a “abscisic acid 8'-

hydroxylase 1” está envolvida em uma das principais vias catabólicas para o controle do 

conteúdo de ABA (Liu et al., 2014). Em plantas de RM, a “abscisic stress-ripening protein 5”, 

e “probable protein phosphatase 2C 77” foram mais abundantes. 

As proteínas PP2Cs medeiam a via de sinalização do ABA por “feedback” negativo ao 

desfosforilar proteínas envolvidas na ativação de fatores de transcrição dos genes responsivos 

ao ABA (Hou et al., 2016; Jung et al., 2020). As PP2Cs também regulam negativamente por 

desfosforilação do SLAC1, um canal iônico vital nas células-guarda que regula o fechamento 

estomático (Vahisalu et al., 2008; Brandt et al., 2015). Portanto, as funcionalidades das 

proteínas envolvidas na sinalização e catabolismo do ABA são essenciais para a eficácia no 

processo de abertura e fechamento estomático necessário para regular o conteúdo de CO2
 e água 

nas células (Goodger e Schachtman, 2010; Brandt et al., 2015), contribuindo para maior 

tolerância aos eventos de seca relatados principalmente em canga. 

As plantas de canga também apresentaram níveis mais elevados de “dehydrin” RAB16C, 

que estão incluídas em um grupo de proteínas abundantes na embriogênese tardia, envolvidas 

no crescimento, desenvolvimento e resposta aos estresses em plantas, especialmente ao déficit 

hídrico (Sena et al., 2018; Sun et al., 2021). A rede reguladora da expressão do gene da 

“dehydrin” envolve as vias de transdução de sinais do ABA, incluindo PYLs, PP2Cs e BZIPs, 

bem como as CaMs, CDPKs, CBLs e CMLs, das vias de transdução de sinais dependente de 

Ca2+ (Sena et al., 2018). Este resultado sugere a “dehydrin” como uma das proteínas críticas na 

adaptação de M. acutistipula a eventos de seca. 

Os “ethylene response factors” (ERFs) também apresentaram níveis mais elevados nas 

plantas de canga (ERF4, ERF114 e RAP2-9). Este grupo de proteínas regula genes envolvidos 

em processos biológicos como crescimento, desenvolvimento e resposta aos estresses como o 

déficit hídrico, calor e estresse salino na presença do etileno (Chen et al., 2021). Além disso, 

um subconjunto de ERFs reconhece o “dehydration-responsive element”, por uma sequência 

conservada em genes responsivos a esses estresses (Tiwari e Belachew, 2012; Chen et al., 

2021). Em acordo com esses estudos, uma “dehydration-responsive element-binding protein 
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2B” também foram atribuídas ao déficit hídrico, ao calor e ao estresse salino. O etileno também 

interage de forma antagônica com o ABA, onde um influencia na biossíntese e nas vias de 

sinalização do outro em resposta aos estresses abióticos. Um dos principais resultados dessa 

interação é o controle da divisão e diferenciação celular nas raízes. Nas folhas, essa interação é 

essencial na regulação do movimento estomático para o equilíbrio durante o estresse osmótico 

(Chen et al., 2021).  

Neste estudo também foram identificados a “auxin response factor 15” e a “auxin-

responsive protein IAA27” com níveis mais elevados em plantas de canga. Essas proteínas 

participam das vias de sinalização das auxinas em respostas positivas aos estresses ambientais 

(Salehin et al., 2019; Zhang et al., 2020). 

No presente estudo, resposta aos íons metálicos representa o único grupo em que todas as 

proteínas em destaque (considerando p < 0.05 e FC ≥ 2) foram mais abundantes em plantas de 

canga. Entre elas estão a “heavy metal-associated isoprenylated plant protein 21” (HIPP) e a 

“ferritin 2” (FER), cloroplastidial. HIPPs e FER são umas das proteínas mais estudadas por suas 

funções na homeostase e detoxificação de metais pesados em plantas. HIPPs pertencem a um 

grupo de metalochaperonas de ligação a metais (Abreu-Neto et al., 2013). Apesar das HIPPs 

estarem envolvidas na tolerância a estresses bióticos, como defesa a ataque de patógenos, e 

abióticos, como estresse salino e déficit hídrico (Rono et al., 2022), os esforços para caracterizar 

suas funcionalidades estão concentrados principalmente em seu papel na homeostase e 

detoxificação de plantas estressadas pelo excesso de metais pesados. As HIPPs são encontradas 

apenas em plantas vasculares, atuando como proteínas-chave para o transporte seguro de íons 

metálicos dentro da célula, a fim de evitar reações deletérias com outros elementos celulares 

(Abreu-Neto et al., 2013; Singh et al., 2015; Rono et al., 2022). Já a FER representa uma das 

principais proteínas envolvida na homeostase de ferro livre em plantas ao realizar o sequestro 

citoplasmático de alta quantidade de ferro solúvel (Stein et al., 2009; Shevyakova et al., 2011), 

transportando e acumulando o seu excesso nos vacúolos de forma segura e biodisponível. 

Uma das principais causas da toxicidade por excesso de metais é o deslocamento de 

metais essenciais em biomoléculas-chave (Daghino et al., 2016). Para sobreviver, as plantas 

precisam desenvolver estratégias a fim de impedir a absorção pelas raízes e reduzir o transporte 

de longa distância dos íons metálicos (Singh et al., 2015; Li et al., 2020). Os solos de cangas 

são zonas onde se espera que o ferro e resíduos de outros metais disponíveis nos substratos 

causem danos às plantas estabelecidas nestes locais (Zappi et al., 2018; Guedes et al., 2021; 
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Gastauer et al., 2022; Ramos et al., 2022), sugerindo que essas sejam as principais causas dos 

maiores níveis dessas proteínas em plantas de canga.  

 

PROTEÍNAS ENVOLVIDAS EM INTERAÇÕES COM MICRORGANISMOS 

Diversas proteínas relacionadas às interações com microrganismos apresentaram níveis 

mais elevados nas plantas de canga. Por outro lado, essas proteínas também foram identificadas 

nas raízes de M. acutistipula de RM. Entre elas, proteínas críticas com papéis relatados na 

atividade de biocontrole contra espécies fitopatogênicas, incluindo “endochitinases” 

(Kasprzewska, 2003), “farnesene synthase” (Souleyre et al., 2019), “pectinesterase inhibitor” 

(Sattayachiti et al., 2020), “heat shock proteins” (Berka et al., 2022) e “chitin elicitor receptor” 

(Gong et al., 2020). Isso está diretamente relacionado à complexidade dos ambientes de canga 

nativa e à diversidade microbiana em áreas mineradas em reabilitação, que apresenta 

comunidade microbiana modificada (Costa et al., 2021; Nascimento et al., 2022).  

Foram também identificadas proteínas com papéis no estabelecimento da simbiose. Este 

grupo de proteínas inclui “LysM receptor kinases” (Gough et al., 2018), “chitin receptor 

kinases” (Miyata et al., 2014), “heat shock proteins” (Askari-Khorasgani e Pessarakli, 2019) e 

“subtilisin-like protease” (Takeda et al., 2009). A simbiose com táxons microbianos benéficos 

como os de fungos micorrízicos arbusculares e bactérias fixadoras de nitrogênio é a mais 

estudada na fitorremediação microbiana em solos metalíferos (Al-Garni, 2006; Ma et al., 2019) 

como os de cangas amazônicas, sendo descrita como essencial para melhorar o estabelecimento 

de plantas em áreas mineradas (Fernandes et al., 2018; Moreira-Grez et al., 2019; Costa et al., 

2021; Nascimento et al., 2022). Portanto, a abundância de proteínas envolvidas na resposta à 

infecção por microrganismos juntamente com aquelas que reforçam a simbiose ativa pode estar 

envolvida na adaptação da M. acutistipula em canga e apoia o seu estabelecimento em RM. 

 

CONCLUSÕES 

Os perfis proteicos mostraram que M. acutistipula crescendo em canga nativa possui um 

conjunto de proteínas para lidar com estresses abióticos como déficit hídrico, calor e excesso 

de metais pesados. Proteínas envolvidas na atividade de biocontrole e simbiose sugerem que 

esses mecanismos também são críticos para adaptação da espécie em canga. Os mecanismos 



 

57 

 

moleculares que permitem que se adapte às severidades de seu ambiente nativo fazem da M. 

acutistipula forte candidata para suportar condições desafiadoras que podem ocorrer em áreas 

mineradas em reabilitação ao longo do tempo. Assim, este estudo mostrou a importância das 

adaptações metabólicas adquiridas no ecossistema de canga, que podem explicar o motivo da 

M. acutistipula ser uma das espécies nativas mais promissoras utilizadas em programas de 

reabilitação de áreas mineradas na Amazônia oriental. Estudos com experimentos controlados 

devem ser realizados para avaliar a presença de características moleculares específicas que 

possam futuramente ajudar a identificar espécies de plantas nativas de canga a serem utilizadas 

com sucesso na reabilitação de áreas mineradas. 
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Abstract: Dioclea apurensis Kunth is native to ferruginous rocky outcrops (known as canga) in the east-
ern Amazon. Native cangas are considered hotspots of biological diversity and have one of the largest
iron ore deposits in the world. There, D. apurensis can grow in post-mining areas where molecular
mechanisms and rhizospheric interactions with soil microorganisms are expected to contribute to
their establishment in rehabilitating minelands (RM). In this study, we compare the root proteomic
profile and rhizosphere-associated bacterial and fungal communities of D. apurensis growing in canga
and RM to characterize the main mechanisms that allow the growth and establishment in post-mining
areas. The results showed that proteins involved in response to oxidative stress, drought, excess of
iron, and phosphorus deficiency showed higher levels in canga and, therefore, helped explain its high
establishment rates in RM. Rhizospheric selectivity of microorganisms was more evident in canga.
The microbial community structure was mostly different between the two habitats, denoting that
despite having its preferences, D. apurensis can associate with beneficial soil microorganisms without
specificity. Therefore, its good performance in RM can also be improved or attributed to its ability to
cope with beneficial soil-borne microorganisms. Native plants with such adaptations must be used to
enhance the rehabilitation process.

Keywords: abiotic stress; proteomic; rehabilitating minelands; rhizosphere; symbiosis

1. Introduction

Iron ore extraction in the eastern Amazon occurs mainly in ferruginous mountain
outcrops surrounded by rainforests in the Carajás mineral province, covering some of
the largest iron reservoirs of the world [1]. This ecosystem is characterized by a high
plant diversity that forms different phytophysiognomies known as canga [2]. The plant
communities that grow in canga are subjected to adverse environmental conditions such
as intense ultraviolet (UV) radiation, high temperatures (soil and air), which, combined
with constant winds, increase evapotranspiration processes [3]. At the same time, water
acquisition is hampered by poor water-holding capacity influenced by soil composition
and shallow soil formation, which tends to intensify the effects of water deficit [2,3].
Additionally, the oxidic soils from canga are characterized by low availability of soluble
phosphorus (P) caused by high adsorption of P to iron and aluminum oxides [4]. Plants
require several adaptations to grow and colonize such ecosystems. A robust adaptive
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metabolism and symbiotic associations with soil microorganisms can lead to a successful
establishment under these harsh environmental conditions.

Iron mining in Brazil occurs essentially in open-cast mines, including those in the
Carajás mineral province [5]. The areas of iron ore extraction are characterized by the
removal of vegetation and soil, and steep slopes [6]. Recent studies have evaluated different
plants in the rehabilitation of areas affected by iron mining in the Amazon, including the
reintroduction of native species [7]. These species have a crucial role in the success of
mineland rehabilitation, reducing local biodiversity loss and contributing to the progressive
recovery of ecological services associated with canga. Considering that revegetation is a
fundamental technique for the rehabilitation of minelands, there is a need to identify native
species able to cope with the stressful environmental conditions of post-mining areas in
canga and understand the adaptive mechanisms used by such plants [7–9].

Plants from the genus Dioclea (Fabaceae) can grow in nearby mining areas in canga [10].
Considered a metallophyte species, Dioclea apurensis Kunth was listed as one of the most
promising plants for mineland rehabilitation [11]. D. apurensis has been frequently used
for the revegetation of waste piles and open-cast mines in rehabilitating minelands (RM)
projects due to the ease of finding in native canga ecosystems, high seed production, and
rapid growth [12]. However, the molecular mechanisms underlining the establishment of
this species in RM have been scarcely explored.

Symbiosis with soil-borne microorganisms is a crucial step to promote the plant col-
onization of post-mining areas [13,14]. In the rhizosphere (soil section in contact with
the plant roots), several microbial taxa are influenced by the plant metabolism, many
of which have plant growth promoting traits that are useful to improve the plant estab-
lishment and growth under harmful ecosystems such as RM [15,16]. The mechanism by
which the rhizosphere-associated microbial communities support the plant growth include
production of plant growth regulators, improved water acquisition, direct nutrient solubi-
lization, protection against phytopathogens, promotion of abiotic stress tolerance, among
others [17,18]. Therefore, understanding how native plants interact with microorganisms
inhabiting the soil substrate is key to characterize the beneficial symbiosis in rehabilitating
Amazonian cangas.

Despite recognizing the importance of reintroducing native species for mineland
rehabilitation, few studies analyze the protein profile of native plants used in rehabilitation
programs and the interaction with microbiological communities in plants growing in post-
mining areas. The aims of this study were: (i) to analyze the protein profile of D. apurensis
roots from plants growing in RM; and (ii) to identify rhizosphere microorganisms that
contribute to the adaptation of D. apurensis in RM. For this, we compare the protein profiles
and rhizosphere-associated microorganisms from plants growing in canga (their natural
distribution habitat) and from plants growing in the RM.

2. Results
2.1. Physical and Chemical Properties of Canga and Mining Area Soil Substrates

The soil substrates of RM showed a greater proportion of clay, while canga soils showed
higher proportions of sand (Table 1). The soils from canga were more acidic than RM soils
(Table 1). Canga soils showed more organic matter content than soils from RM (Table 1).
Total nitrogen (N) was higher in canga soils, whereas available P was higher in RM soil
substrates (Table 1). The concentrations of metals differs between environments; copper
and iron were higher in canga soils, whereas manganese and zinc were higher in RM soils
(Table 1).
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Table 1. Physical and chemical characteristics of soils associated with Dioclea apurensis growing in
canga and rehabilitating minelands (RM). Soil results are mean ± standard deviation for n = 5.

RM Canga

Clay (g kg−1) 486.7 ± 37.2 287.5 ± 103
Silt (g kg−1) 158.3 ± 40.8 87.5 ± 75

Sand (g kg−1) 355 ± 68.9 625 ± 177
pH H2O 6.1 ± 0.3 4.7 ± 0.6

pH CaCl2 5.3 ± 0.2 4.2 ± 0.3
Available P (mg dm−3) 19.5 ± 15.9 1 ± 0.9

Total N (dag kg−1) 0.1 ± 0.06 0.4 ± 0.3
Organic matter (dag kg−1) 1.4 ± 0.6 7.7 ± 0.9

Na (mg dm−3) 4.7 ± 0.6 11.4 ± 6.2
K (mg dm−3) 22.6 ± 6.8 22.7 ± 6.8
B (mg dm−3) 0.1 ± 0.03 0.2 ± 0.08

Cu (mg dm−3) 0.6 ± 0.3 1.8 ± 0.5
Fe (mg dm−3) 11.3 ± 6.3 372 ± 92
Mn (mg dm−3) 59.7 ± 9.4 2.8 ± 1.5
Zn (mg dm−3) 2.1 ± 1.6 1.4 ± 0.9

2.2. Protein Profiles, Annotation, and Functional Enrichment

A total of 1401 proteins were successfully identified and quantified, with 396 showing
significant differential abundance (p < 0.05) between the roots from both environments
(Dataset S1), being more abundant in roots from canga. Only two proteins were exclusively
detected in the roots from RM, while 19 were identified only in the roots from canga
(Dataset S1). Within the total proteins identified, 291 showed higher levels in roots from
canga, while 105 were showed higher levels in roots from RM. The principal component
analysis (PCA) of the 1401 proteins (Figure 1a) and 396 filtered proteins (Figure 1b) showed
the separation between root samples from canga and roots from RM.

The enrichment analysis showed that the most accumulated proteins in canga act
in 44 main processes, while the most accumulated proteins in RM participate in at least
20 processes (Figure 1c). In the roots from both sampling sites, the most prominent cate-
gories included proteins involved in response to stimuli, mainly related to abiotic stresses,
and proteins involved in growth and reproduction, including proteins involved in carbon
metabolism and biosynthesis of secondary metabolites (Figure 1c). Proteins involved in
these pathways, especially in secondary metabolite biosynthesis, including amino acid
biosynthesis, and carbon metabolism, were more accumulated in canga. Figure S1a,b show
the 40 main biological processes from the functional annotation of the most accumulated
proteins in the roots from canga and RM, respectively.

2.3. Protein–Protein Interactions (PPI)

The analysis of PPI showed 178 proteins with higher levels in the roots from canga
(Figure 2, Dataset S2) and 69 proteins in the roots from RM (Figure 2, Dataset S2). The
enrichment and PPI analysis showed an essential co-occurrence of a large part of the
proteins accumulated in plants of each environment. These proteins were grouped into
three highly interacting protein clusters, with a PPI enrichment p-value of 1 × 10−16 in
canga plants and p-value < 1.4 × 10−6 in RM plants (Figure 2, Dataset S2).
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Figure 1. PCA and enrichment analysis of the proteins with differential abundances in D. apurensis
roots sampled from canga (canga) or in rehabilitating mineland (RM). (a) PCA of 1401 differentially
accumulated proteins comparing five plants from canga with five from RM. (b) PCA of differentially
accumulated and filtered proteins based on p < 0.05 and fold change ≥ 1.5. (c) Enrichment analysis of
the most accumulated proteins in different biological processes. The significantly enriched KEGG
pathways were indicated as dots (FDR corrected p < 0.05, Fisher’s exact test, Benjamini and Hochberg
FDR correction method). The dot sizes represent the number of proteins included in each pathway.
The x-axis represents the ratio of the number of differentially accumulated proteins and the number
of all proteins in the pathway.
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Figure 2. Protein–protein interaction network of the proteins with differential abundances in
D. apurensis in canga (to the left) and RM (to the right) separated into 3 K-means clusters illus-
trated in different colors. The proteins used for analysis are presented in Dataset S2. Gene symbols
were obtained using homologous proteins from the Arabidopsis thaliana database from uniprot.org,
accessed on 10 October 2021. Edges represent protein–protein interactions as described in the figure.
Number of edges between in canga plants: 697. Number of edges between RM plants: 54. Dotted lines
represent edges between clusters. PPI enrichment p-value in canga plants: 1 × 10−16. PPI enrichment
in RM plants: <1.4 × 10−6.

In canga plants, the functional enrichment analysis showed that the cluster in red
includes 63 proteins mainly involved in energy metabolism and secondary metabolite
biosynthesis, including amino acid biosynthesis. The green cluster comprised 69 proteins
related to the cell cycle and response, especially abiotic stresses such as osmotic stress.
The blue cluster contains 46 proteins, mainly including binding proteins such as nucleic
acid binding proteins, structural components of ribosomes, and protein folding. In RM
plants, the red cluster was composed of 19 proteins related to abiotic stimuli, especially
temperature. The cluster in green contains 24 proteins categorized by the functional
enrichment analysis of the term “cellular anatomical entity”, which includes proteins
involved in carbon metabolism and biosynthesis of secondary metabolites. The 26 proteins
included in the blue cluster of plants on RM were categorized mainly into cellular processes
such as gene expression and protein metabolic process (Figure 2, Dataset S2).

2.4. Microbial Diversity

The ITS2 sequencing produced 3,948,832 raw reads across 16 input libraries. After
quality filtering, 2,760,666 amplicon sequences were selected. The number of fungal OTUs
in each sample ranged from 359 to 789 and was on average 563 (Table S1). Canga soils
showed more fungal sequences (1,404,745; comprising 521± 132 OTUs) than RM (1,355,921;
comprising 605 ± 97 OTUs). Additionally, rhizosphere soil samples presented more
sequences (1,531,425; comprising 634 ± 116 OTUs) than the bulk soil samples (1,229,241;
comprising 492 ± 78 OTUs). The Shannon and Simpson diversity indexes of fungal
sequences were higher in RM, with higher values in the bulk soil substrates of RM samples
(Figure 3).
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Figure 3. Alpha diversity (Shannon and Simpson) indices of sequences in rhizospheric and bulk
substrates associated with D. apurensis growing in canga or rehabilitating minelands (RM). (a,b) Indices
of fungal 18S rRNA. (c,d) Indices of bacterial 16S rRNA. canga_B and RM_B, bulk substrate; canga_R
and RM_R, rhizospheric substrate. Different lowercase letters indicate statistical differences (p > 0.05);
ns = not significant).

The 16S sequencing produced 4,208,259 raw reads across 16 input libraries. After
quality filtering, 1,361,859 sequences were considered. The number of bacterial OTUs
ranged from 205 to 996 and was on average 579 (Table S2). The soils from RM showed a
higher number of sequences (769,122; comprising 723 ± 240 OTUs) than canga (592,737;
comprising 435 ± 190 OTUs), whereas more bacterial sequences were detected in the bulk
soils (750,740; comprising 601 ± 366) than in the rhizosphere soils (611,119; comprising
556 ± 76 OTUs). The Shannon and Simpson diversity indexes were higher in the RM
samples, with higher values in the rhizospheric substrate samples (Figure 3).

In canga, the analysis of fungal sequences showed Ascomycota and Basidiomycota as
the most abundant phyla in the rhizosphere and bulk soils (Figures S2 and S3, Table S3).
Glomeromycota was also detected in bulk soil samples (Figures S2 and S3, Table S3).
Regarding bacterial sequences, Acidobacteria, Proteobacteria, and Actinobacteria were the
three most abundant phyla in the rhizosphere and bulk soils (Figures S2 and S3, Table S3).

In RM, the analysis of fungal sequences revealed Asc omycota, Basidiomycota, and
Glomeromycota as the most dominant phyla in the rhizosphere and bulk soil substrate
(Figures S2 and S3, Table S3). Proteobacteria, Acidobacteria, and Actinobacteria were the
more abundant phyla in both the rhizosphere and bulk soil substrates (Figures S2 and S3,
Table S3).

A heatmap based on OTU abundance indicates differences between the structure of
the microbial communities associated with plants in both ecosystems (RM and native canga)
(Figure 4a,c). PCoA and cluster analyses of microbial community structure among the
different samples showed that microbial communities were distinct between RM and native
canga. Microbial communities also differed when comparing rhizospheric and bulk soil
from canga (considering both fungal and bacterial populations) but not in RM (Figure 4b,d).



Plants 2022, 11, 712 7 of 18

Figure 4. Heatmap and principal coordinate analysis for cumulative sum scaling (CSS)-normalized
counts of the fungal 18S rRNA and bacterial 16S rRNA gene sequences obtained from substrates from
D. apurensis growing in canga or rehabilitating minelands (RM). canga_B and RM_B, bulk substrate;
canga_R and RM_R, rhizospheric substrate. (a,b) Heatmap showing differences between fungal 18S
rRNA (a) and principal coordinate analysis for cumulative sum scaling of fungal 18S rRNA (b).
(c,d) Heatmap showing differences between bacterial 16S rRNA (c) and principal coordinate analysis
for cumulative sum scaling of bacterial 16S rRNA (d).

Differences in the composition of microbial communities were estimated by calculating
LEfSe scores at the family and genus levels. A total of 25 distinct fungal taxa were identified
in plants established in canga or RM (Figure 5a). Most of these taxa were related to
Ascomycota and Basidiomycota. Whereas a total of 29 preferential bacterial taxa were
identified in plants growing in canga or RM, most of which were related to Proteobacteria
and Actinobacteria (Figure 5b).

Seven trophic modes were predicted in the fungal OTUs, being the categories pathotroph_
symbiotroph most abundant in the soils from canga, whereas the categories pathotroph_
saprotroph_symbiotroph were most abundant in the soils from RM (Figure 6). Similarly,
36 predicted functions were identified in the bacterial OTUs, being the function nitrogen
fixation and nitrate reduction more abundant in both soils but higher in the RM (Figure 6).
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Figure 5. Linear discriminant analysis (LDA) of effect size (LEfSe) to identify preferential taxa
in the rhizosphere of plants identified in canga (canga) or in the rehabilitating minelands (RM).
(a) Preferential fungal 18S rRNA sequences and (b) preferential bacterial 16S rRNA sequences.

Figure 6. Functional analysis of the communities of 18S rRNA (a) and bacterial 16S rRNA (b) obtained
from Dioclea apurensis rhizosphere from plants growing in a canga ecosystem (canga) or a rehabilitating
mineland (RM) in Serra dos Carajás, eastern Amazon.

3. Discussion

In this study, the proteomic approach has revealed the differential abundances of
proteins related to metabolic pathways involved in response to the abiotic stress conditions
of both native canga and RM. Together, the functional annotation, enrichment, and PPI
analyzes showed the co-occurrence of a large part of the essential proteins accumulated in
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plants growing in each ecosystem and include those related to responses to oxidative stress,
drought, P deprivation, excess iron, and symbiosis. Thus, the readiness of a molecular
machinery joined to specific rhizosphere-associated fungal and bacterial communities
inhabiting the rhizosphere can be considered crucial for establishing this native plant in
RM in the eastern Amazon.

3.1. Physical and Chemical Properties of Canga and Mining Area Soil Substrates

Alteration in the normal levels of reactive oxygen species (ROS) is one of the main
metabolic responses observed in plants growing under stressful environmental condi-
tions [19]. In order to mediate the balance of ROS, the removal system relies on the action
of enzymatic and non-enzymatic antioxidants [20]. In this study, proteins involved in
synthesizing enzymatic antioxidants such as superoxide dismutase, peroxidases, catalases,
glutathione reductase, and monodehydroascorbate reductase showed more abundance in
the roots from canga (Dataset S1). Additionally, the non-enzymatic antioxidant systems
proline-rich receptor protein kinase and betaine aldehyde dehydrogenase (BADH) were
more accumulated in the roots from canga (Dataset S1). Such results reveal the abundances
of proteins involved in the antioxidant system, especially in the roots growing under the
severe conditions of canga, which also are identified in plants growing in RM.

3.2. Proteins Involved in the Response to Water Deficit

Two types of aquaporins showed more abundance in plants from canga, including
aquaporin PIP1-1 and water stress-induced tonoplast intrinsic protein (Dataset S1), which
play a regulatory role in the cellular transport of water in plasma membranes and tono-
plasts, respectively [21]. These proteins have been described as essential for improving
plant growth, water deficit tolerance, and osmotic balance [22,23]. Roots from canga showed
higher levels of proteins involved in abscisic acid (ABA) transport and signaling (i.e., phos-
phatase 2C, ABC transporter, ATP-binding protein, ABC transporter B, and ABC transporter
I), as well as proteins involved in signaling by serine/threonine kinase (i.e., phospholipase
D alpha 1, proline-rich receptor-like protein kinase and receptor-like protein kinase S) than
roots from RM (Dataset S1). ABA has been classified as a versatile phytohormone involved
in plant signaling in response to drought stress [24]. Under conditions of water deficit (a
common characteristic of canga ecosystems), there is also a high levels of phosphatase 2C
(PPC2)-type proteins, which acts on the dephosphorylation of SnRK2, maintaining optimal
ABA levels during water deficit [25], which agree with the results obtained in the roots
from plants growing in canga.

High levels of osmolytes such as glycine betaine (GB), which is synthesized in a
pathway in which BADH acts as a critical enzyme, has been recently described in plants
growing under abiotic stress, including the water deficit [26], contributing to a higher
relative water content, the integrity of cell membranes, stabilization of proteins, and
detoxification [27]. The relationship of high levels of BADH biosynthesis with the increase
in GB levels and greater tolerance to water deficit has already been observed in plants such
as Arabidopsis thaliana [27], Sesuvium portulacastrum [28], and Zea mays [29]. In addition to
BADH, roots from canga showed higher levels of proline-rich receptor-like protein kinase
and spermidine synthase (Dataset S1). These proteins have been considered essential
components of the cell membrane, playing essential roles in signal transduction in response
to drought and stomata activity to prevent water loss [30,31]. The greater abundance of
these water deficit-responsive proteins in roots from canga indicates that D. apurensis have
developed adaptive mechanisms to resist extensive drought periods in canga and help resist
the drought events in RM.

3.3. Proteins Involved in the Response to Metal Stress

Metal stress directly influences the establishment and growth of plants in mining
areas. In fact, soils from canga showed higher levels of Fe (Table 1). High levels of metals
in the soil solution can activate distinct signaling pathways such as cadmium-dependent,
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mitogen-activated protein kinase, ROS, and phytohormones, enhancing the expression
of transcription factors or stress-responsive genes [32]. Most of these proteins were more
accumulated in roots from canga (Dataset S1). Protein kinases, calmodulins, and calcium-
dependent protein kinases have been described as receptors capable of activating signaling
networks in the tolerance to the excess of metals [33,34].

Additionally, Glutathione-related proteins are directly involved in the balance of
metals in the intracellular medium, a process that has been described in Cucumis sativus,
Triticum aestivum, and Beta vulgaris [35,36]. These results also agree with Jiang et al. [37],
who reported a direct role of heat shock proteins (HSP70) in the contribution of tolerance
to metal stress in Rosa hybrida. Such proteins were more accumulated in roots from canga
(Dataset S1). Similarly, proteins related to the biosynthesis of compounds commonly
detected in plants growing under metal stress, such as phenylalanine ammonia-lyase and
nicotianamine synthase, were detected in this study (Dataset S1) [38–40]. Additionally,
ferritin was also more accumulated in roots from canga, and their role in cytoplasmatic
sequestration of soluble iron [38,39] can contribute to the diminishing of the negative effects
of the metal in D. apurensis.

3.4. Proteins Involved in the Response to P-Starvation

According to this study, P levels in RM were higher than in canga (Table 1). The higher
concentration of P in RM can be explained by hydroseeding containing NPK fertilization in
these sites. Phosphorus deficiency in canga can be related to the formation of complexes
between P and iron oxides, limiting plant uptake availability [41]. Roots from plants
sampled in canga showed more proteins related to P depletion, such as monogalactosyldia-
cylglycerol synthase 2, phospholipase, alcohol dehydrogenase, extracellular purple acid
phosphatases, and antioxidant system proteins such as catalases and monodehydroascor-
bate reductases [42–44]. During Pi deprivation, glycolipids are transferred to extraplastid
membranes, where they replace degraded phospholipids to meet the need for Pi essential
for various biological processes in the cell. This membrane remodeling occurs in a process
dependent on the activation of monogalactosyldiacylglycerol synthase induced by a low
Pi level. Studies have already observed this pattern in leaves and roots with different
plant species under Pi depletion, including Sesamum indicum, Zea mays, and Arabidopsis
thaliana [42,45,46].

Additionally, three phospholipase D alpha-1 proteins were also more accumulated in
roots from canga (Dataset S1). Phospholipase induction has been observed in studies with
plants during P starvation [43]. These proteins are involved in P storage and induction of
root growth to tolerate P scarcity conditions [43], such as in canga. In this sense, D. apurensis
from canga synthesize proteins that support the growth under low P levels or induce miner-
alization from the soil substrate in canga. This study showed that alcohol dehydrogenase
(ADH) was more accumulated in roots from canga (Dataset S1). The increase in ADH levels
is in line with the results observed in studies with different plant species growing under P
shortage. The high levels of this protein is observed together with increases in glycolysis
and fermentation intermediaries, possibly related to cell expansion in Pi-limitation [47,48].
In acidic and Fe-rich soil substrates, such as the canga ecosystems, P can form complexes
with iron oxides in an inaccessible form for absorption by plant roots [44]. This study
identified extracellular purple acid phosphatases in roots from canga (Dataset S1). These
proteins belong to a group of hydrolases induced by P deficiency, acting in recycling P from
esters and anhydrides [44]. Additionally, P scarcity in canga soil substrates can induce ROS
formation, which was also observed in the roots from canga (Dataset S1) participating in
the signaling of cellular responses and protein biosynthesis involved in adaptations to P
starvation [49]. Under both conditions, the roots expressed transcription factors commonly
reported under P shortage, including MYB, WRKY, and HLH (Dataset S1), which regulate
the expression of target genes and define metabolic responses to P starvation [50,51]. The
set of proteins accumulated in plants growing in canga should contribute to the adaptation
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of D. apurensis in this ecosystem, although there are still no impediments to its development
in environments with optimal P levels as in RM.

3.5. Proteins Involved in Symbiosis

Under abiotic stress, plants depend on beneficial soil microorganisms to become
established in harmful environments such as canga. In this study, the analyses have
detected several proteins involved in the establishment of symbiosis with bacteria and fungi,
including nodulins [52], monodehydroascorbate ascorbate reductase [53], and enzymes
involved in the ascorbate-glutathione cycle [54]. These enzymes were detected in the
roots from both ecosystems, with higher levels in the roots from canga (Dataset S1). The
nodulation in D. apurensis has been observed in recent studies with depletion of nutrients
such as N [7]. Considering the successful establishment of D. apurensis in canga, these species
contribute to maintaining essential soil processes such as N fixation during mineland
rehabilitation [7,55]. The higher levels of symbiosis-related proteins in the roots from
canga than from RM is explained by the higher diversity of plant species found in canga
ecosystems and their corresponding effect on soil microbial communities.

3.6. Rhizosphere-Associated Microbial Communities

The rhizosphere-associated fungal and bacterial community analysis showed that
specific taxa are enriched in the rhizosphere of D. apurensis. Proteobacteria and Ascomycota
were the most abundant bacterial and fungal phyla, respectively, in both rhizosphere
and bulk soil substrates (Figure 5). Recent studies have reported similar results in plants
growing in ecosystems affected by mining activities, where the soil microbial communities
and specific mechanisms of abiotic stress tolerance can be considered key to promoting
the phytostabilization towards rehabilitation of ecosystems services [8,56]. Among the
preferential microorganisms identified in this study, several beneficial saprophytic, free-
living, symbiotic, and endophytic taxa were directly identified in the rhizospheric soil,
especially in plants from canga, where specific fungal and bacterial taxa belonging to
plant growth-promoting microorganisms were detected (e.g., Paraconiothyrium, Rasamsonia,
Scytalidium, Rhodoplanes, Bradyrhizobium, Rhizobium, Roseiarcus, and Actinotalea) (Table S3;
Figure 5). Such results agree with recent studies analyzing the diversity of microbial
communities associated with plants growing under stressful environmental conditions,
where specific rhizosphere-associated microorganisms have been described as essential
to promote plant establishment [57,58]. This study has also detected a higher microbial
diversity in plants from RM (especially fungal taxa), which can be related to the presence
of widespread soil microorganisms inhabiting the RM soil substrates, with competition-
mediated co-existence, latent soil microbes, and low influence of plant species on the soil
microbiota (compared to native canga). However, the predicted functions of microorganisms
involved in N-fixation were more abundant in RM than canga (Figure 6), showing that low
specificity for microbial taxa can also be a characteristic supporting the establishment of
this species in RM.

The rhizosphere-associated fungal and bacterial communities play an essential role
in establishing native species in RM [59,60]. Additionally, several beneficial bacterial
and fungal genera with key roles in nutrient solubilization, plant growth promotion,
and defense against phytopathogens were detected (e.g., Glomeromycetes, Sphingomonas,
Actinotalea, Rhizobium, Rasamsonia, Paraconiothyrium) [61–63]. Despite the higher diversity
of rhizosphere-associated microorganisms identified in plants growing in RM, they were
mostly different from those detected in canga, denoting that D. apurensis can associate
with beneficial soil microorganisms inhabiting soil substrates in RM without an apparent
specificity, similar to what has been described in Mimosa acutistipula [8]. Accordingly, the
specific rhizosphere-associated microbial communities of D. apurensis, which is related to
better performance under abiotic stress conditions in canga [64], must be considered in
mineland rehabilitation projects to preserve essential microbe-mediated processes that can
contribute to later successional stages of rehabilitation in Amazonian canga.
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4. Materials and Methods
4.1. Soil Substrate Sampling and Chemical Analyses

Samples were collected at the end of the wet season (May 2018) in a native metalliferous
savanna in Serra dos Carajás, Pará, northern Brazil. The sampling sites included: (i) a native
herbaceous shrub canga ecosystem with minimal anthropogenic intervention (6◦00′41.0′′ S
50◦17′45.0′′ W); and (ii) a RM in waste piles of iron mining (6◦02′32.0′′ S 50◦07′04.0′′ W),
where a revegetation program started in 2014. The application of D. apurensis seeds was
carried out by hydroseeding containing NPK fertilization with 04-14-08 (8 kg for each
8 × 12 m of soil substrate).

The region’s climate is tropical warm with a rainy season from November to March
and a dry season from May to September, an average annual rainfall of 2033 mm, and
temperatures varying between 25.1 ◦C and 26.3 ◦C [9,65]. Bulk soil samples (n = 5) were
collected near D. apurensis roots naturally growing in canga and from D. apurensis growing
in an RM project, at a depth of 10 cm, 5 m away from each plant considering zones without
other plants. Rhizospheric soil (n = 5) was taken by gently shaking the soil substrate
adhered to the root system from plants growing in canga and RM. The samples of bulk
soil were submitted to chemical and physical analyses. After being air-dried, the samples
were sieved using a 2 mm mesh. The pH was determined in a 1:2.5 soil substrate to water
ratio, and the organic carbon content was determined using the potassium dichromate
(K2Cr2O7) method. The available P, K, B, Zn, Fe, Mn, and Cu were determined using
the Mehlich-1 method (0.05 mol L−1 HCl + 0.0125 mol L−1 H2SO4), S-SO4

−2 by calcium
phosphate monobasic at 0.01 M, and the total N content was determined using the Kjeldahl
method [66]. The soil texture was determined as described by Kettler et al. [67].

4.2. Root Sampling and Protein Isolation

Roots from five D. apurensis individual plants were collected at each sampling site, kept
in a cold phenol/SDS (sodium dodecyl sulfate) buffer, and transported to the laboratory for
further processing. Protein isolation, determination of protein concentrations, and further
processing were performed according to the protocol proposed by do Nascimento et al. [68],
with minor modifications (Table S4).

4.3. Proteome Analysis

The identification and quantification of proteins were performed in a nanoACQUITY
UPLC® ultra-performance liquid chromatography (Milford, MA, USA), configured for
fractionation in two dimensions as reported in Herrera et al. [69]. Five micrograms of the
peptides were analyzed with five analytical replicates. The first dimension used a 5 µm
XBridge BEH130 C18 (300 µm × 50 mm) and a Symmetry C18 5 µm (180 µm × 20 mm)
trapping column at a flow rate of 2000 µL min−1. The second dimension used a 1.7 µm
BEH130 C18 1.8 µm (100 µm × 100 mm) analytical column, at a flow rate of 400 µL min−1.
The samples were separated in five fractions with a gradient of 10.8, 14.0 16.7, 20.4, and
65.0% acetonitrile. The chromatograph was coupled to a NanoLock ESI-Q-ToF SYNAPT
G2-S (Waters) mass spectrometer. The acquisition ranged from 50 to 2000 Da, in MSE mode
(data independent analysis) at a scan rate of 0.5 s and an interscan delay of 0.1 s.

The data were processed using the Progenesis QI software (Waters) for identification
and quantification, using the Viridiplantae database from UniProt (UniProtKB/swiss-
prot, uniprot.org, accessed on 10 October 2021). Protein identification was accepted if
the probability of identifying peptides was greater than 90% and proteins with 95%. The
significance levels of the differential abundances of proteins were determined by applying
the ANOVA test (p < 0.05). To compare the proteome of D. apurensis grown in canga or
RM, a PCA of the proteins with differential abundances and with p < 0.05 were produced
in the R software v3.6.3 (R Core Team 2018; https://www.R-project.org, accessed on
10 October 2021), using packages FactoMineR, Factoshiny, and Factoextra. The functional
annotation of proteins was performed using the OmicsBox v1.2.4 (bioBam) and Uniprot
(UniProtKB/swiss-prot, uniprot.org, accessed on 10 October 2021). Kyoto Encyclopedia

https://www.R-project.org
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of Gene and Genome (KEGG) pathway enrichment analysis for proteins was performed
using the KOBAS software v3.0. [70] (kobas.cbi.pku.edu.cn, accessed on 10 October 2021)
with Arabidopsis thaliana as the background species for the analysis. The R package ggplot2
was used for the enriched KEGG pathways visualization. The PPI networks were predicted
based on functional analysis using the software STRING (research tool for recovering
genes/proteins in interaction) v11.0 (http://string-db.org/, accessed on 10 October 2021),
using homologous proteins from the Arabidopsis thaliana as the background species.

4.4. Microbial Diversity

Total DNA was extracted from 0.25 g of soil using the PowerSoil DNA Isolation Kit
(QIAGEN, Hilden, Germany), according to the manufacturer’s recommendations. The
DNA concentration was determined with the Qubit fluorometer (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA), and the quality was verified in a 1 % electrophoresis agarose gel.

The amplicon libraries for bacteria and fungi were prepared according to Costa et al. [8],
with minor modifications. The 16S rRNA gene was amplified by PCR using the bacterial
primer set S-D-Bact-0341-b-S-17-N (5′-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGAC
AGCCTACGGGNGGCWGCAG-3′) and S-D-Bact-0785-a-A-21-N (5′-GTCTCGTGGGCTCG
GAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3′). After a hot start at
95 ◦C for 3 min, 35 PCR amplification cycles at 95 ◦C for 30 seg, 55 ◦C for 30 seg, and
72 ◦C for 30 seg were performed, followed by a final extension step at 72 ◦C for 5 min.
The ITS region of the 18S rRNA gene was amplified by PCR using the primer set fITS7i
(5′-TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGARTCATCGAATCTTTG-3′)
and ITS4i (5′-GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCCGCTTATTG
ATATGC-3′). After a hot start at 94 ◦C for 2 min, 35 PCR amplification cycles at 94 ◦C for
30 seg, 56 ◦C for 1 min, and 72 ◦C for 30 seg were performed, followed by a final extension
step at 72 ◦C for 7 min.

The size and quality of the PCR fragments were estimated on an Agilent 2100 Bio-
analyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA) using a DNA 1000 chip. The
libraries were purified with the AMPure XP purification kit (Beckman Coulter, Brea, CA,
USA) and further processed with the Nextera XT kit (Illumina, San Diego, CA, USA). The
gene libraries were sequenced in a Miseq-Illumina platform using a MiSeq V3 reagent kit
(600 cycles; Illumina) in the human and medical genetics laboratory at Universidade Federal
do Pará (Belém, PA, Brazil).

The ITS and 16S sequences were analyzed using the Pipeline for MetaBarcoding Anal-
ysis (PIMBA), which allows the analysis of metabarcodes based on the pipeline QIIME [71].
The low-quality sequences were filtered and trimmed using PRINSEQ v0.20.4, and forward
and reverse sequences were merged using PEAR v0.9.19 [72]. Reads were dereplicated,
singletons removed, and the sequences were truncated to 200 for fungi and 240 for bacteria.
Chimeras were filtered, and the sequences were grouped into operative taxonomic units
(OTUs) using VSEARCH v2.8.2. The taxonomic assignment was developed using the
UNITE database for fungi and the Ribosomal Database Project for bacteria [73,74]. Graphs
were constructed considering the alpha and beta diversity in R software using the ggplot2
and vegan packages. Beta diversity was calculated, and principal coordinate analysis
(PCoA) graphs were constructed using the “weighted UniFrac distances” in R software
using the phyloseq package. Heatmaps were constructed with the total abundance of
OTUs using R software (packages pheatmap and phyloseq). Alpha diversity was estimated
using the vegan package with the Shannon and Simpson diversity indices. Additionally,
clustering analyses of the data were performed using an “hclust” function with the options
“methods = ward.D2” and “method.dist = correlation” from the pvclust package in the R
software. Permutational multivariate analysis of variance was applied using the function
“adonis” (vegan package). Linear discriminant analysis (LDA) of effect size (LEfSe) was
performed with the Kruskal–Wallis test, and the effect size was estimated with a logarithmic
score of 2.0 in the LDA. Finally, the predicted ecological roles of the identified microbial
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taxa were assigned using FUNGuild v1.1 [75] and FAPROTAX v1.2.4 [76] in Python v3.8.2.
The data were plotted in the R software using the viridis, dplyr, and scales packages.

5. Conclusions

This study showed that D. apurensis growing in native canga have a set of proteins in-
volved in the response to environmental stress to cope with the abiotic stress challenges. Its
ability to increase the levels of a wide range of proteins in response to the challenging condi-
tions of post-mining areas enhances D. apurensis establishment in rehabilitating minelands.
Among them, the identification of proteins involved in the antioxidant system, response to
water deficit, excess of metals, and deficiency of P. Additionally, our results confirm that
D. apurensis establish interactions with beneficial microbial taxa without specificity. High
levels of specific proteins involved in response to severe environmental conditions and
interaction with key microbes at the rhizosphere are characteristics that can be identified in
native species to select and diversify the plant species used for mineland rehabilitation.
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