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RESUMO EXECUTIVO

A recuperacdde areaslegradadaRAD) na mineracd@ condicdo obrigatdria para que esta
atividade continue a ocorrer de maneira sustentavel. A metaprotedmica é uma técnica que
permitea identificacdo de peptideos e proteisiasetizadagpor organismos do solo. A partir

de analisesde cromatografia liquida e espectrometria de massas de alta resolucdo, a
metgrotedmica permite mapear, quantificar e comparar funcbes bioquimicas e rotas
metabdlicas mais abundantes no ambiente, além de mostrar quais sdo 0s organismos mais
ativos. A analise profunda da atividade biolégica do solo contribui significativamente para
inferir o status deecuperacaalo solo. Neste trabalho foram comparadesetgroteoma de

um gradiente de areamrecuperacaga.e., solo exposto4, 12 e 14 anos apdéa intervencao e

um solo de floresta nativa adjacente como referéRcieam identificdas até 9 vezes mais
proteinasnos solos recuperados em comparag¢do com o solo exptEstodaretomada de
processos importantes como os envolvidos na ciclagem de carbatrogéniodo sola A

area em recuperacdo de 12 aatingiu osmenores niveis destressebioldgico e maior
similaridade filogenética bacteriana com a é&rea nativa deénefar Sobretudo a
metaprotedmica se mostrou uma ferramenta poderosa para 0 monitoramento ambiental de
areas em recuperaggmdendoauxiliar a tomada de decisde pocedimentos utilizados em

RAD.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

2D-LC-MS*® i Cromatografia liquida bdimensional acoplada a espectrometria de
massas de alta resolucéo

ECi Enzyme Commission number

FLONA'i Floresta Nacionale Carajas

GOTi Gene Ontology

IAF i indice de Area Foliar

LCA i Lowest Common Ancestor (menor ancestral comum)
MOS' Matéria Organica do Solo

RA127 Recuperacdo Avancada com 12 anos de revegetacao
RA147 Recuperacdo Avancada com 14 anos de revegetacao
RAD i Recuperacdo de Areas Degradadas

RI'T Recuperacao Inicial com 4 anos de revegetacéo

SET Solo Exposto

SNi Solo Nativo de referéncia

UPGMA'T Unweighted Pair Group Method using Arithmetic averages ou método de
associacdo média
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1 INTRODUCAO

Apesar dos beneficios sociais e econdmicos, a mineracdo pode alterar drasticamente
a paisagemtendo em vista a completa supressao da vegetacao, remoc¢ado das camadas de
topsoil e eventuais contaminacdes do solo por residuos tokid&s-ELDet al, 2015). Leis
ambientais no Brasil requerem medidas de compensacgéo para impactos na biodiversidade e
nosrecursos naturais (GASTAUE®& al, 2018&). A recuperacdo de uma area erada é
bemsucedida quarecossistemas saudaveis e auetentaveis se desenvolvem em areas
anteriormentenineradas (GARRI®t al, 2016), também o sucesda recuperacapode ser
medido comparando diferentes estagios de recuperacadéreasinativas como referéncia
(GASTAUERet al.,2018b).

E discuto em Gastauet al. (2018b) a influéncia de filtros ambientais e interacdes
interespecificas em comunidades em sucesséo ecologioppaéancia da biodiversidade
para maior resiliéncia e resisténcia a perturbacdes e as estratégias atofR4as Entre
essas estratégias,uso de topsoil pode ser utilizado em progaie RAD para promover
aumento do conteldde matéria organica do s(MOS), melhora das condic¢des fisieo
guimicas do solo e incrementabiodiversidadeaceleradoa sucessao vegetal nessas areas
(BORUVKA et al, 2012 RIBEIRO et al, 2018).

Diante da complexidade do processo meuperacdode areas mineradas, a
metaprotedmica pode ser uma ferramenta Gtil no monitoramento ambiental dessas areas
(GASTAUER et al, 2018b), auxiliando na avaliacdo da recuperacdo da comunidade
microbiana do solo, que é uma etapa crucial na recuperacéo de gphdades (Lkt al,

2014). A metaprotedbmica descreve o perfil de proteinas identificadas de organismos
presentes no solo (BISWAS; SARKAR, 2018). Uma vez que as proteinanoééculas
responsaveis por atividades funcionais em um organismo, diversasagfmsnpodem ser
acessadas sobre vias metabdlicas, mecanismos de defesa, energia metabdlica e interacbes
microrganismoglanta (BASTIDA; JEHMLICH, 2016; MATTAROZZEt al, 2017).

Embora ndo tenhamos conhecimento sobre nenhum trabalho de metaprotedmica de
sdo realizado em areas em recuperacdo, com o intuito de gerar dados de monitoramento
ambiental, é possivel observar Bastida, Hernandez e Garcia (20&4)lalik et al (2018)
acumulo diferencial dgroteinas e processos sendo relacionados a gradiente©8e M
nutrientes e cobertura vegetal, por exemplo. Nesse sentido, este trabalho é uma tentativa

inédita de identificar e monitorar proteinas e processos executados pelas mesmas, como



respostas metabdlicas de organismos do solo aos gradientes ambientdimdrsoms
distintos status deecuperacao

2 OBJETIVO

2.1 GERAL

Demonstrar a utilizagdo da metaprotedmica como ferramenta para 0 monitoramento

ambiental de areas em recuperacéo

2.2 ESPECIFICOS

Analisar o metaproteoma de solos wi®a area de floresta nativa e comparar com
solos em distintos estagios de recuperacéo.
Verificar o grau de similaridade taxondémica e funcional entre as areas em recuperacao

e a floresta nativa.

3 PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL

3.1LOCAL DE COLETA E AMOSTRAGEM

As amostragens foram conduzidas em areas de RAD e nas matas nativas que
circundam a mineracéao de ferro, na Floresta Nacional (FLONA) de Carajas, em Parauapebas
T PA, Brasil. O clima da regido é tropical quente, com estacdo seca entre junho e setembro.
Os ipos de solos mais abundantes sdo Latossolos, Cambissolos e Argissolos, com
predominio de Floresta Ombrofila Aberta e Floresta Ombrofila Densa (IBGE, 2012).

Os Arenitos, situados entre a Mina de Manganés e as minas do Complexo Vale
Ferrosos Carajas, repeggam trés cavas de extracdo de areia, que apos o fim da exploracdo
foram preenchidas com estéril da Mina de Granito, situada ao Sul dos Arenitos. Apds
preenchimento das cavas, as areas foram aplainadas; para sua revegetacao foram utilizados
topsoil, planio de mudas semeadura de espécies nativd&LE - Relatorio Interng2018).

Foi removida uma camada de 50 cm de topsoil (incluindo a camada orgéanica e liteira) de area
coberta por floresta densa, similiar a referénciaetaiperacdoDepois da supressaa
vegetacdo, para evitar degradacdo do topsoil aplicado, 30 cm deste foi de imediato

homogeneamente distribuido com trator de esteira. O topsoil possuiu baixo conteudo de



nutrientes, especialmente P, €819, e necessitou de corre¢cao para otimizar o ionesto
de plantas (GASTAUER al, 2019, no preh).

As areasem estudo do Arenito 2 (figurg) Bstdo aproximadamente localizadas a
6U2060066S e 50A14600660. A amostrage-iDcthos so|
em trés parcelas de 10 x 20 m, liatando trés amostras (trés repeticdes) para cada area. Para
a andlise metaprotedmica, as amostras das trés parcelas foram homogeneizadas compondo
uma amostra composta por ambiente, que foi analisada em triplicata. A coleta foi feita em

periodo chuvoso emtbril de 2018.

Figura 1 - Aspecto geral das areas de RAD e &rea nativa amostradas no Arenito 2. (A) Rl com
aproximadamente quatro anos de revegetacdo, representando estagio inicial; (B) RA12,
representando estagio avancado de 12 anos de revegetaddd:1d; enriquecido com arbustos de
jaborandi, representando estagio avancado de 14 anos de revegetacéo; (D) SN: solo de floresta nativa
(floresta ombréfila densapmo area de referéncia.

Fonte: Relatdrio interno da Val€¢2018).

! Active rehabilitation of Amazonian sand mines converges soils, plant communities and environmental
status to predisturbance levelsind degradation & development autoria de Markus Gastauer; Cecilio
Caldeira; Silvio Ramos; D. Silva; José Siqueira, 2010pfrl0).



A MOS foi medida pelanétodo dicromato de potéassio2®-0;). O indice de area

foliar (IAF) foi calculado como uma medida indireta do fechamento do dossel em cada

parcela dos locais decuperacae referéncia. Para fazer isso foi utilizado um {2200C

(LI-COR INC., Lincoln, NE, USA) seguindo as instru¢cdes do fabricante, em que as leituras

acima do dossel (condi¢cdes do céu) foram medidas continuamente por um sensor em um

local livre de vegetacdo; um segundo sensor foi usado para capturar duas leituras abaixo do

dossel em cadaaato e no centro de cada parcek, 10 leituras abaixo do dossel para cada

parcela. As leituras abaixo do dossel foram realizadas um metro acima da superficie do solo.

A temperatura do solo foi medida com o sistem&400 (LFCOR Inc.). Valores médiatas

variaveis ambientais representativagel®iperacaestdo apresentadastabelal.

Tabelal - Valores médios de variaveis ambientais analisadas neste trabalho referentes a cada status

derecu pqragéo
Area MOS (%) IAF Tsolo (°C)
SE 0,83 0,27 30,16
RI 11 0,58 23,42
RA12 2,34 3,11 24,07
RA14 1,92 4,65 22,42
SN 2,45 5,51 23,06

Nota:MOS - Matéria Organica do Solo; IAFindice de Area Foliar; TsoloTemperatura do Solo.

Fonte: proprio autor, (2019).

3.2EXTRACAO E QUANTIFICACAO DE PROTEINAS

O isolamento de proteinas foi realizado com algumas modificagdes no protocolo de

Wang et al. (2006), com as etapas de bancada detalhadas no Agé€n@iada amostra

composta representou um diferente nivel de RAD do Arenito 2 e uma area nativa como

referénéa. As amostras foram mantidas por 10 minutos em temperatura ambiente até serem

sonicadas por aproximadamente 30 segundos, 5 vezes. Os extratos foram divididos em oito

mi crotubos cada, e

adicionado

700

eL e fen

por 15 segundos e centrifugadas por sete minutos a 14.000 rpm para separacdo da fase

fendlica, que foi transferida, sendo as amostras novamente centrifugadas a 14.000 rpm por

sete minutos para eliminar qualquer residuo da fase aquosa ou de SDS. Foaradad

700 e L de acetato

de

amini

a

em

met anol

aproximadamente 24 horas80 °C. Uma nova centrifugacao foi realizada a 14.000 rpm por

sete minutos, sendo posteriormente descartado o sobrenadante. O precipitadsfévido

10

l



para um novo microtubo e foi limpo por trés vezes com acetona 80%. Uma dltima limpeza

foi realizada com etanol 70% e o precipitado foi sectemperatura ambiente em
concentrador a vacuo por aproximadamente sete minutos. Os extratos foraflizaddgi

em 50 eL de rapigest a 0, 2%. A quantifica
(Invitrogen).

3.3 DIGESTAO DE PROTEINAE TRATAMENTO DAS AMOSTRAS

Cinquenta microgramas de proteinas foram utilizados por amostra, e estas foram
completadas comapigest (Waters, Millford) a 0,1% para um volume final de 400 . A
preparacao da digestdo envolveu a reducdo de proteinas com ditioD€itol5 mM) e
incubacéo por 25 minutos a 56 °C, seguida da alquilacdo com iodoacetamida (IAA, 14 mM)
por 30 minute a temperatura ambiente. lodoacetamida residual foi removida ao adicionar
DTT (5 mM) e incubar por 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram diluidas
em 1:5 com bicarbonato de amdnio, seguidas da adicdo dg(Caf¥) e tratamento com
tripsina(20 ngt L) por 16 horas a 37 UC. Subsequen
adicionado para uma concentracao final de 0.4% para parar a reagao enzimatica.

Apoés as amostras ficarem incubadas a 37 °C por 90 minutos, estas foram entdo
centrifugadas a 1400pm, 6 °C por 30 minutos. Feito istas amostras foram secas em
concentrador a vacuo e ressuspendidasemb0 de f or mi at o de am!nic
injetadas no cromatografo liquido 2D de ultra performance acoplado ao espectrémetro de
massa$2D-UPLC-MS).

3.4 2DUPLC-MSE

O cromatografo Nano Acquity UPLC (Waters) foi configurado para um
fracionamento em duas di mens»es; na pri mei
XBridge BEH130 C18 (300 em x 50 mm) em um
di mens«o uma col una t r agagcopfada&d untacadunaagalitiBaQl.7¢ m x
em BEH130 C18 e&m ( 10 @uxcedm408 nLhi®'.0As ammogdtrasdonamu m
separadas em 5 fracdes a partir de um gradiente de 10.8; 14.0; 16.7; 20.4; e 65.0 % de
acetonitrila. O cromatografo opera acoplado diretamente a um espectrémetro de massas ESI
Q-ToF Synapt G2S (Waters) configurado para operar em modo positivo, e fragmentacéo

continua (MS) com a energia de coliséo oscilando entre 5 a 40 eV.
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3.5 BIOINFORMATICA

Os dados brutos foram processados utilizaRdoteinlynx Global Server 3.0.2.
(PLGS). As buscas foram também realizadas no PLGS contra uma base de dados do
UniprotKB composta por sequéncias de Bactérias, Plantas e Fungos (Bactéria: 336 171
sequéncias?lantas: 6 347 e Fungos: 33 362). Carbamidometilagdoteontnal (+57) foi
definido como modificacdo fixa e modificacdes variaveis foram definidas como a seguir:
1Da em (Amidag&do+Jerminal), +1Da em N (Desaminado), +16Da em M (Oxidacao), +
80Da em (Foeril+STY), +98Da em STY (Fosforil STY). A tolerancia do ion fragmentado
e do ion parental foi definida como automético e a Taxa de Falsa Descoberta (FDR) foi
calculada pelos algoritimos PeptideProphet e ProteinProphet (Nesvizhskii et al., 2003).
Peptideosoram aceitos quando FDR calculada foi menor do que 6.6% e proteinas menor do
que 3.3%.

A anotacao funcional das proteinas foi realizada utilizando o software OmicsBox
versao 1.1.0 (Biobam) usando os parametros padrao. A analistine@i aplicada. As
representac@taxonémicas quantoadundancia de peptideos foram construidas utilizando
o metodoMenor Ancestral ComurfLCA 7 Lowest Common Ancestobaseado na lista de
peptideos identificadosgsta foi geradaisando a ferramenta de busca online Unipept
(https://unipept.ugent.be/) (MESUEREal, 2015).

3.6 ANALISE ESTATISTICA

Para verificar diferencas significativas da quantidade de proteinas identificadas entre
as amostras, foi realizada a emay ANOVA seguida pelo teste pesbc de tukey com
p < 0,05, através da ferramenta encontrada http://statpages.info/anovalsm.htn®
diagrama de Venn foi construido por meio da ferramenta obtida em
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/VenriPara realizar o0 agrupamento das
amostras, a partir da abundancia de peptideos entre os filos bacterianos, foi utilizado o
Método de Associacdo Média (UPGMA, em inglés), utilizando a distancia euclidiana.
Através do software Past 3 foi feita a analise deetacdo utilizandese o coeficiente de

correlacdo de Pearson.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 VISAO GERAL DAS PROTEINAS IDENTIFICADAS

O numero de proteinas identificadas poea (Figura 2) mostraté 9 vezesmais
proteinas na area cofranosderecuperacao (RI) em relacdo ao solo exposto (SE). As areas
em recuperacdo dé, 12 e 14 anosao diferem sigificativamente da area nativaN
(p < 0,05). Isto ja € um sinal evidente do efeito positivo da intervencdo das areas mineradas
paa a recperacdala atividade bioldgica do sqltendo em vistgue a maior diversidade de
proteinas esta diretamente relacionada ao nimero de processos que 0s organismos do solo

estado promovendo.

Figura 2 - Quantidade de proteinas identificadas por.4fesabarras mostram o valor médio de
proteinas identificado por area. Dados seguidos da mesma letra ndo diferem significativamente de
acordo com o Teste de Tukgy< 0,05).

ab
R
i
-
15 b
2,
LP]
=
LP]
=]
3]
=
g
—
o
c
SE RI RA12 RA14 SN

Fonte: proprio autor, (2019).

Um total de 49 % de proteinas foram assinaladas a bactérias, 15 % a fun§6se 36
plantas Considerando que foram evitados pedacos de folhas e raizes na amostragem do solo,
e que entre fungos e bactérias a abundancia de peptideos foi maior para bad®rias

entraremos em maiores detalhes sobre a classificacdo taxonémica nestes ultimos.
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4.2 DIVERSIDADE BASEADA EM PEPTIDEOS E ABUNDANCIA DE GRUPOS
BACTERIANOS AO LONGO DA RECUPERACAO

A andlise metaprotedmica através do Unipept permite, entre outras filideides,
observar a classificacdo taxondmica dos peptideos identificados e a abundancia de peptideos
para cada gruptaxondmico(MESUEREet al.,2015) Em relagcéo a peptideos de bactérias,
14 filos foram identificados (Figura).3Merecem destaque os fild3roteobacteriae
Firmicutes que s&o representados em todas as areas, Best@obacteriao mais
representativo dos filos, a excecao do SE, no qual Firmicutes tem maior numero de peptideos
identificados.

Os filos Chlorobi, Tenericutes e Actinobatec@ampletam os filos identificados em
RA14, os quais sdo também encontrados na area de referéncia. Em Sun et al. (2018) foi
verificada maior predominancia do filo Chlorobi em rejeitos da mineracdo de cobre
revegetados, do que no rejeito ndo recuperado. ifates foi detectado apenas em florestas
e campos nativos se comparados a diferentes areas em recuperacao de mineracao de carvao,
no Sul brasileiro (QUADROSt al, 2015). Bactérias do filo Actinobacteria sdo mediadores
importantes na degradacéo de ligrenaa formacéo de humus (EISENLORD; ZAK, 2010).
Desse modo, sugeee a importancia desses filos na recuperacao da microbiota dos solos em
recuperacao

O agrupamento baseado na abundéancia relativaegédeos(Figura 3 mostra
maiores semelhancas de filos bactergaantre os solos das areas R&IRA12 com o SN
(referéncia)No dendrograma acima do heatmap se observa a formacao de um grande grupo
contendo as areas recuperadas e a area referéncia, sendo 0 solo eapustraamais
dissimilar. Dentre as areas em recuperacdao, as areas de 12 e 14 anos sdo mais similares a area
nativa Ao longo darecuperacagde RI para RA4), parte da populacdo microbiana deve ter
sido selecionada em favor de filos mais adaptados as;éesdocaisse assemelhando cada

vez mais com 0s solos nativos.
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Figura 3 - Heatmap e agrupamento das areas a partir da abundancia de peptideos entre os filos
bacterianos. Quanto mais vermelha a caixa maior é a abundancia, caixa branca dignifidacia
intermediaria e quanto mais azul a caixa menor a abundancia de peptideos.

RA12 SN RAl4 RI SE

Acidobacteria
Actinobactena
Aquificac
Bacteroidetes
Chlorobi
Chloroflexi
Cyanobactenia
Firmicutes
Protcobacteria
Spirochactes
Tenericutes
Thermotogae

/errumicota

Fonte: proprio autor, (2019).

De acordo com Banningt al (2011), ao longo da recuperacdo de areas mineradas,
foi observado a tendéncia de aumento na abundancia de bactérias pertencentes ao filo
Proteobacteria e reducdo na abundancia de Firmick@smais, Sunet al. (2018)
verificaram predominancia de Firmies em area de rejeito de cobre ndo recuperado,
comparado a areas com este rejeito revegetadas, onde foi observada maior abundancia do filo
Proteobacteridsto também foi observado no nosso experimesmde 0s valores crescentes
de Proteobacteria e desscentes de Firmicutes buscam os valores de referéncia encontrados
no solo nativo (SN)Figura4). Notase uma tendéncia de incremento de Proteobacteria,
buscando os valores presentes na referéncia. De maneira oposta,-sdseteadéncia na

diminuicdo @& peptideos associados a Firmicutes de acordo com o progresso da recuperacao.
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Figura 4 - Abundéncia relativa de peptideos (%) associados aos filos Proteobacteria e Firmicutes nos
solos em recuperacéo, solo exposto e solo nativo (referéncia).

® Proteobacteria Firmicutes
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Fonte: préprio autor, (2019).

k=]

No filo Proteobacteriacorrea presenca de bact#sida classe Betaproteobacteria.
Esta classe foi verificada nos solos em recuperac&o nativg enquantoque no solo
exposto, com o menor teor de MOS, nao foi verificada presenca de bactérias desta classe
(Apéndice Bi Figura S1) Corrobora com os nossos achados a discusséo de élieter
(2007) de que a abundancia dBetaproteobacteriaesponde positivanmee a maiores
conteudosle MOS.

Além de verificar a presga de determinados organismossadlo, o grande beneficio
da €cnica de metaprote6mica é domfar importantes caracteristicas ecoldgidastes
organismoslsso se devpor ser possivehferir apartir das proteinas identificadagumcao
gue os organismos estdo executando no amhidtie exemplo, ao encontrar proteinas de
resposta a substansiaorganica (GO:0010033 e transporte de lipossacarideo
(G0:001592) podemos verificar comBetaproteobacterias estdo de fato respondeado a
incremento deMOS; outro exemplo é encontrar a proteina responsavel por esporulacao
(G0:003043% em Firmicutes, confirmando a estratégia de resiliédestas bactériasm
ambientes criticos (BASTIDA, HERNADEZ e GARCIA; 2014) como no solo exposto
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4.3 CARACTERIZACAO FUNCIONAL DAS PROTEINAS IDENTIFICADAS

A partir da categorizacdo funcional podemos agragaroteinas identificadas em
processos bioldgico§THE GENE ONTOLOGY CONSORTIUM, 2019)facilitando a
interpretagdo dos dado® Unico processo exclusivamente detectawlme as areas foio
solo expostpii f ot 0 s @iguna ble s e 0

Figura 5 - Diagrama de Venn apresentando o numero processos biolégicos (niveis 2, 3 e 4)
identificados por &a.

7Ivd

Fonte: proprio autor, (2019).

Levando em conta a alta exposi¢cao do solo a luz solar e o baixo teor de MOS no SE,
a fotossintese bacteriana é fundamental para a incorporacéo de C e incremento da MOS nesta
area, iniciando a sucessao microbiana (BARDGETT; PUTTEN, 2@&1daioria (66) dos
processos biolégicos sdo compartilhados entre todas as areas, e 30 processos bioldgicos sao
comuns aos solos de areas de RAD e Nativo (listapdocessos em Apéndicei Brabela
S1). Isto mostra que ja a partir de SE conseguimos detectar grande dieedgigadcessos
metabolicoso solo (apesar da baixa abundancia)juehamaiorsimilaridadefuncional das
areas de RAD com a area de referéncia.

Considerando processos comuass 5 d&reasem estudo, chamamos atengdo para
processosbiolégicos ¢ 0 mo Apdecesastmabol i smoo ( GO: 0009
bioss2ntesed (GDst DODHO0BES) r es sHesepsqpaSds ja 000 6
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foram relatados em trabalhos de metaprotedmica de solos (BASHERNANDEZ;
GARCIA, 2014 ZAMPIERI et al., 2016; MATAROZZI et al., 2017) e devem estar
intrinsicamente relacionados ao processo de recupereggétp em vista que gradientes de
varidweis ambientais impactam no acumulo de proteinas em determinados processos
(BASTIDA; HERNANDEZ; GARCIA, 2014; MALIKet al.,2018).

Podemos observar um balanpetabdlicogeral da populagédo estudada a partir das
proteinas identificadas nesses trés importantes processos. Resposta ao (€Desse
0006950)% um processo inversamente relacionado ao processo de biogSQEXH9058).

Defato, a correlacdo entr@ nimero de proteinas identificadas nestes dois processbsa

um valor negativdr= -0,58, p <0,05).Ja entre processo de catabolis(@O: 0009056k
resposta ao estresse (GO: 0006950) 54% das proteinas sdo comuns indicaodp que

pouco mais da metade dpeoteinas de processo de catabolisdentificadas em nosso
trabalho séo relacionadas a resposta ao estrBssacordo com Malilet al (2018) a
biossintese é reduzida em cenarios de estresse e limitacdo de recutkmpdoaestimento

celular € maior em caracteristicas focadas na tolerancia ao estresse e aquisicao de recursos.

E notavel perceber maiores quantidades de proteinas relacionadas a resposta ao
estresse (GO: 0006950) em SE e menores relacionadas ao prozdssssihtese (GO
0009058) nessa ar¢Apéndice Bi Tabela S2)Isso mostra atenuacédo das condicdes de
estresse aawganismoglo solo a partir de R¥ anos) permitindo queestesdirecionem seu
metabolismo ao processo de biossintese (GO 0009058), aumentando a habilidade dessas
comunidades em armazenar carbono (MALE al, 2018). Assim, esses processos
biolégicos podem ser indicadores de recuperacéo da area, lesmadoconta geducao dos
niveis de estresse dos organismos do solo e maior estabilidade da comunidade, objetivo da
RAD (VICKERS; GILLESPIE; GRAVINA, 2012).

Consideramos que variaveis ambientais representativescdperacambservadas
neste trabalhd,e., Temperatua do Solo, indice de Area Foliar, MOS, possam impactar em
respostas metabolicas nos organismos do solo. O indice de Area Foliar influencia no
microclima dentro da fitofisionomia, na interceptacdo da radiacdo, na troca de agua e ga
carbdnico, sendo, portemum componentehave nos ciclos biogeoquimicos (BREDA,
2003).

Atemperatura do solo em areas tropicais e subtropicais pode ser um grande problema
um fator de estresse ambientpfra a producdo de culturas e colonizacdo microbiana
(GROVER et al, 2011) Ainda em Groveret al (2011) € interessante notar que 0S

mecanismos de resposta de plantas e microrganismos ao aumento de temperatura séo
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proteinas encontradas na metaproteémica de RAD. A MOS é um fator ambiental central na
metaprotedmica de solos, imfnciando no perfil de proteinas identificadas (BASTIDA,;
HERNANDEZ; GARCIA, 2014; STARKE; JEHMLICH; BASTIDA, 2018) e na guantidade

de proteinas recuperadas do solo (STARKE; JEHMLICH; BASTIDA, 2(#8).termos
guantitativos, podemos observar correlacbeseat quantidades de proteinas identificadas
nos processos bioldgicos acima destacados e variaveis ambientais dismsidasabalho
(Figura 6).

Figura 6 - Correlograma de valores de variaveis ambientais versus quantidades de proteinas em
processo deibssintese (GO 0009058), processo de catabolismo (GO: 0009056) e resposta ao estresse
(GO: 0006950). Caixas cinzas representam valores significatjyes0g05.

MOS Tsolo

IAF
P. Biossintese | . \
0.52 | 0.34 '|-0.78

0333

P. Catabolismo
0333

) -0,25 .0,43
R. Estresse \ | ‘ '
-0,66 1-0,42 0,45

Fonte: proprio autor, (2019).

-1

4.4 ENZIMAS DO SOLO, CICLAGEM DE C E ATIVIDADE MICROBIANA

Hidrolases e oxidoredutases sdo as classes de enzimas mais estudadas ao se avaliar a
transformacdo da MOS e processos de ciclagem de nutrientes (MIRAILEIS 2012;
BAUTISTA-CRUZ; ORTIZHERNANDEZ, 2015). O potencial de transformacéo de
nutrientes ou dontes de energia especificas pode ser acessado ao se examinar essas enzimas
do solo (MIRALLESet al,, 2012). Estas transformacdes da MOS possibilitam a assimilacao
de moléculas simples pelos microrganismos e pelas plantas através das raizest{aAGO
2016).

Exemplos de oxidoredutases e hidrolases identificadas em nosso trabalho

relacionadas a transformacao da MOS e ciclagem de nutrientes sdo apresentadas na tabela 2.
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Tabela 2- Exemplos de oxidoredutases e hidrolases identificadas na metaprotdérRig®d.

Enzima (EC number) Funcéo Area (s)
Oxidoredutases
Fotossistema 1 (1.97.1.12) Fixacédo de Carbono SE
Nitrogenase (1.18.6.1) Fixacdo de Nitrogénio RI
Gliceraldeido Josfato Oxidagdo da MS RA12
desidrogenase (1.2.1.12)
Malato desidrogenase Oxidagdo da MS RA14
(1.1.1.40)
Isocitrato desidrogenase Oxidacdo da MS SN
(1.1.1.42)
Hidrolases
Alfa i glicosidase (3.2.1.20,  Hidrdlise de glicosideos RI
Celulase (3.2.1.4) Hidrolise da celulose RI, SN
Peptidases (3.4:) Hidrolise de peptideos RI, RA12,
RA14, SN
Betai glicosidase (3.2.1.21  Hidrdlise de glicosideos SN

Fonte: Bastidaet al. (2014), Zageet al (2016) e Adetunjet al. (20179).

As oxidoredutases 1.2.1.12, 1.1.1.40, 1.1.1.42 sao espécies de desidrogenases, suas
atividades cataliticas de oxidacdo da matéria organica ocorrem no interior celular
participando de vias metabolicd3esidrogenases tém sido utilizadas como um indicador
geral de atividade microbiana em soloBASTIDA; HERNANDEZ; GARCIA, 2014).

Através de transformacbes chave realizadas por hidrolases e oxidoredutases em nutrientes
essenciais como C e N, verificamos como organismos do solo reciclam seus componentes
organicoeem um ambiente pobre em MOS. De maneira geral, foi observado um incremento
no namero de orbredutases identificadas e também de enzimas ligadas a ciclagem de
carbono, de acordo com o avanco do estagio de recupeNmZmente, se aproximando

dos valoresa area referéncia (figuii.
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Figura 7 - Numero de peptideos associados ao ciclo global do carbono e enzimas com atividade
oxidoredutase, importantes para o metabolismo energético microbiano. Gisenva tendéncia
de incrementaestesde acord@om 0 avanc¢o dos estagios de recuperacao.

Referéncia

S i 9
8 8
7
6
2
1
RA14 SN

SE RI RA12

hn
r
N

Fonte: proprio autor, (2019).

5 CONCLUSAO

Foramidentificadas significativamente maisoteinas as areas de recuperacao RI,
RA12, RAl4 e solo nativo do que no solo expoststo mostra o efeito positivo da
recuperacadas areas mineradee ponto de visthioquimico do solo.

Observouse maior similaridade de grupos bacterianos entre as areas avangadas e
area referéncia (floresta nativajendéncias semelhantes no nimero de peptideos associados
aos filos poteobacteria (aumenta com o avanco recuperacdo) e firmicutes (diminui com o
avanco da recuperacao), buscando valores semelhantes a@sddaraferénci@m estagios
mais avancados

O numero de oxioredutases e de enzimas ligadas ao ciclo global donBéa
aumenta de acordo com o avango da recuperacdo e se aproxima com o tevaorems
encontrados na area referéncia.

Por fim, a partir de Rl ocorre grande incremeneoquantidade de proteinas do solo
em relacdo a SEatenuacdo das condicOes de estresso metabolismo microbiano

compativel com o dem ecossistema autossustentavel
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APENDICE A i Extrac&o, digestdo e tratamento das amostras

Extracdo (Protocolo de Extracda Wang 2006, adaptado)

1)
2)
3)
4)

5)
6)

7
8)
9)

Preparase o tampé&o SDS denso (tabela 1), mantendogelo;

Pesase as amostras (€ para cada tubo falcon de d#

Adicionase 10ul do inibidor de protease em cada falcon;
Adicionase630pul de DTT (70mM final) em cada falcon comr@l de tampé&o,
deixandeos 10min a temperatura ambiente;

Sonicar 6x d80 segundos (poténcia ~80), com intervalos dé@§ no gelo;
Dividir a amostra do falcon em 8 eppendorfs (éppiplock 2ml, adicionando Inl
da solucéo em cada;

Adicionar 700ul de fenol em cada epp;

Vortexar por 15 min todos 0s epp;

Por a centrifugao précooling;

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

11) Transferir o sobrenadante (parte fendlica) para epp limpos, juntando 2 em 1;
12) Centrifuga novamente a 14068m por 7min a 4°C;

13) Transfere 70Qul do sobrenadante para um epp limpo;

14) Adiciona 700ul de acetato de amonia em metanol (tabela 2);

15) Vortexar para misturar e guardar+8® °C.

REAGENTES NECESSARIOS
Tabela 1. Tampao SDS denso (Wang 2003, adaptado)

Componentes Conc. C_onc. Vol. Final
Estoque Final (9 ml)
1. Sacarose 1,5M 0,85 M 5,7 ml
2. TrisHCI pH 8,0 1M 0,1M 1mi
3. SDS 10% 2% (VIV) 2 mi
5. PMSF 100 mM 1mM 0,1 mi
7. PVPP** - 2% 0,2g
8. HO miliQ - - 0,2 mL

Tabela 2.Solucdo de precipitagéo (Wang, 2003)

Componentes Conc. final| Quantidade (g) Metanol

Acetato de amobnia em meta 0,1 M 0,77 100 ml

Dissolver o acetato de amonia em metanol e mangi°g

Limpeza das amostras

1) Retirar as amostras d80 °C;
2) Por a centrifuga no preooling;
3) Centrifugar as amostras de 13@minutos 14000 rpm, 4C;
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4) Descartar todo o liquido (em recipiente apropriado);

5) Adicionar 1500ul de acetona 80% gelada (dividir essa quantidade nos epp,
dissolver o pellet e juntar todos em um s0, pipetar bastante para dissolver bem o
pellet e vortexamn pouco);

6) Centrifugar por 7 min, 14000 rpmS°&;

7) Descartar todo o liquido;

8) Repetese as etapas 5, 6 e 7 por mais 2 ou 3X;

9) Adicionar 1500 pul de etanol 70% gelado;

10) Centrifugar por 7 min, 14000 rpm,°€;

11) Descartar todo o liquido;

12) Secar as amostras por 3ih;

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

14) Quantificar;

15) Guardar ne80°C;

Digestao

Reagentes

1. Bicarbonato de amdnio 50 mM: 50 mM de bicarbonato de amoénio em agua purificada
(massamolar 79,06 g/mol; 79 mg em 20 mL de agua purificada).

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

5. Cloreto de calcio (Ca®)l0.1M: 0.15mg em 1 rhde agua purificada (massa molar:
147.02g/mol).

6. lodoacetamida (IAA) 0.81: 0.5M de IAA em bicarbonato de aménio 50 mM (massa
molar 184.96)/mol; 92,5 mg em bicarbonato de amdénio 50 mM).

7.So0l u-«o0o de Tripsina: $bilirzagembitarbonStedeuenci ng
amonio 50 mM, aliquotar e armazena8 °C.

Procedimento

1. Padronizar o volume das amostras completando com rapigest 0,1% *. O calculo do volume
€ baseado na quantidade total de proteinas que sera utilizada (geralnmn&0@Q) e na
concentracdo de proteinas em cada amostra.

2. Reducéoadicionar solucdo de DTT 5 mM final. Incubar durante 25 minutos a 56°C.

3. Alquilacao: adicionar solucdo de IAA 14 mM final. Incubar durante 30 minutos a
temperatura ambiente protegida luz.

4. Quenchda IAA livre: adicionar solucdo de DTT 5 mM final. Incubar durante 15
minutos a temperatura ambiente protegido da luz.

5. Adicionar solucédo de Cagl mM final.

6.Preparo da tripsina: 20 €©€g de 50MMsi na em
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gelado. Concentra-«o final da tripsina 20
7. Adicionar solugéo de tripsina (sugestao usar na proporcao de 1:50 de enzima:substrato).
Incubar de 16 a 26 a 37°C, com shake d200 rpm cobrir a bandeja do thermo shake com
papel aluminio.

*Rapigest a 0,2% é preparado ao ser solubilizado em 500 pl de bicarbonato de ambénio 50
mM.

Dia seguinte

1. Adicionar TFA a 0,4% do volume total das amostras para parar a reagcédo da tripsina.
Verificar se o pH esta aproximadamente 2, adicionaderadamente mais TFA caso néo
esteja. Vortexar.

2. Incubar as amostras a 3Z por 90 minutos.

3. Centrifugar as amostras a 14000 rprfCgoor 30 minutos.

4. Transferir o sobrenadante para o vial.

5, Aument ar o pH adi ci fOH paraglevar® pH dié 10, edicibnarN NH
moderadamente mais deste reagente caso o pH ndo esteja em 10.
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APENDICE B i Dados suplementares

Figura S1. Abundéncia relativa de peptideos entre os filos, classes e ordem de bactérias (respectivamente, a
partir do c2rculo central de fAbact®riado), constru?2d.
a quantidade de peptideos. a) Solo Expdst&AD Inicial; c) RAD AvancadoZ; d) RAD Avancado 4; e)

Solo Nativo
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