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RESUMO

Na Serra dos Carajas coexistem diferentes tipos de riquezas, além de grandes jazidas minerais ha
uma alta biodiversidade associada a ecossistemas Unicos, dentre eles, os campos rupestres
ferruginosos (canga). Os ecossistemas que compde as &reas de canga possuem caracteristicas
peculiares e clima severo, impondo um ambiente dindmico para 0s organismos. Presente em
topos de montanhas estes ambientes sofrem com intensas radiagdes UV, ventos fortes, variagdes
térmicas diarias, solos rasos, acidos, pobres nutricionalmente e com baixa retencéo de agua, além
de possuirem significativas concentracbes de metais pesados. Os microrganismos edéaficos
exercem papel fundamental para o equilibrio desses ambientes, Sd0 responsaveis por processos
relacionados a manutencdo e funcionalidade dos solos, como os ciclos biogeoquimicos e
interacdes ecoldgicas, incluindo as que beneficiam as plantas que habitam a canga. A deteccao de
proteinas permite enxergar quais processos microbianos estdo ativos e interpretar quais rotas
metabolicas podem ser mais importantes para a manutencdo de cada ecossistema. Devido a
heterogeneidade dos ambientes que compBem as areas de canga, acredita-se que existam
distingdes taxondmicas e funcionais nos perfis moleculares do solo de cada fitofisionomia que
compde o mosaico de paisagens de Carajas. Através de uma abordagem metaprotedmica,
almejou-se a obtencdo de informacBes funcionais e filogenéticas de quatro fitofisionomias das
areas de canga ferruginosa da Serra de Carajas: Campo Rupestre Arbustivo, Campo Rupestre de
Vellozia, Campo Graminoso e Capéo Florestal. Foram analisadas 32 amostras de solos de canga
por cromatografia liquida e espectrometria de massas e obteve-se um total de 3760 proteinas,
sendo possivel a anotacdo de 1328 proteinas (obtencao da funcéo, localizacéo celular e processos
moleculares associados a cada proteina). O metaproteoma indicou uma grande quantidade de
proteinas e organismos exclusivos de cada fitofisionomia. Todavia, estas proteinas parecem estar
envolvidas, em grande parte, nas mesmas rotas metabdlicas, demonstrando um alto grau de
redundéncia funcional nas comunidades microbianas que habitam os solos das cangas de Carajés.
O predominio de vias de sinalizagdo intracelular e de proteinas de membrana indica intensa
interacdo entre organismos e ambiente, com provavel objetivo de desenvolver estratégias para
sobreviver sob as condicGes extremas as quais estdo submetidos. Enzimas chaves vinculadas a
ciclagem de nutrientes como C, N, P, e S também foram detectadas neste estudo. Também
observou-se alta similaridade do ponto de vista molecular entre as fitofisionomias dos Campos
Rupestres Arbustivo e de Vellozia. Por fim, embora ainda existam limitagdes nas técnicas
disponiveis para a metaprotedmica de solos, foi possivel obter o proteoma da maioria das
amostras analisadas. Foi possivel também derivar informacBes bioquimicas importantes a
respeito de cada fitofisionomia, demonstrando, sobretudo o potencial da metaprotedmica como
ferramenta para estudo da diversidade funcional dos solos e monitoramento ambiental de areas
nativas ou impactadas.

Palavras-Chave: Canga; Fitofisionomias; Microrganismos do solo; Metaprotedmica.



ABSTRACT

In the Serra dos Carajas coexist different types of riches, in addition to great mineral deposits
there is a high biodiversity, constituting unique ecosystems, among them, the ironstone outcrops
(canga). The ecosystems that compose the canga areas have peculiar characteristics and severe
climate, imposing a dynamic environment for organisms. Present in mountain tops these
environments suffer from intense UV radiations, strong winds, daily thermal variations, shallow,
acidic, poor nutritionally soils and with low water retention, besides having significant
concentrations of heavy metals. The edaphic microorganisms play a fundamental role in the
equilibrium of these ecosystems. They are responsible for processes related to soil maintenance
and functionality, such as biogeochemical cycles and ecological interactions, including those that
benefit plants that inhabit canga. Protein detection allows us to discover which microbial
processes are active and to interpret which metabolic pathways may be most important for the
maintenance of each ecosystem. Due to the heterogeneity of the environments that compose the
canga areas, it is believed that there are taxonomic and functional distinctions in the molecular
soil profiles of each phytophysiognomy that compounds the mosaic of Carajas landscapes.
Through a metaproteomic approach, we aim to obtain functional and phylogenetic information
from four phytophysiognomies of the ferruginous canga areas of Serra de Carajas: Campo
Rupestre Arbustivo, Campo Rupestre de Vellozia, Campo Graminoso and Capdo Florestal.
Thirty-two samples of canga soils were analyzed by liquid chromatography and mass
spectrometry, a total of 3760 proteins were identified. It was possible to annotate 1328 proteins
(obtaining the function, cellular location and molecular processes associated with each protein).
The metaproteom indicated a large amount of proteins and organisms unique to each
phytophysiognomy. However, these proteins appear to be involved, in large part, in the same
metabolic pathways, demonstrating a high degree of functional redundancy in the microbial
communities that inhabit the soils of Carajas cangas. The predominance of intracellular signalling
pathways and membrane proteins indicates intense interaction between organisms and
environment, probably aiming to develop strategies to survive under the extreme conditions they
are subjected to. Key enzymes linked to nutrient cycling such as C, N, P, and S were also
detected in this study. High molecular similarity was also observed between the
phytophysiognomies of Campos Rupestres Arbustivo and Vellozia. Finally, although there are
still limitations in the techniques available for soil metaproteomics, it was possible to obtain the
proteome of most samples analyzed. Thereby, to derive important biochemical information
regarding each phytophysiognomy, demonstrating, above all, the potential of metaproteomics as
a tool for the study of soil functional diversity and environmental monitoring of native or
impacted areas.

Key-Words: Ironstone outcrops. Metaproteomics. Soil microorganisms. Phytophysiognomies.
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1 INTRODUCAO

A extracdo mineral é uma das atividades mais antigas exercida pelo homem,
primeiramente como forma de sobrevivéncia, e, posteriormente, assumindo a posi¢éo de fonte
produtora de bens sociais e industriais, sendo fundamental na evolucdo alcangada pela
humanidade. Os minerais estdo presentes nos meios de comunicacao, meios de transporte,
equipamentos medicinais, utensilios domésticos e demais instrumentos para diversas
finalidades em nosso dia-a-dia. Entretanto, as atividades mineradoras desencadeiam impactos
ambientais que devem ser remediados e/ou mitigados conforme a legislacéo vigente.

O estado do Para possui a segunda maior provincia mineral do mundo, englobando
importantes depdsitos de Fe, Au, Cu, Mn e outros metais (GALARZA; MACAMBIRA,
2002), destacando-se as jazidas de minério de ferro, as quais estdo entre as de maior teor do
mundo (LINDENMAYER; LAUX; TEIXEIRA, 2001). Todavia, Carajas abriga outros tipos
de riqueza, uma vez que estando inserida na Floresta Amazonica, possui uma elevada
biodiversidade com altos indices de endemismo, compondo uma variedade de ecossistemas
Unicos que devem ser preservados (GIULIETTI; PIRANI, 1988; MMA, 2004; CORREA,
2011).

Os ecossistemas presentes em afloramentos ferruginosos conhecidos como canga, sdo
peculiares e estdo entre os menos conhecidos e mais ameacados do Brasil, devido a sua
distribuicdo restrita e associada aos principais depositos de minério de ferro do pais (JACOBI;
CARMO, 2008). As camadas superficiais de canga sdo originarias de formacdes ferriferas, e
exercem controle na distribuicdo da cobertura vegetal (SCHAEFER et al., 2015). Os solos de
canga podem ser classificados como superficiais e deficientes em estrutura e em nutrientes,
pouco férteis, &cidos, com baixa retencdo de agua e com presenca de metais pesados (SILVA,
1992; MATIAS et al., 2009; VASCONCELOS et al., 2016).

Nas montanhas ferruginosas da Serra dos Carajds coexistem diferentes padrbes
ambientais, que vao desde as tipicas ilhas florestais a formacdes vegetais mais abertas,
formando um mosaico que constitui 0 complexo rupestre da regido. Para este trabalho foram
adotadas classificagcOes fitofisionomicas descritivas, considerando as quatro de maior
predominancia nas areas de canga, e tendo como base a classificacdo feita por Schaefer et al.,
(2016). S&o elas: Campo Rupestre de \ellozia (CRV); Campo Rupestre Arbustivo (CRA);

Campo Graminoso (CG) e Capdo Florestal (CF). E importante ressaltar que a diversidade
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vegetal nestas areas é um dos fatores que determina a disponibilidade e a composi¢do de
substancias orgéanicas liberadas no solo, interferindo desse modo, na composi¢do das
comunidades microbianas (Odham et al., 1986).

No solo, ocorrem iniimeros processos com alto grau de complexidade, alguns
resultantes da atividade dos microrganismos presentes nesse ambiente, e suas inter-relagoes e
fungdes para a sanidade vegetal, qualidade do solo e do meio ambiente (MOREIRA;
SIQUEIRA, 2006). Os solos de areas onde ocorre extragdo mineral sofrem alteracdes devido
ao desmatamento, remocdo da camada superficial e intenso revolvimento, impactando
negativamente a composi¢do da microbiota presente e os processos edaficos (MELLONI,
2007).

Os microrganismos presentes no solo influenciam os aspectos fisicos e quimicos deste
complexo e dindmico ambiente (DICK; SCHUMACHER, 2015). Além de realizarem
associacdes simbidticas, imprescindiveis para o crescimento e desenvolvimento da vegetacao
(VASCONCELOS et al., 2016). Desempenham também importante papel na decomposicao de
compostos organicos, na transformacdo dos materiais do solo, e principalmente na ciclagem
de nutrientes (BASTIDA et al., 2009). Muitas dessas reagdes sdo favorecidas por enzimas
microbianas, proteinas individuais que, em grande escala, podem ser consideradas como as
essenciais para a homeostase do planeta (WILMES; BOND, 2006).

Com a evolucéo da biologia molecular o estudo da microbiota se tornou mais facil, e
0 interesse por conhecer melhor este universo tem crescido cada vez mais. A metagendmica €
a caracterizacdo em larga escala do material genético procedente de uma fonte bioldgica ou
ambiental (GOTELLI; ELLISON; BALLIF, 2012), uma ferramenta utilizada para identificar
genes que podem estar envolvidos em processos celulares e bioquimicos do solo (BASTIDA
et al.,, 2009). Por sua vez, a deteccdo de proteinas permite enxergar quais Processos
microbianos estdo ativos e interpretar quais rotas metabdlicas sdo mais importantes para a
manutencdo de um determinado ecossistema. A metaprotedbmica, portanto € a caracterizacao
em larga escala de todo o componente protéico da microbiota de um ambiente em um
determinado momento (WILMES; HEINTZ-BUSCHART; BOND, 2015).

As abordagens meta-dmicas, especialmente a metaprotedmica, permitem o exame
simultaneo de vérias funcBes proteicas ajudando, portanto, a desvendar a interagdo entre a

dindmica da respiragdo do solo, estrutura da comunidade microbiana e funcionamento
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fisiologico dos microrganismos do solo em um determinado ambiente (BASTIDA et al.,
2009; AYLWARD et al., 2012; BASTIDA; JEHMLICH, 2016a).

Os microrganismos sdo essenciais na ciclagem e liberacdo dos nutrientes e na
manutencdo da composicdo quimica do solo, agua, sedimentos e atmosfera, além de serem
parte fundamental no desenvolvimento de qualquer organismo. Conhecé-los é importante para
entender o funcionamento dos ecossistemas envolvidos. As paisagens que compdem a Serra
dos Carajas sdo constituidas de caracteristicas muito especificas e pouco conhecidas, e estas
tornam o ambiente de dificil estabilidade para os organismos. Estas mesmas areas sdo ainda
pouco estudadas, mas, bastante exploradas devido suas riquezas minerais, resultando em areas
impactadas. Conforme legislacdo vigente a restauracdo ecol6gica de areas impactadas €
necessaria, para tanto é imprescindivel um conhecimento a fundo da composicdo e
funcionamento de tal ambiente.

Tendo consciéncia de toda influéncia que a microbiota presente no solo exerce para o
equilibrio ecossistémico; a facilidade que as novas tecnologias proporcionam para o estudo
microbiano e suas interacdes; além da peculiaridade que compdem os ambientes de canga e
toda exploracdo que este sofre, faz-se necessaria a busca pela compatibilizacdo entre o
desenvolvimento econdémico com a preservacdo desses ecossistemas. Com isso, este trabalho
objetiva através de uma abordagem metaprotedmica obter informacbes funcionais e
filogenéticas das quatro fitofisionomias das areas de canga ferruginosa da Serra dos Carajas,
acreditando-se que estas possuem caracteristicas distintas, especificas de cada ambiente. A
criacdo de referéncias bioquimicas e moleculares deve servir de guia para as avalia¢fes de
impactos ambientais, como também para orientar estratégias no acompanhamento de projetos
de recuperacéo de areas degradadas ou validacao de areas de compensacdo ambiental e propor

medidas de mitigacdo dos impactos causados pela mineracdo na regido de Carajés.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo Geral
Utilizar uma abordagem metaprotebmica para obter informacgdes funcionais e

filogenéticas de quatro fitofisionomias da Serra de Carajas.

2.2. Objetivos Especificos

a) isolar, identificar e quantificar proteinas de solos sob diferentes
fitofisionomias da Canga de Carajas;

b) detectar enzimas chave para manutencédo dos ciclos biogeoquimicos (C, N, S e
P) nos solos das fitofisionomias estudadas;

c) averiguar o grau de similaridade do proteoma do solo nas fitofisionomias;

d) verificar quais fungdes moleculares e rotas metabdlicas sdo mais abundantes

nos solos das diferentes fitofisionomias de canga.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 A Provincia Mineral de Carajas

Situada no sudeste do Estado do Para (5°54°-6°33" S e 49°53°-50°34> W), a Provincia
Mineral de Carajas é constituida por um complexo montanhoso, caracterizado pela riqueza de
recursos minerais, relevo acidentado e presenca de platds de afloramentos de rochas
ferruginosas isoladas (VIANA et al.,, 2016). Estes platds estdo sustentados em parte por
coberturas lateriticas detriticas (cangas), constituidas essencialmente de fragmentos relictuais
de hematita e magnetita, originadas a partir da alteracdo intempérica das formacGes ferriferas
bandadas (banded iron formations, BIF) (BEISIEGEL et al., 1973).

Sobre as cangas de Carajas cresce uma vegetacdo baixa, com poucos individuos de
porte arbdreo, apresentando um aspecto savanico e com a presenca marcante de diversas
espécies herbaceas, bem destacada da floresta tropical circunvizinha (NUNES, 2009). O
aspecto aberto desta vegetacdo foi importante desde o inicio das pesquisas geologicas, pois
serviu como indicador para as descobertas de minério da regido (SILVA; SECCO; LOBO,
1996).

Em 1998, foi criada a Floresta Nacional de Carajas, unidade de conservacao de uso
sustentavel, que abrange as principais montanhas da regido de Carajas (MOTA et al., 2015).
Outras areas de protecdo ambiental também foram estabelecidas no entorno, para a protecao da
biodiversidade e servicos ecossistémicos dos diferentes ecossistemas da regido. O Mosaico de
Carajas inclui a Floresta Nacional de Itacaiunas, Floresta Nacional do Tapirapé-Aquiri, Reserva
Bioldgica de Tapirapé, Area de Protecdo Ambiental do lgarapé Gelado e Terra Indigena Xicrin
do Cateté, somando aproximadamente 12.000 km? (VIANA et al., 2016). Criado em junho de
2017 o Parque Nacional dos Campos Ferruginosos, que inclui as Serras da Bocaina e do
Tarzan, € mais uma area de protecdo somada a este complexo.

O clima atual da regido se enquadra no tipo Aw de Koppen, possuindo como
caracteristica marcante um indice pluviométrico anual elevado e a presenca de um periodo bem
definido de estiagem. A temperatura média mensal varia entre 25,1°C e 26,3°C, sendo a minima
absoluta situada entre 15,6°C e 18,3°C e registrada entre os meses de julho e outubro, e a
méaxima entre 34,3°C e 38,1°C, que pode ocorrer nos demais meses (VIANA et al., 2016).
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3.2 Canga e suas fitofisionomias

A regido de Carajas compBe uma mistura de distintas paisagens, coexistindo dois
ambientes fitogeograficos distintos: um tipicamente arbdreo, representado pela Floresta
Ombrofila, ocupando a maior area; e outro representado por uma formacdo herbaceo-
arbustiva, associado a afloramentos rochosos ricos em ferro, conhecida como vegetacdo de
canga, ou campo rupestre ferruginoso, estando este localizado nos topos de montanhas
(NUNES, 2009; SCHAEFER et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2016).

Canga € um termo brasileiro que se refere a um ecossistema associado a uma crosta
superficial de ferro, presente nos estados de Minas Gerais e Pard (SKIRYCZ et al., 2014).
Localizados em topo de montanhas, compostos por diversos microambientes como cavernas,
lagoas, brejos, lajeados, fendas, pocgas e escarpas, 0s complexos rupestres, assim também
conhecidos, possuem uma rica biodiversidade, bem como espécies endémicas e ameacadas de
extingdo (JACOBI et al., 2007; SKIRYCZ et al., 2014; MOTA et al., 2015).

Severas condicBes edafoclimaticas como, alta radiacdo UV, variacdes térmicas diarias,
elevada evapotranspiracdo e ventos fortes, desafiam a vegetacéo a se estabelecer nos solos de
canga, 0S quais sdo rasos e acidos, possuem baixa capacidade de retencdo de agua e sao
pobres nutricionalmente, além de possuirem elevados teores de metais pesados (SILVA,
1992; JACOBI; DO CARMO; VINCENT, 2008; SKIRYCZ et al., 2014; NUNES et al., 2015;
VASCONCELOS et al., 2016). Tais condi¢des extremas ocasionaram o desenvolvimento de
mecanismos de sobrevivéncia das espécies ali adaptadas, as quais apresentam particularidades
fisiologicas, morfologicas e reprodutivas (GIULIETTI et al., 1987). Espécies metaldfitas, por
exemplo, sdo caracterizadas por possuirem altas concentragdes de metais pesados em seus
tecidos, o que pode eventualmente influenciar na estatura das plantas que desenvolvem
nanismo ou gigantismo (PORTO; SILVA, 1989).

Dentro da Serra dos Carajas algumas fitofisionomias se individualizam, contudo,
formas intermediarias entre elas s&o comuns, e muitas espécies ocorrem em mais de uma
dessas fitofisionomias (MOTA et al., 2015). Para este trabalho foram adotadas classificacGes
fitofisiondbmicas descritivas, considerando as quatro de maior predominancia nas areas de
canga, e tendo como base a classificagéo feita por Schaefer et al., (2016), os quais consideram
o0s aspectos morfologicos, fisicos e quimicos, para a caracterizacdo de geoambientes (figura
1).
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o Campo Rupestre de Vellozia (CRV): Solos rasos, bem drenados, ricos em matéria
organica sobre camada continua de canga, abundancia de termiteiros. Estrato arbustivo-
herbaceo com abundancia dos géneros Axonopus, Vellozia, Sobralia, Ipomea e

Andropogon.

o Campo Rupestre Arbustivo (CRA): Solos rasos, bem drenados, com bols6es de matéria
organica nas fraturas da camada de canga, abundancia de termiteiros. Estrato arbustivo

com abundancia dos géneros Callisthene, Byrsonima, Bauhinia, Alibertia e Mimosa.

e Campo Graminoso (CG): Solos rasos, moderadamente drenados, ricos em matéria
organica, sobre camada continua de canga. Apresenta estrato graminoOide, com
predominancia das familias Xyridaceae, Cyperaceae, Graminea e Eriocaulaceae.

e Capéo Florestal (CF): Solos profundos, bem drenados, com quantidade expressiva de
fragmentos de canga (concre¢do) do tamanho de areia e silte, teores altos de fosforo
quando préximos a cavernas. Estrato arbéreo com abundancia dos géneros Pouteria,

Sacoglottis, Myrcia, Miconia, Ficus e Cupania.

Mata alta de transicao
com collvios

Mata alta Mata baixa |

Campo rupestre " Latossolos " Cambissolos
de Vellozia Campo rupestre Concrecionarios
Arbustivo

Campo rupestre
~ de Vellozia

Saprolito do Jaspilito
(Formagao Carajas)

Collvios Latossélicos

Cavernas

Figura 1 — Corte esquematico da paisagem tipica da Serra dos Carajas, ilustrando alguns dos geoambientes bem
drenados e solos associados. Fonte: Schaefer et al., 2016.
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3.3 Importéancia da microbiota para manutencao dos ecossistemas

A diversidade floristica estd associada a variacdo de condi¢cbes ambientais,
principalmente as relacionadas ao solo, que condicionam a coexisténcia de espécies vegetais,
com diferentes exigéncias ecologicas (DICK; SCHUMACHER, 2015). As comunidades
microbianas que habitam o solo exercem papeis fundamentais, mediando interacfes entre
planta e solo e contribuindo para a adaptacdo de plantas heterogéneas e com diferentes
funcbes ecossistémicas (MONTEIRO et al., 2004).

O solo é considerado um importante compartimento da biosfera, atuando ndo somente
como base para a atividade agricola, mas também na manutencdo da qualidade do ambiente
local, regional e global (GLANZ, 1995). Devido sua natureza heterogénea, complexa e
dindmica, o solo ¢ um habitat excepcionalmente peculiar, viabilizando a coexisténcia de
organismos com metabolismos distintos, que interagem de modo dindmico e em equilibrio,
propiciando desse modo condigdes ideais para uma biodiversidade extremamente elevada
(MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).

As caracteristicas intrinsecas de cada habitat sdo determinantes para a diversidade,
densidade e funcionalidade da comunidade microbiana e o éxito de tais comunidades é
decorrente da extensdo e rapidez de suas respostas fisioldgicas as condi¢cbes ambientais
predominantes, bem como de sua elasticidade metabdlica (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006).
Os microrganismos presentes no solo atuam como fonte e dreno de nutrientes em todos os
ecossistemas. Possuem papel fundamental na decomposicdo da serapilheira e ciclagem dos
nutrientes, estrutura do solo, fixacdo bioldgica de N2, associacbes micorrizicas, controle
bioldgico de fitopatdgenos e outras alteracdes do solo que influenciam o crescimento vegetal
(KENNEDY:; SMITH, 1995; MELLONI, 2007).

Os processos mediados bioldgica e bioguimicamente no solo sdo fundamentais para o
funcionamento do ecossistema terrestre (KANDELER, 2007). A vida no planeta tem como
base dois processos principais opostos: a fotossintese, realizada pelos autotroficos (produtores
primarios), e a decomposicdo seguida da mineralizacdo dos materiais organicos por ela
formados, feita pelos heterotroficos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Os processos de
decomposicdo de residuos organicos sao estudados em trés diferentes niveis de resolucdo:
molecular, organizacional e populacional, devendo haver a integracdo destes para total

compreensdo das fun¢des microbianas no solo (KANDELER, 2007).
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3.4 Metaprotedmica

Os microrganismos que compdem a biota do solo sdo variados em relacdo a espécies,
funcOes, interacOes, habitat, fisiologia e nutricdo, entre outros aspectos (STAMFORD et al.,
2005). Entre todos os compartimentos ambientais naturais, 0s solos provavelmente contém a
maior biomassa e diversidade microbiana, o que os classificam como um dos habitats mais
desafiadores para os microbiologistas (LIU et al., 2017). Entretanto, segundo Blagodatskaya e
Kuzyakov (2013) apenas uma pequena fracdo da biomassa microbiana do solo encontra-se
usualmente ativa (0,1-2%).

A ecologia microbiana tem tido novos avancgos em decorréncia do desenvolvimento de
técnicas moleculares baseadas no DNA, as quais permitem o estudo da estrutura microbiana,
verificando a abundancia de genes relacionados a um determinado grupo envolvido em uma
via metabdlica (BASTIDA et al., 2009). A metagendmica fornece um catalogo extenso de
informagdes gendmicas que podem ser traduzidas em uma lista de todos os produtos protéicos
possiveis (HETTICH et al., 2012). Fornece, portanto, uma descricdo fundamental dos genes
funcionais e da filogenia de toda a comunidade microbiana (BASTIDA; JEHMLICH, 2016b).
Desse modo, a informacdo metagendmica representa o "potencial funcional™ do ambiente.
Entretanto, analises baseadas em DNA ndo produzem inferéncias em relagédo a atividade dos
genes em questdo. Portanto, para avaliar a fungéo e ligar a biodiversidade ao funcionamento
do ecossistema, é de extrema importancia ndo apenas medir a abundancia de genes, mas
também a expressdo (MRNA) e o acumulo diferencial de proteinas (PROSSER, 2015;
DELGADO-BAQUERIZO et al., 2016; KEIBLINGER et al., 2016). A metaprotebmica é uma
técnica que possibilita a identificagdo do acervo proteico presente em determinado ambiente,
sendo este a ligacdo direta ao potencial catabdlico dos microrganismos (HETTICH et al.,
2013). H4, entdo, a compreensdo da relacdo existente entre as fungdes filogenéticas da
comunidade microbiana com os processos funcionais do solo (BASTIDA; JEHMLICH,
2016b).

Contudo, alguns fatores dificultam a extracdo de proteinas de solos tais como a
presenca de outros compostos organicos: carboidratos complexos; lipidios; compostos
fendlicos (lignina); substancias humicas; e também compostos inorgéanicos da matriz do solo,
como o silte e minerais de argila (KEIBLINGER et al., 2016). Depois de extraidas, outro
obstaculo é a identificacdo e caracterizacdo das proteinas, pois isto depende do design,
capacidade e qualidade do banco de dados escolhido (WANG et al.,, 2016). Muitos
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sequenciamentos da microbiota edafica ainda ndo foram divulgados e assim h& pouca
correspondéncia com bancos de dados publicos tais como NCBI ou Uniprot (WILMES;
BOND, 2006). Para contornar este problema esta sendo criado um banco de dados baseado
em sequenciamento shotgun de DNA e anotacdo funcional dos genes que codificam proteinas
baseada em descri¢des do InterProScan (FINN et al., 2017).

Espera-se, portanto, que através da associacdo dos dados de metagendmica e
metaprotedmica se obtenham maiores informacbes sobre a composicdo filogenética e
funcional dos solos de canga ferruginosa da Serra dos Carajas. Isto deve proporcionar a
interpretacdo do funcionamento dos processos que ocorrem no solo, com o foco em interagdes
microbiota-solo-planta. Assim deve ser possivel identificar as espécies existentes nos solos de
cada fitofisionomia que compdem a canga, comprovando a relacdo direta da diversidade

microbiana com 0 mosaico vegetal.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Local de Amostragem
Nos estudos que definiram o Distrito Ferrifero de Carajas (RESENDE; BARBOSA,
1972), a Serra dos Carajas foi setorizada em quatro conjuntos principais de serras: Serra Norte
(platbs N1 a N9); Serra Sul (platés S1 a S45); Serra Leste (platds SL1 a SL3) e Serra de Séo
Félix (platds SF1 a SF3). Alguns platés recebem nomes especificos, como a Serra da Bocaina
e Serra do Tarzan, ambas pertencentes a Serra Sul (figura 2) (MOTA et al., 2015).
As amostras foram coletadas nas Serras Norte, Sul e Bocaina, em &reas de canga nativa.
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Figura 2 — Localizagdo da regido da Serra dos Carajas (estrela), limites da FLONA Carajas (cinza) e
identificacdo dos principais afloramentos ferruginosos (preto) estudados nas areas de canga. Fonte:
Viana et al., 2016.

4.2 Amostras de Solo

As amostras foram coletadas no periodo chuvoso do ano de 2017, pela equipe de
recuperacdo de areas degradadas do Instituto Tecnoldgico Vale Desenvolvimento Sustentavel,
na Serra dos Carajas (areas da Serra Norte, Serra Sul e Bocaina), representando areas de
quatro diferentes fitofisionomias. Foram realizados transectos de aproximadamente 300
metros, e demarcadas parcelas de 20x10m, sendo quatro parcelas por transecto. Cada parcela
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compreende a uma fitofisionomia, entretanto nem todos os transectos contém as quatro
fitofisionomias. Em cada parcela foi coletada uma amostra de solo superficial (0-5 cm)
composta por cinco pontos de amostragem. Apds coletadas, as amostras foram armazenadas a
-80°C.

Foram coletadas um total de 48 amostras (tabela 1), entretanto com o intuito de
padronizar a quantidade de amostras para que se obtivesse uma analise mais coerente de
dados, adotou-se a menor quantidade de amostras que continha uma fitofisionomia. Ao final

deu-se continuidade nas analises com oito amostras por ambiente, totalizando 32.

Tabela 1 — Quantidade de amostras coletadas por fitofisionomia das areas de canga da Serra
dos Carajas.

Fitofisionomia Amostras
Campo Graminoso 11
Campo Rupestre Vellozia 13
Campo Rupestre Arbustivo 16
Capéo Florestal 8

4.3 Extracdo de proteinas do solo

A extracdo de proteinas foi realizada utilizando método proposto por (WANG et al.,
2006) que inclui etapas de pré-limpeza para remover contaminantes que afetam a separacéao
(lavagem de &cido tricloro-acético /acetona) e adicionalmente remover compostos (poli)fenois
(lavagem de metanol).

Foram pesadas aproximadamente 3 g de solo e dispostas em falcons de 15 mL,
posteriormente foi adicionado 10 mL de tamp&o contendo sacarose (1,5 M), Tris-HCL (1 M,
pH 8), SDS (dodecilsulfato de sédio, 10%), PMSF (fluoreto de metilfenilsulfonil, 100 mM),
PVPP (polivinilpolipirrolidona) e H20 ultrapura, em seguida adicionou-se 10 pL de inibidor
de proteases (Protease Inhibitor cocktail - P8340 Sigma-Aldrich) e 500 uL de B-
mercaptoetanol, sendo deixadas entdo no gelo por 10 minutos.

As amostras foram submetidas a sonicacdo por seis repeticbes de 30 segundos, com
intervalos de aproximadamente 30 — 60 segundos, ou até que a mesma esfriasse, evitando o

aquecimento. Em sequéncia, a amostra contida em cada falcon foi dividida em oito
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eppendorfs (epp) de 2 mL, transferindo aproximadamente 1000 pL da amostra em cada epp, €
adicionados 700 pL de fenol em cada epp.

As amostras foram homogeneizadas durante 15 minutos em um vortex, em seguida
centrifugadas por sete minutos, 18228 g a 4°C, para que houvesse a separacdo da fase
fendlica, a qual foi transferida para um epp novo. Repetiu-se o processo de centrifugacao para
que fossem eliminados quaisquer residuos da fase aquosa ou de SDS. Finalizou-se esta
primeira etapa com a transferéncia de 700 pL do sobrenadante para um novo epp e adicionou-
se outros 700 pL de acetato de ambnia em metanol, para a precipitacdo das proteinas,
vortexou-se as amostras rapidamente apenas para misturd-las e as armazenou a -80°C
overnight.

Para a limpeza das amostras, as mesmas foram submetidas a repetidas etapas de
lavagem. Inicialmente centrifugou-se as amostras por 20 minutos, 182289 a 4°C, descartou-se
todo o liquido, adicionou-se 1500 pL de acetona 80%, pipetou-se continuamente para que 0
pellet se dissolvesse, transferiu-se para um novo epp, vortexou rapidamente e centrifugou por
sete minutos, 18228 g a 4°C. Repetiu-se 0 processo por trés ou quatro vezes e executou-se
uma ultima lavagem, porém utilizando etanol 70%, centrifugando por outros sete minutos,
depois descartou-se todo o liquido e secou-se as amostras. Apds secas, adicionou-se 200uL de
ureia 7 M tioureia 2 M, pipetando repetidamente para que ocorresse a dissolugcdo do pellet.
Realizou-se a quantificacdo das proteinas atraves do Qubit 2.0 (Invitrogen); e entdo

armazenou-se as amostras a -80°C.

4.4 Digestéo das proteinas

A digestdo de proteinas foi realizada utilizando 50 pg de proteina de cada amostra,
sendo completadas com ureia 8 M para um volume final de 150 pL cada. O preparo da
digestdo foi realizado inicialmente com a reducédo de proteinas com ditiotreitol (DTT, 5 mM),
incubando-as por 25 minutos a 56°C; em seguida realizou-se a alquilacdo com a adi¢édo de
iodoacetamida (IAA, 14 mM), deixando agir por 30 minutos em temperatura ambiente.
Posteriormente, ocorre a etapa de remogédo de IAA residual, adicionando novamente DTT 5
mM, com incubacdo de 15 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram diluidas em
1:5 de bicarbonato de amonio 50 mM, seguida pela adi¢do de CaCl. 1 mM. O tratamento foi
realizado com tripsina (20 ng/uL?) por 16 horas a 37°C. Para interromper a reagio

enzimatica, adicionou-se acido trifluoacético (TFA) na concentracédo final de 0,4% do volume



22

das amostras, e verificou-se entdo se o pH se encontrava < 3, caso ndo esteja, adiciona-se

mais TFA até que se atinja tal valor.

4.5 Dessalinizacdo das amostras

Para a dessalinizacdo das amostras foram utilizadas colunas Sep-Pak C18 de 50 mg de
fase sdlida e 1 mL de capacidade. Ativou-se as colunas com 3 mL de acetonitrila (ACN)
100%, em seguida equilibrou-as com 1 mL de ACN 50% contendo 0,1 % de &cido férmico, e
3 mL de TFA 0,1%. Em sequéncia, as colunas foram carregadas com as amostras
individualmente e lavadas com 3 mL de TFA 0,1%, sendo equilibradas com 1 mL de &cido
formico 0,1%. Realizou-se a eluicdo com 2 mL de ACN 50% e 1 mL de ACN 80%, contendo
0,1 % de acido formico. Por fim, as amostras foram secas em concentrador a vacuo e

ressuspensas em 50 pL de formiato de amonio 10 mM.

4.6 Cromatografia Liquida Bidimensional acoplada a Espectrometria de Massa

Foi utilizado o cromatografo Nano Acquity UPLC (Waters), configurado para um
fracionamento em duas dimensdes. Para a primeira dimensdo foi utilizada uma coluna
analitica de 5 um XBridge BEH130 C18 (300 um x 50 mm) em um fluxo de 2 pL por minuto.
A segunda dimensdo foi montada com uma coluna trap C18,5 um (180 pum x 20 mm) e uma
coluna analitica 1.7 um BEH130 C18 pm (100 pm x 100 mm) em um fluxo de 400 nL.min.™.
As amostras foram separadas em cinco fragOes a partir de um gradiente de 10.8, 14.0, 16.7,
20.4, e 65.0% de ACN.

O cromatografo foi acoplado diretamente a um espectrémetro de massas ESI-Q-ToF
Synapt G2S (Waters) configurado para operar em modo positivo, e fragmentacdo continua
(MSE) com a energia de colisdo oscilando entre 5 a 40 eV. Foram adquiridos espectros de
massas dentro da faixa de 50 a 1200 Da, com scan de 0,5 segundos e um intervalo entre scans
de 0,1 segundos. A largura do pico e resolucdo dos espectros de massas foram configurados
no modo automatico. O peptideo (lockmass) [Glu-1]-fibrinopeptideo, de massa 785.4827 Da e
cargas +2, foi utilizado como referéncia e lido a cada 30 segundos (segundo configuracdes do
lockmass spray).
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4.7 Bioinformatica

Os dados brutos oriundos da espectrometria de massas foram processados no
ProteinLynx Global Server 3.0.2 (Waters). Para a quantificacdo e identificacdo de proteinas
utilizamos a plataforma Mascot (PERKINS et al., 1999). Para tal faz-se necessario um banco
de dados de peptideos tripticos, o qual foi montado a partir de dados de metagenémica
utilizando o montador MegaHit (LI et al., 2015), o qual foi escolhido apds analises de
montagens entre este e o0 Spades. Para isto, criou-se um arquivo texto composto por
sequéncias do proteoma predito pelas analises metagenémicas, ou seja, todas as possiveis
proteinas que o genoma pode codificar. Para o banco de dados foram utilizados dados de oito
amostras, duas por fitofisionomia, sendo utilizado como critério a qualidade da montagem de
cada uma delas sendo: i) maior contig; ii) maior valor de N50; iii) maior quantidade de bases;
e iv) a quantidade de contigs = 500pb. Ap6s a montagem do arquivo texto, este foi utilizado
como referéncia para identificacdo e quantificacdo de proteinas presentes na amostra.

A analise funcional e enzimatica das proteinas identificadas foi realizada utilizando a
plataforma Unipept (https://unipept.ugent.be/) (MESUERE et al., 2015). Foi utilizado como
arquivo de entrada uma lista contendo as sequéncias dos peptideos identificados por cada
fitofisionomia, e desse modo obteve-se quais enzimas estdo presentes na amostra, e também a
ontologia genética (gene ontology), sendo esta dividida em trés categorias: i) processos
bioldgicos; ii) componente celular; e iii) funcdo molecular. A plataforma KEEG (KANEHISA
et al., 2018) foi utilizada para 0 mapeamento das enzimas em rotas metabdlicas. A anotacao
funcional das proteinas foi feita através da ferramenta InterProScan (MITCHELL et al., 2019)
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-search) e a anotacdo taxondmica foi feita
através do software Kaiju (MENZEL; NG; KROGH, 2016), utilizando arquivo fasta com

sequéncias de nucleotideos do metagenoma.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Quantificacéo e distribuicdo de proteinas

Com a analise de 32 amostras de quatro fitofisionomias que comp&em 0s ambientes de
canga nativa da Serra dos Carajas, obtivemos um total de 3760 proteinas; sendo que 249 sdo
encontradas em mais de uma amostra e 3511 aparecem apenas uma vez, estando estas
distribuidas da forma como ilustra a figura 3a. Através da ferramenta InterProScan realizou-
se a anotacgdo funcional dessas proteinas, obtendo entdo um total de 1328 anotacdes. Apesar
das quatro fitofisionomias coexistirem na Serra dos Carajas, € notavel a grande quantidade de
proteinas exclusivas presentes em cada ambiente (figura 3b). Isto demonstra o quanto essas
paisagens se distinguem do ponto de vista da diversidade das proteinas, o que de fato é
esperado j& que cada ambiente possui estrutura e composi¢do pedoldgica além de mosaico
vegetal distintos.

Ficou clara também a necessidade de um maior numero de réplicas analiticas para
representar o proteoma de cada amostra. Segundo Greenfield et al., (2018), diferentes
métodos de extracdo apresentam diferentes taxas de recuperagdo de proteina e isto depende do
tipo de solo. Eles avaliaram diferentes métodos utilizando trés tipos de solo e obtiveram
resultados variando de 10 a 80% de recuperacgédo de proteinas. Aliado a isto ha a necessidade
de técnicas analiticas mais eficazes. Existem diferentes tipos de espectrémetros de massa com
resolucdo e sensibilidade variavel (BASTIDA; HERNANDEZ; GARCIA, 2014).
Equipamentos com maior resolugdo tendem a cobrir uma maior parte do proteoma detectavel
e isto é altamente desejavel para aprimorar o alcance e a robustez da metaprotebmica de solos.
Adicionalmente, o uso de uma base de dados confidvel, baseado em metagenoma é
fundamental para a identificagdo do maior nimero de proteinas e subsequente anotagdo
funcional. Por exemplo, apenas conseguiu-se recuperar informag6es funcionais de 35,3% do
total do proteoma deste trabalho. Desse modo a metaprotedmica dos solos de canga, os quais
sdo pobres nutricionalmente, rasos, com baixa retencdo de agua, e demais outras
caracteristicas que o caracterizam muitas vezes como um ambiente de condi¢fes extremas, se

torna ainda mais laborioso.
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Figura 3a — Total de proteinas por amostras de solo identificadas por espectrometria de massas e suas respectivas
fitofisionomias as quais compdem a Serra dos Carajas. Os nimeros no eixo X representam o codigo
das amostras no ITV ja os nimeros do eixo Y representam a quantidade de proteinas identificadas
por amostra.
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Figura 3b — Diagrama de Venn mostrando a distribuicdo das proteinas detectadas nas amostras dos solos de
canga por fitofisionomia.

A diversidade filogenética foi inferida através da anotacdo feita pelo software Kaiju.

Corroborando o diagrama anterior, a distribuicdo filogenética apresenta maior nimero de

organismos distintos entre as fitofisionomias (figura 4), nos dando a entender que as proteinas

Unicas sdo oriundas de diferentes microrganismos. I1sso nos confirma a hipotese de que as

areas que constituem os campos ferruginosos possuem composi¢cdes bioldgicas distintas,

consequentemente gerando um proteoma especifico para cada paisagem. Nota-se também que
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em ambas as representacdes, os Campos Arbustivo e Vellozia apresentam maior semelhanca

entre eles em comparacdo com os demais.

Avg(Capia) Avg|Braminosa) dvglArbustiva) Avg(Velloza)
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Mycobacterium sp. E31
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Streplomyces sp. XY
Flanctomycetaceas bacterivm SCGG AG-212-F
Sediminibactarium sg.
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Figura 4 — Heatmap ilustrando a distribui¢do da filogenia dos microrganismos presentes nos solos de canga por
fitofisionomia. No topo da imagem tem-se um dendrograma demonstrando o agrupamento que ha nos
Campos de Vellozia e Arbustivo, tendo como base a filogenia em questao.
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5.2 Categorizagdo Funcional

Através da ferramenta Unipept, utilizando como entrada as sequéncias de peptideos
identificados, foram obtidas informacdes funcionais dos solos das cangas da Serra dos Carajas
(figura 5). A Ontologia Genética (gene ontology) define o universo de conceitos relacionados
as funcbes génicas e como essas funcgdes estdo relacionadas umas as outras. Esses grupos se
dividem em trés aspectos: funcdo molecular (atividades de nivel molecular realizadas por
produtos genéticos), componente celular (as localizagdes relativas a estruturas celulares nas
quais um produto génico desempenha uma fungdo) e processo biolégico (os processos
maiores, ou 'programas biologicos' realizados por multiplas atividades moleculares)
(ASHBURNER et al., 2000).
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Figura 5 — Os top 10 das func@es moleculares, componentes celulares e processos bioldgicos, mais abundantes
nos solos de canga em cada fitofisionomia, estes foram identificados através da sequéncia de
peptideos.
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Os peptideos identificados foram agrupados em 906 categorias funcionais
considerando todo o proteoma dos solos de canga. A grande maioria das fungdes € exclusiva
de cada area, porém, com poucos peptideos associados. A maioria dos peptideos identificados
se encontra distribuidos em poucas fun¢des moleculares. Analisando as 10 fun¢des mais
abundantes, a fun¢do “ligacdo de ATP” foi a mais bem representada (824 sequéncias), seguida
de “ligagdo de DNA” (589 sequéncias) e “ligagdo a ions metalicos” (369 sequéncias). Juntas,
essas categorias representam o equivalente a 66% dos peptideos detectados em todo o
experimento. Destas fun¢des pode-se inferir a respeito de processos relacionados a producéo
de energia e expresséo génica, provavelmente relacionadas a mudangas constantes que podem
estar acontecendo no ambiente. As concentracdes significativas de metais pesados no solo de
canga (SILVA, 1992), podem explicar o grande numero de peptideos na func¢do “ligagdo a
ions metalicos”. Outras fun¢bes como ligacBes a ions de zinco, atividades oxido-redutivas,
cataliticas, e atividades enzimaticas também se destacaram.

Os componentes celulares nos disponibilizam informacdes a respeito da provavel
localizagdo da proteina (se este estd dentro e/ou fora da célula ou em qual compartimento
especifico, como uma organela ou ndcleo celular). Os peptideos identificados estdo
possivelmente distribuidos em 219 componentes celulares. Analisando os 10 componentes de
maior abundancia, pdde-se observar que a maioria dos peptideos identificados € de proteinas
de membrana (954), o que pode estar relacionado com um grande namero interacdes entre a
célula e o ambiente. Trocas sucessivas de sinais e nutrientes entre 0s microrganismos e entre
eles e a vegetacdo, por exemplo. As proteinas de membrana também desempenham papéis
importantes em bactérias gram-negativas, mitocondrias e cloroplastos no transporte de
nutrientes, importacdo de proteinas, secrecao e outros processos biolégicos essenciais (GU et
al., 2016). Um total representativo de proteinas esta presente em outros componentes basicos
como citoplasma (516), componentes intracelulares (215) e membrana plasmaética (179).

Dentre os 810 processos biologicos detectados, apenas 75 sdo comuns a todas as
paisagens. Entretanto, a maior concentracdo dos peptideos se apresenta, assim como as
demais categorias ja citadas, em uma quantidade reduzida de processos. Os trés de maior
destaque sdo transcricdo de DNA (254), regulacdo da transcricdo do DNA (151) e processos
metabolicos (137). Os dois primeiros estdo relacionados a expressdo génica. Transporte

transmembranico, traducdo e reparacdo de DNA também foram detectados, bem como
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sistema de transducdo de sinal de fosforilagdo, refletindo desse modo a comunicacgao entre
microrganismos e ambiente circundante.

De modo geral, as categorias funcionais identificadas representam reacdes
relacionadas a processos fundamentais da célula, além de comunicacdo entre 0s organismos e
estratégias de sobrevivéncia em ambientes extremos. O fato de Capéo Florestal possuir o
menor nimero de peptideos por categoria nos indica que esse ambiente, por exemplo, fornece
condi¢cdes mais estaveis para 0s microrganismos. Este ambiente possui solos mais profundos,
maior quantidade de matéria organica (SCHAEFER et al., 2016), maior disponibilidade de
nutrientes (MITRE et al., 2018), proporcionando assim um ambiente melhor estruturado, mais
favoréavel para os microrganismos, ndo havendo a necessidade de desenvolver atividades de

competicdo e defesa.

5.3 Enzimas presentes nos solos de canga

As enzimas sdo conhecidas por desempenhar um papel substancial na manutencdo da
salde do solo e do ambiente circundante (DAS; VARMA, 2010). Importantes func¢des do solo
sdo mediadas e catalisadas por enzimas, como: decomposi¢do de insumos organicos,
transformacdo de matéria orgénica, liberacdo de nutrientes inorganicos para o crescimento das
plantas, fixacdo de N2, nitrificacdo, desnitrificacdo, e desintoxicacdo de xenobioticos (DICK,
1997). Todas as reacdes bioguimicas sdo catalisadas por enzimas, tornando-as adequadas
como indicadores de atividade biolégica (ALKORTA et al., 2003). As enzimas sdo dividas
em seis grupos, como exemplificadas na figura 6, estando todos representados nos ambientes
de canga. Percebe-se que ha uma maior predominancia dos grupos de transferases e hidrolases

em todas as fitofisionomias, se sobressaindo os Campos Rupestres (Vellozia e Arbustivo).
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Figura 6 — Quantidade de peptideos identificados pertencentes aos grupos enzimaticos por fitofisionomia.
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Enzimas do solo mais comumente estudadas sdo as hidrolases, como fosfatases,
sulfatases, PB-glucosidase ou [-galactosidase e urease como indices de P, S, C e N,
respectivamente (KARACA et al., 2010). Estas enzimas hidrolisam varias ligacbes quimicas
na matéria organica, liberando formas inorganicas de fosfatos ou sulfatos, ou hidratos de
carbono sendo utilizados como fontes de energia pelos organismos do solo (ACOSTA-
MARTINEZ; CANO; JOHNSON, 2018). Nos solos de canga foram detectadas enzimas
pertencentes ao grupo das hidrolases (figura 7) relacionadas a ciclagem dos principais

nutrientes.

14
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- m Cellulase
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0 — . .
Vellozia Arbustivo Graminoso Capao

Figura 7 — Numero de peptideos das principais enzimas relacionadas aos ciclos biogeoquimicos dos elementos
C, N, P e S, presente nos solos de canga.

Como a atividade das enzimas do solo € especifica do substrato e esta relacionada a
reacdes especificas, a medi¢do de um grupo de enzimas € necessaria para determinar o estado
geral dos nutrientes ou determinar os indices de atividade microbioldégica (NANNIPIERI et
al., 2012). Enzimas hidroliticas, principalmente aquelas envolvidas em reagdes-chave nos
ciclos de C, N, P e S, sdo comumente usadas como indicadores biologicos principalmente
porgue os organismos decompositores de detritos organicos sdo provavelmente os principais
contribuintes para a atividade enzimatica do solo (ALKORTA et al., 2003).

Nos solos de canga foram encontradas tais enzimas relacionadas ao ciclo do C: R-
glucosidase e R-galactosidase, as quais desempenham fundamental papel no solo. Estas sdo
enzimas limitantes da taxa de degradacdo microbiana da celulose a glicose, uma importante

fonte de energia de C para a vida de microrganismos e, também estdo envolvidas em catalisar
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a hidrélise de varios B-glucosidos presentes em detritos de plantas em decomposi¢cdo no
ecossistema do solo (TABATABAI, 2003; UTOBO; TEWARI, 2015). A celulase também
esta relacionada com o ciclo do C, desempenhando o papel de catalisar a hidrolise da celulose
em D-glucose (HUSSAIN et al., 2009). A amidase hidrolisa as ligacdes C-N das amidas,
liberando amonia, importante para a mineralizacdo de nitrogénio e para disponibilizacdo de
nutrientes para as plantas (ALKORTA et al., 2003). A urease ¢ uma enzima que catalisa a
hidrolise da uréia em CO2 e NHs com um mecanismo de reacdo baseado na formagéo de
carbamato como intermediario, o que leva a um aumento no pH do solo e perda de N para a
atmosfera através da volatilizacdo do NHs. (TABATABAI, 2003; DAS; VARMA, 2010).
Relacionada ao ciclo do P, a fosfatase libera fosfato disponivel na planta a partir de matéria
organica e sua secrecdo é regulada como resposta a condi¢cdes exodgenas do solo, como a
deficiéncia de fosfato (TADANO et al., 1993). A arilsulfatase esta relacionada com o ciclo do
S. Esta libera sulfato disponivel para a planta a partir de matéria organica, muitas vezes um
nutriente limitante para plantas e microrganismos (KERTESZ; MIRLEAU, 2004).

E significativa a diversidade dessas enzimas nos solos de Vellozia, que possui todas as
enzimas descritas com excecdo da fosfatase; a qual, somente foi encontrada no Campo
Graminoso, segunda paisagem com maior diversidade enziméatica. Enquanto que no Capéo
Florestal foi possivel detectar apenas a enzima R-galactosidase. Isto é um forte indicio que a
atividade microbiana e ciclagem de nutrientes deve estar mais ativa e conservada nos Campos

Rupestres de Vellozia.

5.4 Agrupamento de proteinas em rotas metabolicas

As vias ou rotas metabdlicas sdo uma série de reacdes quimicas onde o produto final
de uma reacéo serve de substrato para uma proxima e sdo catalisadas por enzimas. Utilizando
da ferramenta KEGG, obteve-se a distribui¢do por fitofisionomia das proteinas identificadas
em rotas metabdlicas conhecidas (figura 8). A deteccédo de varias enzimas dentro de uma rota
metabolica é um forte indicio de sua atividade no ambiente em questdo. Foram identificadas
208 rotas metabdlicas no total, destas, 91 sdo comuns a todas as fitofisionomias. O total de
rotas por area possuem valores proximos, assim como as vias metabdlicas exclusivas de cada

fitofisionomia, divergindo apenas por Vellozia, que sobressai com quantidades maiores.
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Figura 8 — Diagrama de Venn, ilustrando a quantidade e a distribuicéo das vias metabdlicas ativas nos solos de
canga entre as fitofisionomias da Serra dos Carajas.

Apesar da divergente distribuicdo proteica e filogenética dentre as fitofisionomias
(mencionada anteriormente), pdde-se verificar que a maioria das vias metabdlicas existentes
coincide em todas as paisagens (figura 9). Ou seja, apesar desses ambientes possuirem
caracteristicas proprias, composicdo taxonémica diferente e produtos diversos, estes
desenvolvem em sua grande maioria atividades microbiolégicas funcionais similares. Isto nos
leva ao conceito de redundancia funcional, o qual alega que apesar da alta diversidade
microbiana, a maioria das principais reacdes biogeoquimicas é impulsionada por um conjunto
limitado de vias metabolicas de transducdo de energia, cada uma das quais é encontrada em
uma variedade de clados microbianos (FALKOWSKI; FENCHEL; DELONG, 2008). Isto &,
microrganismos distintos podem exercer as mesmas funcgdes dentro de determinado ambiente,
e a diversidade funcional, por sua vez, é vinculada aos atributos fisico-quimicos do solo,
como textura, umidade, pH, acidez, disponibilidade de &gua e nutrientes, aléem da vegetacao
presente em tal ambiente (Dick and Schumacher, 2015).

Também é possivel observar novamente o agrupamento entre as fitofisionomias
Arbustivo e Vellozia, através do dendrograma (figura 9) que possui como base a quantidade

de proteinas presente em cada via metabolica.
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Figura 9 — Ao topo da imagem tem-se um dendrograma, onde mostra o agrupamento das fitofisionomias dos
Campos Rupestres Arbustivo e Vellozia. Abaixo segue um heatmap que ilustra a intensidade
baseado na quantidade de enzimas presentes nas rotas metabolicas existentes, demonstrando a
proximidade entre as funcGes ativas moleculares nos solos de canga.

5.5 Two-component system: Via de sinaliza¢do bacteriana

A via metabolica com maior nimero de componentes identificados é a two-component
system (TCS). Esta é um sistema de transducdo de sinais que permite que as bactérias
percebam, respondam e se adaptem as mudancas em seu ambiente ou em seu estado
intracelular. Cada TCS consiste de um sensor de histidina quinase de proteina e um regulador
de resposta (KANEHISA et al., 2018). Como ja dito, os solos de canga possuem
caracteristicas particulares constituindo um ambiente com condicGes extremas e de baixa

estabilidade, exigindo, portanto uma maior sensibilidade dos microrganismos aos estimulos
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ambientais, induzindo mudangas na expressao génica e no acimulo diferencial de proteinas.
Desse modo é compreensivel que esta via metabdlica tenha se destacado em todas as

fitofisionomias estudadas.

Familia OmpR
A TCS é uma rota extensa e complexa subdividida em varias familias, dentre elas a

familia OmpR (figura 10), que compreende reguladores de resposta amplamente difundidos e
funcionalmente diversos. Estes estdo envolvidos no controle de tolerdncia ao estresse
ambiental (como a resposta ao estresse oxidativo, osmotico e acido), motilidade, viruléncia,
biogénese da membrana externa e outros processos (ITOU; TANAKA, 2001). A maioria das
proteinas da familia OmpR sdo reguladores mestres que podem atuar como ativadores e
repressores. A afinidade de ligacdo ao DNA das proteinas da familia OmpR depende da
fosforilacdo de um residuo de aspartato no dominio receptor que estabiliza a conformacéo
ativa do receptor de DNA no regulador (BARBIERI et al., 2010; NOVICHKOV et al., 2013).

Phosphate assimilation

Phosphate limitation -'—>| PhoR

Arbustivo

Capdo

Copper/silver efflux

1
i
1
1
:
1
1
i
1
1
i | BaeS
i
1
1
:
1
1
i
1
1

Copper ions CusC | CusF | CusB | CL-

Quorum sensing Flagella regulon
+

Homone ke o —— [ ofg— e [ v |

Figura 10 — llustracdo esquematica da rota metabdlica two-component system. Representando uma parte da
familia OmpR, ilustrando os genes encontrados nas amostras, identificando as fitofisionomias.
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Nas amostras analisadas foi possivel detectar proteinas pertencentes a familia OmpR,
onde diversas reacfes acontecem com funcionalidades distintas, principalmente relacionadas
a insuficiéncia de nutrientes, resisténcia a substancias toxicas e motilidade.

Para muitas bactérias a resposta de limitacdo de fosfato é regulada por TCS como
PhoP-PhoR (PRAGAI et al., 2004; ALVAREZ-MARTIN et al., 2012). O P é um
macronutriente essencial para todos os organismos vivos, uma vez que ele é um importante
componente de biomoléculas e um elemento fundamental nos processos regulatérios celulares
(ALVAREZ-MARTIN et al., 2012). A fonte de P mais comumente assimilada é o fosfato
inorgénico (Pi), e este é pouco acessivel na natureza. Devido seu papel crucial no
metabolismo celular e sua escassez em ambientes naturais, as bactérias desenvolveram
mecanismos para detectar as concentracdes de Pi e regular o metabolismo do P de acordo com
suas necessidades (ROMANO et al., 2015). Para muitas bactérias, foi demonstrado que o
mecanismo pelo qual o Pi é retirado do ambiente dependerd da concentracdo de Pi
extracelular (HULETT, 1996). Outras fontes de fosfato inorganico sdo geradas através de
fosfatases alcalinas (PhoA e PhoB), fosfodiesterases (PhoD) e glicerofosfodiesterases (GIpQ)
que utilizam de fontes organicas. PhoD ¢é secretado pela via transportadora de duas-argininas,
alguns componentes dos quais sdo codificados por membros do regulon Pho (EDER et al.,
1996; PRAGAI et al., 2004). O regulador de resposta PhoP é ativado por seu sensor cognato-
quinase PhoR. Quando fosforilado PhoP (PhoP~P) induz a expressdo do operon phoPR cerca
de trés vezes mais a partir de um baixo nivel constitutivo de expressdo e é necessario para a
inducdo ou repressdo de outros membros do regulon Pho (HULETT et al., 1994; PRAGAI;
HARWOOD, 2002). Um trabalho realizado por Mitre (2018) e colaboradores, nas areas de
canga da Serra dos Carajas, indica que tais solos possuem escassez de fésforo, com excecéo
das areas de Capdo Florestal onde ha maior concentracdo de P. Nas amostras examinadas foi
possivel detectar nas fitofisionomias de Campo Graminoso e Arbustivo, o sistema PhoRP
resultando PhoD, exemplificando desse modo, a maquinaria molecular desenvolvida pelos
microrganismos para sobreviverem sob dificeis condi¢cbes como a baixa disponibilidade de
fosforo.

Detectaram-se também nos Campos Graminoso, Vellozia e Arbustivo, proteinas
envolvidas em reagOes de multirresisténcia a drogas. Em bactérias, a resisténcia a substancias
toxicas estd frequentemente associada aos transportadores de multidrug efflux. Estes sdo um

grupo grande e diversificado de proteinas capazes de proteger as células contra uma ampla



36

variedade de toxinas ambientais por extrusdo ativa de compostos nocivos (BARANOVA,;
NIKAIDO, 2002). O TCS BaeSR esta relacionado com o aumento da resisténcia a metais e
drogas multiplas na inducdo de sistemas de efluxo de drogas (NISHINO; NIKAIDO;
YAMAGUCHI, 2007). O regulon confirmado de BaeR consiste no gene acrD, no gene spy e
no operon mdtABCD-baeSR. Esses genes codificam duas bombas de efluxo de multidrug
RND (resisténcia, nodulagéo e diviséo celular), MdtABC e AcrD; uma bomba de efluxo de
multidrug predita MFS (superfamilia de facilitadores principais), MdtD; as proteinas BaeS e
BaeR; e a proteina periplasmatica spy (REQUENA, 2012). Estas reac6es estdo relacionadas
com a capacidade dos agentes patogénicos bacterianos de suportar doses letais de toxinas
estruturalmente diversas, capazes de erradicar cepas nao resistentes (SUN; DENG; YAN,
2014). Os solos de canga possuem significativas concentracdes de metais pesados (SILVA,
1992), portanto € coerente a presenca de multidrug efflux.

O controle regulatdrio das concentracGes de metais em organismos vivos € vital para
prevenir danos celulares. Nos Campos de Vellozia e Arbustivo, devido a natureza toxica dos
metais, as bactérias desenvolveram mecanismos sofisticados que conferem resisténcia a prata
e cobre (GRASS; RENSING, 2001; GUDIPATY et al., 2012). O TCS CusR/CusS induz
expressdo génica envolvida no efluxo de metais sob condigdes de elevadas concentragdes de
Cu(l) e Ag(l), protegendo desse modo as células (XIAO et al., 2017). Foram identificadas nas
areas dos Campos Arbustivo, Vellozia e Capdo Florestal, proteinas do sistema de quorum
sensing QseC-QseB. O qual faz parte da regulacdo positiva de genes de flagela e motilidade
por ativacédo da transcrigao de flnDC, um operon que codifica o regulador mestre desses genes
(SHARMA,; CASEY, 2014). Em ambientes pobres nutricionalmente e que possuem
compostos tdxicos, 0s microrganismos necessitam entdo se locomover de modo mais
eficiente, nesse caso a motilidade proporciona uma vantagem primordial (OSTERMAN et al.,
2015).

Familia NarL

Outra familia que se destacou dentre as analises foi a NarL (figura 11) envolvida na
deteccéo de nitrato e nitrito, presente nas fitofisionomias que compdem os Campos Rupestres.
Nesse sistema ocorre algo peculiar, pois contém dois membros transmissores-sensores, NarX
e NarQ, e dois reguladores de resposta, NarL e NarP. A recepc¢do do sinal de nitrito ou nitrato

por NarX ou NarQ provoca uma transferéncia de mensagem para NarL e NarP na forma de
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fosforilacdo covalente de proteinas que ativam as duas ligagdes de DNA para que possam
depois modular a expressdo génica (SCHRODER et al., 1994; CAVICCHIOLI et al., 1995).
Tais proteinas pertencem a reacOGes de nitrato redutase as quais sdo fundamentais para a
aquisicdo de N.

Bactérias do solo sdo bem conhecidas por produzirem antibiéticos, nos Campos
Arbustivo, Vellozia e Graminoso detectaram-se proteinas envolvidas em reacGes que sdo
ligadas a tal producdo. O envelope celular é a primeira e principal linha de defesa contra
ameacas do meio ambiente, ele da forma a célula e neutraliza a alta pressdao osmotica interna
(DELCOUR et al., 1999). Também fornece uma importante interface sensorial e filtro
molecular entre uma célula bacteriana e seus arredores, mediando tanto o fluxo de
informacdes quanto o transporte controlado de solutos. Devido ao seu papel crucial, € um alvo

atraente para inumeros antibioticos (JORDAN et al., 2006).
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Figura 11 — lustracdo esquematica da rota metabdlica two-component system. Representando uma parte da
familia NarL, ilustrando os genes encontrados nas amostras, identificando as fitofisionomias.
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LiaSR constitui um TCS e é um dos varios sistemas que coordenam a resposta
genética aos antibidticos de parede celular (MASCHER et al., 2004). Amplamente encontrado
em bactérias gram-positivas com baixo contetdo de G+C, é conhecido por regular multiplos
alvos que determinam a viruléncia, a tolerancia ao estresse e a persisténcia nessas bactérias
(SUNTHARALINGAM et al., 2009; SHANKAR et al., 2015). O sistema LiaSR é codificado
como parte do operon lialHGFSR; a delecdo de varios genes operon conduziu ao aumento da
sensibilidade aos antibioticos que visam a parede celular (JORDAN et al., 2006). O regulador
de resposta LiaR esta envolvido na resposta a agentes antimicrobianos de parede celular,
incluindo antibidticos e peptideos antimicrobianos, e pode regular resposta a esses agentes por
expressdo de genes envolvidos na sintese da parede celular, assim como genes envolvidos na
modificacdo da membrana celular e formacéo de pili (KLINZING et al., 2013). Os solos de
canga possuem baixa disponibilidade de nutrientes, especialmente de N (MITRE et al., 2018),
havendo desse modo uma acirrada competicdo interespecifica entre 0s microrganismos em
busca de sobrevivéncia. Para tal, estes desenvolvem mecanismos de propriedades
antimicrobianas, como antibioticos, com o intuito de eliminar demais organismos (TYC et al.,
2017).

Nos Campos de Vellozia e Graminoso notaram-se proteinas relacionadas a hipdxia. O
TCS DevR-DevS exerce papel fundamental na adaptacdo a hipdxia e condicGes de elevado
oxido nitrico (NO) (LEE et al., 2008). Esses achados sdo de importancia crucial, pois
acredita-se que os sinais ambientais de hipdxia e déxido nitrico possam contribuir para a
laténcia in vivo (SAINI; TYAGI, 2005). O regulon de dorméncia DevR é um programa de
transcricdo induzido por baixa tensdo de oxigénio, oxido nitrico, mondxido de carbono que
permite adaptacdo bacteriana e sobrevivéncia durante periodos de persisténcia ndo replicante
em modelos in vitro de dorméncia (KAUR et al., 2014). Os Campos Graminosos Sao areas
que permanecem alagadas durante boa parte do ano (SKIRYCZ et al., 2014; SCHAEFER et
al.,, 2016), o que gera baixas condigdes de O2 desencadeando em mecanismos de
sobrevivéncia desenvolvidos pelos microrganismos como respostas de estresse.

Presente nos Campos de Vellozia e Graminoso, o sistema regulatério NreB-NreC,
estimula a expressao de genes da respiracdo do nitrato sob condi¢fes anaerdbicas. Os alvos do
NreB-NreC séo os genes da redutase do nitrato (narGHJI), da nitrito redutase (nirRBD e
sirAB) e do transportador do nitrato NarT (FEDTKE et al., 2002; SCHLAG et al., 2008;

REINHART et al., 2010). NreB é um sensor citoplasmatico de histidina quinase usando um
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dominio PAS com um cofator [4Fe-4S] 2< para deteccdo de Oz (KAMPS et al., 2004;
MULLNER et al., 2008). O NreC fosforilado liga-se a0 DNA e estimula a expressdo de narG
e outros genes-alvo; sob condigdes anaerdbicas, a presenca de nitrato estimula ainda mais a
expressao de narG (NILKENS et al., 2014).

Nota-se entdo que as proteinas identificadas na familia NarL estdo em grande maioria
relacionadas com o metabolismo do N, principalmente em condigdes de baixa concentracéo
de oxigénio. Isto pode indicar que solos das areas dos Campos de Vellozia e Graminoso tais
condigcdes prevalecem, fazendo com que o0s microrganismos desenvolvam técnicas de
sobrevivéncia e de assimilacdo dos nutrientes necessarios, 0s quais estdo escassos,
aumentando assim a competigdo dentre os microrganismos. A auséncia de deteccdo de
proteinas nas amostras de Capdo Florestal, pode se dar devido este ambiente possuir teores
maiores de nutrientes (MITRE et al., 2018), solos um pouco mais profundos, facilitando a
drenagem e absorcdo de agua (SCHAEFER et al., 2016), condicdes mais favoraveis aos
microrganismos.

Em ambientes com baixos niveis de N, sistemas altamente regulados sao
desenvolvidos pelos microrganismos para deteccdo, aquisicdo e utilizagdo de nitrogénio
como, por exemplo, as proteinas Pll GInB e GInK (SCHUMACHER et al., 2015), as
proteinas do TCS NtrB e NtrC (também conhecidos como GInL e GInG respectivamente) e a
enzima bifuncional GInD (remog&o de uridililtransferase / uridilo) (ARCONDEGUY; JACK;
MERRICK, 2001). O GInD detecta o status de nitrogénio da célula através do nivel de
glutamina no ambiente externo e transmite essa informacéo para GInB e GInK, catalisando

uma modificacdo covalente dessas proteinas (BONATTO et al., 2007).

Familia NtrC

Na familia NtrC (figura 12) também encontra-se outro sistema, NtrY-NtrX, associado
a regulacdo do metabolismo de nitrogénio. As proteinas NtrY e NtrX compartilham
similaridade com NtrB e NtrC e podem ter se originado de uma duplicacéo e diferenciacdo
dos genes ntrBC (CAPRA et al., 2012; BONATO et al., 2016). O sistema NtrY-NtrX &
necessario para assimilar diferentes fontes de nitrogénio em algumas espécies como,
Azorhizobium  caulinodans, Azospirillum  brasilense, Rhizobium  tropici, Rhodobacter

capsulatus, Ehrlichia chaffeensis, e Herbaspirillum seropedicae, (ISHIDA et al., 2002;
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NOGALES et al., 2002; DREPPER et al., 2006; CHENG; LIN; RIKIHISA, 2014; BONATO
etal., 2016).
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Figura 12 — llustracdo esquematica da rota metabdlica two-component system. Representando uma parte da
familia NtrC, ilustrando os genes encontrados nas amostras, identificando as fitofisionomias.

Este mesmo sistema pode desenvolver outras funcdes em outras espécies como em
Brucella spp., onde atua como um sensor redox que influencia a replicacdo bacteriana em
células eucaridticas (CARRICA et al., 2012). Também em Brucella spp. assim como em
Neisseria gonorrheae, o sistema regula a expressdao de enzimas respiratérias, incluindo
enzimas de respiracdo de N (desnitrificacdo) e citocromo oxidases de alta afinidade
(CARRICA et al., 2012; ATACK et al., 2013). Na bactéria fotossintética R. capsulatus, o
sistema NtrY / NtrX também regula a formacdo de complexos fotossintéticos (GREGOR et
al., 2007).

Verificou-se também que no Campo Arbustivo ha resposta ao estresse causado pela
presenca de Zinco, elemento este que ja havia sido anteriormente relatado nos solos de canga
(SILVA, 1992). O TCS HydH/G, responde a altas concentragdes de Zn?* no meio e regula a

expressao do gene zraP, o qual codifica para uma proteina periplasmética envolvida na
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tolerancia ao zinco (LEONHARTSBERGER et al., 2001). O AtoC é conhecido por regular
positivamente a expressdo de genes do operon atoDAEB, codificando enzimas envolvidas no
metabolismo de acidos graxos de cadeia curta (PAULI; OVERATH, 1972; JENKINS;
NUNN, 1987), apds a inducdo de acetoacetato (LIOLIOU et al., 2005; GRIGOROUDIS et al.,
2007). AtoC é um membro da familia NtrC-NifA de ativadores de transcri¢cdo polimerase j54-
RNA (PORTER; NORTH; KUSTU, 1995), este funciona como um regulador transcricional e
pos-traducional (LIOLIOU; KYRIAKIDIS, 2004), corroborando com a assimilacdo do N.

A familia NtrC também ¢é relacionada a assimilacdo de Nitrogénio, principalmente em
condigdes adversas com baixas concentragdes de tal nutriente, havendo a identificacdo de
proteinas pertencentes primordialmente as fitofisionomias de Vellozia, Graminoso e
Arbustivo. Capdo Florestal mais uma vez pouco se sobressai, como ja discutido, cré-se que

devido as suas caracteristicas mais favoraveis a estabilidade da microfauna.

Quimiotaxia

A quimiotaxia é a motilidade dirigida por meio da qual os microrganismos percebem
sinais quimicos e se mudam para ambientes mais favoraveis. Foram encontradas proteinas
relacionadas a quimiotaxia bacteriana em todas as fitofisionomias (figura 13). Methyl-
accepting chemotaxis proteins (MCPs) sdo o0s receptores mais comuns em bactérias e archaea
(SALAH UD-DIN; ROUJEINIKOVA, 2017), consistindo em histidina quinase CheA,
proteina de acoplamento de receptor CheW, metiltransferase CheR e metilesterase CheB
(WADHAMS; ARMITAGE, 2004; BI; LAI, 2015). O regulador de resposta CheB modula a
saida de sinalizacdo dos receptores de quimiotaxia através do controle do nivel de metilacao
de quimiorreceptores (DJORDJEVIC; STOCK, 1998). A montagem dos MCPs, CheA e
CheW em arranjos ordenados aumenta sua concentracdo local e permite uma cooperatividade
positiva, aumentando assim a sensibilidade dos receptores e a velocidade da resposta. A
metilacdo/desmetilacdo dos residuos de glutamato no subdominio por CheR e CheB,
respectivamente, serve como mecanismo de adaptacdo sensorial em muitas bactérias
(ENDRES; WINGREEN, 2006; BI; LAI, 2015). Através desse sistema quimio-sensorial as
bactérias se movem de modo a rastrear gradientes de substancias quimicas em seu ambiente,
evitando-os e locomovendo-se em direcdo a fontes atraentes, como aminoacidos,

distanciando-se de repelentes potencialmente prejudiciais (FRANK et al., 2016). Tais
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mecanismos tornam-se imprescindiveis em ambientes como os solos de canga, auxiliando na

sobrevivéncia dos microrganismos.

| Chemotaxis family |

[ Bacterial chemotaxis ]

N CheY Fi------ >  Flageller motor switch
Chew P Adaptation
Attractant/Repellent ﬁelf M P CheV
[ Flageller assembly ]
+p
ChpC
Pill 2

Twitching motility

Red/Far-red - +p - Phytocrome
. Repl
light Growth and development

Figura 13 — llustracdo esquematica da rota metabdlica two-component system. Representando uma parte da
familia de Quimiotaxia, ilustrando os genes encontrados nas amostras, identificando as
fitofisionomias.

Outra forma de motilidade bacteriana é a contragdo muscular, a qual funciona pela
extensdo, fixacdo e retragdo do pili polar do tipo IV e é importante na colonizacdo de
superficies hospedeiras e na producdo de biofilmes (MATTICK, 2002). O sistema quimio-
sensorial Pil-Chp é homologo ao sistema Che. As proteinas que compreendem o sistema Pil-
Chp sdo codificadas pelo operon pil-chp. Como nos sistemas flagelares, hd um
quimioreceptor transmembranar (PilJ), uma histidina quinase CheA (ChpA) e proteinas de

adaptacdo (ChpB e PilK). O operon contém dois genes que codificam os reguladores de
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resposta do tipo CheY (PilG e PilH) e dois genes que codificam as proteinas do tipo CheW
(Pill e ChpC), ambos presentes em uma cépia no paradigma de quimiotaxia de E. coli
(SILVERSMITH et al., 2016).

Motilidade ndo é apenas uma maneira pela qual as bactérias se movem de um local
para outro, é também a primeira fase do desenvolvimento do biofilme, o qual inicia-se com
fixacdo reversivel, seguida de fixacdo, maturacdo e dispersao irreversiveis (SAUER et al.,
2002; PRUSS, 2017). Um biofilme confere grandes vantagens aos microrganismos aderentes,
proporcionando um ambiente apropriado para o crescimento e sobrevivéncia (DUNNE, 2002;
COS et al., 2010), protegendo-os contra influéncias externas prejudiciais. Em ambientes como
os solos de canga, 0s quais estdo sob condic¢des severas como exposicao a raios ultravioletas,
altas temperaturas diarias, baixa retencdo de agua e baixa disponibilidade de nutrientes
(JACOBI et al., 2007; SKIRYCZ et al., 2014), o desenvolvimento de tais ferramentas faz-se,
portanto, imprescindivel.

O fitocromo cianobacteriano Cphl € uma histidina quinase regulada pela luz que
intervém a fosforilacdo reversivel vermelha, vermelho-distante de um regulador de resposta
pequeno, Rcpl, codificado pelo gene adjacente, implicando assim a fosforilacdo-
desfosforilacdo da proteina na etapa inicial de transducéao de sinal de luz por fitocromo (YEH
et al., 1997). Para organismos fotossintéticos, a luz é uma fonte necessaria de energia de
radiacdo que é convertida em energia quimica para processos celulares, e para organismos nao
fotossintéticos, a luz pode agir como uma sugestdo para otimizar o posicionamento e a
orientacdo espacial (AULDRIDGE; FOREST, 2011). Desse modo, fica claro a importancia de
se desenvolverem estratégias fotossensiveis como mecanismos de sobrevivéncia nos solos de
canga, auxiliando na persisténcia dos microrganismos que as desempenham.

Como discutido, os TCS sdo em sua maioria respostas a situagdes de estresse, sendo
estes desencadeados por baixa disponibilidade de nutrientes, presenca de metais pesados,
hipdxia, resultando em mecanismos de defesa e de sobrevivéncia como competicdo
interespecifica, producéo de antibidticos, motilidade e formacéo de biofilmes. Caracterizando
respostas rapidas, altamente reguladas as constantes mudancas que ocorrem nos ambientes de

canga.



44

5.6 ABC transporter e Quorum Sensing

A segunda via de maior destaque é chamada de ATP-binding cassette transporters
(ABC). Estes compdem uma das maiores familias de complexos proteicos que tém fungoes
fisiolégicas importantes em todos os organismos vivos (BROEHAN et al., 2013). Utilizam a
ligacdo e a hidrolise do ATP para impulsionar o transporte de uma variada gama de substratos
através das membranas lipidicas (REES; JOHNSON; LEWINSON, 2009). Diferentes
proteinas (importadores e exportadores) sdo codificadas a partir dessa familia de genes,
translocando diversos substratos, como acucares, aminoacidos, ions, peptideos, proteinas,
colesterol, metabolitos e toxinas através de membranas extra e intracelulares (LINTON, 2007,
BENADIBA; MAOR, 2016; EL-AWADY et al., 2016). Esta familia esta presente em ambos,
procariontes e eucariontes, e exercem multiplas funcdes. Nos procariotos, eles representam
tanto as proteinas de influxo, que transportam nutrientes para as células, quanto as proteinas
de efluxo, que expelem toxinas e drogas para fora da célula. No entanto, em eucariotos, eles
sd0 apenas expressos como proteinas transportadoras de efluxo protegendo a célula de toxinas
(HIGGINS, 2001; BREIER et al., 2013; EL-AWADY et al., 2016). Os ABC transporters sao
vinculados a uma variada gama de fendmenos bioldgicos essenciais, nao se restringindo
apenas ao transporte transmembranar. Processos como absorc¢ao de nutrientes, exportagéo de
toxinas, divisdo celular, nodulacdo bacteriana plantas e reparo de DNA mostraram-se ligadas
a energia de hidrolise do ATP (DAVIDSON et al., 2008).

Alguns metais como sédio, magnésio e potassio fazem parte do metabolismo basico
das células, sendo, portanto, essenciais para a vida. Os metais ferro, zinco, niquel, cobre,
manganés, cobalto e molibdénio também estdo envolvidos em processos celulares e estéo
presentes em concentragbes mM ou puM (HELDAL; NORLAND; TUMYR, 1985).
Entretanto, a maioria dos demais metais, incluindo o chumbo, o mercurio, o aluminio e a
prata, ndo tém absolutamente nenhuma funcdo bioldgica e sdo, portanto, denominados
elementos abidticos. Bactérias tém mecanismos para se protegerem desses metais (NIES,
2003). Porém, mesmo 0s metais que fazem parte de processos celulares, quando em altas
concentragfes podem se tornar toxicos e prejudiciais a célula (SCHALK; HANNAUER,;
BRAUD, 2011). Foram encontrados 33, 19, 23 e 14 enzimas na via metabodlica dos ABC
transportes nas fitofisionomias de Vellozia, Arbustivo, Graminoso e Capdo, respectivamente.
Em ambientes como os solos de canga, onde ha presenca de diversos metais (SILVA, 1992),

0s ABC transporters desempenham papel crucial na regulagdo das concentragcdes que serdo
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absorvidas pelas células. Desse modo eles podem auxiliar os organismos a se protegerem de
substancias nocivas.

O quorum sensing (QS) é um processo de comunicacgédo celula-célula que permite que
as bactérias modifiquem coletivamente o comportamento em resposta a mudancas na
densidade celular e na composicdo de espécies da comunidade microbiana circundante
(PAPENFORT; BASSLER, 2016a). O QS desafia a nocéo tradicional de bactérias como
agentes autbnomas, permitindo-lhes funcionar como grupos multicelulares e prosperar em
nichos ambientais especificos (PRANEENARARAT; PALMER; BLACKWELL, 2012). De
acordo com Galloway et al., (2011) o QS é mediado por pequenas moléculas difusiveis,
denominadas auto-indutores, que sdo sintetizadas intracelularmente (através do crescimento
das bactérias) e liberadas no meio; a medida que o numero de células em uma col6nia
bacteriana aumenta, também aumenta a concentracao extracelular do auto-indutor. O aumento
da producéo do sinal dos auto-indutor, uma vez atingido o quorum, aumenta a sensibilidade
do processo de sinalizacdo (isto €, a autoindugdo) e facilita a sincronizacdo em toda a
populacdo do fendtipo regulado por QS. (PRANEENARARAT; PALMER; BLACKWELL,
2012). Assim, o QS permite que as células dentro de uma colbnia bacteriana atuem
cooperativamente, facilitando o comportamento adaptativo dependente da populagéo
(GALLOWAY et al., 2011). AlteragcBes metabélicas e comportamentais associadas ao QS
permitem coordenacdo funcional geralmente favoravel as bactérias quando em alta
abundancia, como, bioluminescéncia, viruléncia, producdo de enzimas extracelulares e a
formagéo de biofilme (CAMILLI; BASSLER, 2006; DECHO; NORMAN; VISSCHER,
2010; PAPENFORT; BASSLER, 2016b).

As condicdes ambientais fisico-quimicas modelam a composicdo microbiana presente
no solo, como também o metabolismo microbiano pode alterar as caracteristicas fisicas e
geoquimicas do ambiente: por exemplo, o pH pode aumentar através da remocdo de
substratos acidos e/ou producdo de produtos metabolicos alcalinos (DECHO; NORMAN;
VISSCHER, 2010). Organismos extremofilos sdo conhecidos por sua capacidade de
sobreviver e se adaptar as condigdes ambientais “extremas”. 1sso inclui altos e baixos niveis
de pH, extremos de calor e frio, niveis de alta pressdo, salinidade (alta e baixa), limitacGes de
nutrientes ou combinacdes dos anteriores (MONTGOMERY et al., 2013). Os solos de canga
possuem tais caracteristicas (JACOBI et al., 2007; SKIRYCZ et al., 2014), exigindo, portanto,

plasticidade metabdlica dos microrganismos para que estes sejam capazes de se adaptar
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rapidamente as mudancas de tal ambiente. Através do QS ha uma constante comunicagdo
entre as comunidades microbianas e o ambiente circundante, onde estas reconhecem as
condicdes e alteracdes que estdo sendo submetidas, se comunicam entre si, desenvolvendo

estratégias de sobrevivéncia.

5.7 Metabolismo dos Nutrientes

Seis elementos principais - H, C, N, O, S e P - constituem os principais blocos de
construcdo de todas as macromoléculas biolégicas (SCHLESINGER; BERNHARDT, 2013).
As comunidades microbianas do solo desempenham um papel integral no metabolismo dos
nutrientes, como o C, N e S para a aquisicdo de energia (FALKOWSKI; FENCHEL,;
DELONG, 2008). Portanto a deteccdo de vias metabdlicas (figura 14) desses nutrientes nos
solos de canga é importante e nos mostra um pouco da ciclagem desses elementos nesses

ambientes.
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Figura 14 — Quantidade de enzimas presentes nas vias metabolicas dos metabolismos dos seguintes nutrientes:
Enxofre (S), Nitrogénio (N) e Carbono (C), em cada fitofisionomia.

A ciclagem de nutrientes é a base para muitos processos no solo, como a manutencao
da fertilidade do solo, por meio da qual, elementos quimicos essenciais a producdo e
funcionamento de organismos vivos sdo movidos e reagidos quimicamente através das partes
bidticas e abidticas do solo (BRUSSAARD; DE RUITER; BROWN, 2007; ZHANG et al.,
2007; JONSSON; DAVIBSDOTTIR; NIKOLAIDIS, 2017). Os ciclos biogeoquimicos de C,
N e P estdo interligados por producéo primaria, respiracdo e decomposi¢do em ecossistemas

terrestres (FINZI et al., 2011). A deteccdo das vias metabolicas relacionadas ao metabolismo
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desses nutrientes nos ambientes de canga é de suma importancia, pois nos mostra que mesmo
submetidos a condicdes de dificil estabilidade, os microrganismos desenvolvem mecanismos
para realizar a ciclagem de tais elementos. E notavel uma maior diversidade de tais vias nos

Campos de Vellozia.

Carbono

O carbono (C) ¢ a base quimica de toda a vida como se conhece, e desempenha o papel
de principal bloco de construcdo de todos os organismos vivos na Terra, sendo o principal
portador de energia para processos metabolicos (JANSA; TRESEDER, 2017). Como matéria
organica, o C altera as propriedades fisicas, quimicas e bioldgicas dos solos; € um indicador
primario da qualidade do solo (RICE, 2005). De acordo com Milne et al., (2015), o C ajuda a
manter a estrutura do solo, formando agregados maiores e estaveis, que armazenam agua em
poros agregados criando maior permeabilidade, aeracao e drenagem do solo, além de fornecer
substrato e energia para apoiar a atividade microbiana, fornece um reservatério de N organico,
P e outros nutrientes para a produtividade de plantas. Analisando a rota metabdlica de fixacao
de Carbono em procariotos (figura 15) foram detectadas 19 enzimas, sendo estas pertencentes
a todos os seis principais grupos enziméticos e foram identificadas enzimas nas amostras de
todas as fitofisionomias.

Aconitases (EC 4.2.1.3) sdo proteinas ferro-enxofre que catalisam a isomerizacéo
reversivel de citrato e isocitrato via cis-acénito (KENNEDY; ANTHOLINE; BEINERT,
2007). Enquanto que na mitocdndria a aconitase faz parte do ciclo do acido citrico, no citosol
a aconitase e um fator trans-regulador que controla a homeostase do ferro em um nivel pos-
transcricional (TRUJILLO et al., 2010). A piruvato fosfato diquinase (EC 2.7.9.1) é uma
enzima vital no metabolismo energético celular, pois catalisa a formacao de fosfoenolpiruvato
dependente de ATP e Pi a partir do piruvato em plantas C4, porém a reacdo inversa forma
ATP em bactérias e protozoarios (MINGES et al., 2017). Piruvato: oxirredutase ferredoxina
(EC 1.2.7.1) é uma enzima microbiana que utiliza pirofosfato de tiamina, trés agregados [4Fe-
4S] e coenzima A na oxidagdo reversivel do piruvato para gerar acetil-CoA e dioxido de
carbono (CHEN et al., 2018). Acetil-CoA carboxilase (ACCase) foi detectada em todas as
fitofisionomias, esta enzima carboxila acetil-CoA em malonil-CoA e, portanto, representa o

primeiro passo comprometido na biossintese de acidos graxos (GERUSZ, 2010).
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Figural5 — Rota metabdlica da fixacdo de Carbono em procariotos, identificando as enzimas e em quais
fitofisionomias foram detectadas.

O ACCase ¢ um multimero essencial para o crescimento celular cujos componentes

sdo altamente conservados entre as bactérias, tornando-se um alvo promissor de amplo
espectro (CRONAN; WALDROP, 2002). A metilmalonil-CoA-mutase (EC 5.4.99.2) catalisa

a conversdo de L-metilmalonil-CoA em succinil-CoA, ligando assim as vias catabolicas finais

de aminoacidos de cadeia ramificada, acidos graxos de cadeia impar e colesterol ao ciclo de
Krebs (FOWLER; LEONARD; BAUMGARTNER, 2008). O metabolismo do carbono foi o

que obteve o maior nimero de enzimas identificadas,

desidrogenase, fumarato hidratase, tioquinase succinica, dentre outras.

incluindo também: malato
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Nitrogénio

O nitrogénio (N) é um elemento essencial nos sistemas bioldgico, sua disponibilidade
tém o potencial de estruturar comunidades microbianas, bem como controlar a produtividade
na escala do ecossistema. Além disso, sua versatil quimica redox é a base de complexas
transformacfes biogeoquimicas que controlam o inventario de N fixo (biologicamente
disponivel) em ambientes locais, em escala global e ao longo do tempo geoldgico (JETTEN,
2008). O N é responsavel pelo crescimento das plantas, atua diretamente na fotossintese, é
parte constituinte da clorofila, vitaminas, carboidratos e proteinas, e atua no desenvolvimento
do sistema radicular.

Dentre as 9 enzimas identificadas no metabolismo do Nitrogénio (figura 16), é
perceptivel uma predominancia de enzimas pertencentes ao grupo das Oxidoreductases.
Importantes enzimas foram detectadas como nitrato redutase (EC 1.7.5.1), a qual é uma
enzima chave para a aquisicdo de nitrogénio por plantas, algas, leveduras e fungos, é a
primeira enzima para assimilacdo de nitrato, € uma proteina multi-redox capaz de mediar a
doacdo de elétrons de NAD (P) H a receptores artificiais e proteinas redox (CHAMIZO-
AMPUDIA et al., 2017), esta foi assim detectada no Campo de Vellozia. Outra enzima
essencial encontrada nas &reas de Capdo Florestal foi a nitrogenase (EC 1.18.6.1), a qual é um
sistema enzimatico multicomponente que desempenha um papel critico na fixacdo biolégica
de nitrogénio, a temperaturas e pressdes ambientes, utilizando um aglomerado incomum de
Fe-S no local ativo, contendo Mo e Fe, ou V e Fe, ou Fe apenas (HU; RIBBE, 2016;
DJURDJEVIC; EINSLE; DECAMPS, 2017).

Nos Campos Arbustivos foi identificada a nitrito redutase (EC1.7.2.2). Esta € uma
enzima soltvel no periplasma, contendo centros de hemograma do tipo ¢ e d1 (portanto,
geralmente chamado de citocromo cd1) e pode receber elétrons da citocina bcl via citocromo
¢550 ou uma proteina de cobre conhecida como pseudoazurina (NICHOLLS et al., 2013). A
enzima citocromo c nitrito redutase catalisa a reducdo do nitrito a amoénia e pode ser
considerada uma das principais etapas do ciclo biolégico do N (BERKS et al., 1995), onde
participa do metabolismo energético anaerébio da ammonificagdo dissimilatéria de nitrato
(COLE; BROWN, 1980; EINSLE et al., 1999).
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Figural6é — Rota metabolica do Nitrogénio identificando as enzimas presentes e em quais fitofisionomias foram

detectadas.

Outras enzimas também foram constatadas como glutamato desidrogenase NADH
(EC 1.4.1.2) e NADPH (EC 1.4.1.4), glutamato sintase (EC 1.4.1.13) e nitronato
monooxigenase (EC1.13.12.16). No processo de dissimilagdo da reducdo de nitrato os

operons NarGHI e NrfAH foram identificados nos Campos de Vellozia e Arbustivo,

respectivamente. J& no processo de desnitrificacdo os operons NarGHI bem como

NifDKH foram assim detectados nas areas de Vellozia e Capéo Florestal. E no processo de

nitrificacdo o operon NxrAB foi encontrado no Campo de Vellozia. Proteinas envolvidas

no metabolismo do N se encontram mais presente nos Campos Rupestres. Mitre et al.,

(2018), em seu trabalho detectaram o ciclo do N mais conservativo nos Campos de

Vellozia. Em nossas amostras, tal area possui a mesma quantidade de enzimas

identificadas que o Campo Arbustivo, sendo detectadas trés em cada fitofisionomia.

Enxofre

Enxofre (S), juntamente com N e P, é responsavel pela sintese de proteinas e por uma
série de vitaminas e cofatores essenciais (KERTESZ; MIRLEAU, 2004). Nos solos, 0 S

ocorre em formas inorgénicas e organicas e € ciclado entre estas formas através de processos

de mobilizagdo, mineralizagdo, imobilizacdo, oxidagdo e reducdo (WILHELM SCHERER,
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2009). Desempenha um papel fundamental na determinacdo da qualidade do solo e, uma vez
metabolizado, é um elemento central nos aminoacidos essenciais (metionina e cisteina),
peptideos que protegem o0s organismos dos estresses oxidativo e ambiental (glutationa e
fitoquelatinas) e uma variedade de compostos envolvidos em sistemas de protecdo bioldgica
(moléculas de alilsulfur e glucosinolatos) de varias plantas (Y1 et al., 2010). Dentre as 11
enzimas identificadas no metabolismo do enxofre (figura 17) h4 uma predominancia dos

grupos de transferases e oxidoredutases.
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Figural7 — Rota metabdlica do Enxofre identificando as enzimas presentes e em quais fitofisionomias foram
detectadas.

Succinate

A fonte genérica mais abundante de enxofre no solo é o sulfato (SO4>°), que é uma
molécula quimicamente inerte, portanto, para que as plantas e microrganismos usufruam deste
nutriente, o sulfato é enzimaticamente convertido em uma espécie quimica que é
energeticamente favoravel para reducdo (RAVILIOUS et al.,, 2013). A primeira reagdo
enzimatica na via de assimilagdo do enxofre das plantas é a adenilacdo ndo redutiva do sulfato
catalisada pela ATP sulfurilase (EC 2.7.7.4) para produzir APS (adenosina 5'-fosfossulfato) e
PPi (pirofosfato) (OSSLUND; CHANDLER; SEGEL, 1982), essa enzima foi identificada no

Campo de Vellozia.
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Outras enzimas importantes no metabolismo do S foram encontradas nos solos de
canga, como: sulfito oxidase (EC 1.8.3.1), a qual é uma enzima presente nas mitocondrias de
todos os eucariotos. Esta possui a funcdo de oxidar sulfito a sulfato e, via citocromo c,
transfere os elétrons produzidos para a cadeia de transporte de elétrons, permitindo a geragédo
de ATP na fosforilagdo oxidativa (D’ERRICO et al., 2006). Rhodanese (EC 2.8.1.1) é uma
enzima mitocondrial que pertence a uma superfamilia de proteinas envolvida em diversos
processos, incluindo desintoxicacdo por cianeto, formacdo de aglomerados de Fe/S, reacdes
redox, bem como transporte intracelular e vias de regulacdo (CIPOLLONE; ASCENZI;
VISCA, 2007), sendo tal enzima detectada no Campo Arbustivo. A oxidagéo de sulfeto no
solo pode ser catalisada pela enzima sulfeto: quinona oxidoredutase (EC 1.8.5.4)
(GRIESBECK; HAUSKA; SCHUETZ, 2001; CHAN; MORGAN-KISS; HANSON, 2009).
Muitas bactérias fototroficas contém genes que codificam tal enzima, e alguns modelos de
oxidagdo de enxofre indicam que esta funciona como rota alternativa para a producdo de
polissulfeto (enxofre verde) ou encapsulado em proteina glébulos de enxofre elementares
(enxofre roxo) no periplasma (DAHL, 2008; FRIGAARD; BRYANT, 2008). Cisteina sintase
(EC 2.5.1.47) é considerada uma enzima chave na producdo do aminoéacido cisteina, que é o
principal precursor na via biossintética da glutationa (GSH), reduzindo o tripeptideo essencial
nas plantas e matéria organica, além de proteger as proteinas contra a desnaturacdo, que é
causada pela oxidacdo dos grupos tiol protéicos durante as condicdes de estresse (AL
SHOFFE, 2018), tal enzima foi identificada nos Campos de Vellozia e Arbustivo. Na
paisagem de Capdo Florestal a enzima cistationina gama-sintase (EC 2.5.1.48) foi
identificada, a qual catalisa a formacao de L-cistationina a partir de O-acetil-L-homoserina e
L-cisteina (CLAUSEN et al., 1998). A enzima sulfito redutase (EC 1.8.1.2) NADPH foi
identificada em todos os campos, esta possui a funcdo de catalisar a reducdo de sulfito a
sulfeto e é necessaria para a sintese de L-cisteina a partir de sulfato inorganico (WU,
SIEGEL; KREDICH, 1991). Segundo Berney et al., (2014), no solo a sulfito redutase pode
atuar como um aceptor de elétrons terminal alternativo em condicGes de hipoxia. No processo
de assimilacdo de reducdo de sulfato os operons CysND e CysJl foram identificados, em

Vellozia e em todas as quatro distintas paisagens, respectivamente.
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Fosforo

O fosforo (P) € um nutriente essencial devido ao seu papel central em inimeras vias
metabolicas. O P é um componente dos fosfolipidios, RNA, DNA e dos principais cofatores
de nucleotideos necessarios para a transferéncia de energia e catalise na célula (WHITE;
METCALF, 2007). O P é essencial para toda a biota na Terra, préximo ao nitrogénio, P é o
segundo principal macronutriente limitante de crescimento para as plantas, afetando a saulde
das plantas e a produtividade das culturas (BERGKEMPER et al., 2016). Nos solos o P existe
na forma organica (Po) e inorganica (Pi), tendo como caracteristica a baixa disponibilidade
devido a lenta difusdo e alta fixagdo nos solos. O Pi, o qual é derivado de depdsitos minerais
ndo renovaveis de fosfato, é essencial para 0 metabolismo das plantas, entretanto, esta em
grande parte inacessivel para as plantas, uma vez que se liga as moléculas organicas nas
particulas do solo (ALEXOVA; MILLAR, 2013). Em solos acidos, o P pode ser absorvido de
forma dominante pelos 6xidos e hidroxidos de Al / Fe, como gibbsita, hematita e goethita
(PARFITT, 1989; SHEN et al., 2011). Os microrganismos sao parte integrante do ciclo do P
no solo e, tém o potencial de aumentar grandemente a taxa de ciclagem de Po ou Pi, isto &,
solubilizando P insolGvel organico e ligado a minerais (JONES; OBURGER, 2011), desse
modo, desempenham um papel importante na mediacdo da disponibilidade de P as plantas
(RICHARDSON; SIMPSON, 2011).

Diversas rotas metabdlicas relacionadas ao fosforo foram encontradas em todas as
fitofisionomias (figura 18). Dentre elas uma que esta presente em todas as areas € a via da
pentose fosfato, a qual é importante para manter a homeostase do carbono, para fornecer
precursores para a biossintese de nucleotideos e aminoacidos, para fornecer moléculas
redutoras para o anabolismo e para combater o estresse oxidativo (STINCONE et al., 2015).
Outra rota essencial e que esté presente em todas as paisagens é a fosforilacdo oxidativa, que é
0 processo pelo qual o ATP é formado a medida que elétrons séo transferidos das formas
reduzidas de dinucleotideo nicotinamida adenina (NADH) e dinucleotideo flavina adenina
(FADH2) para oxigénio molecular (O2) por uma série de transportadores de elétrons
(WRIGHT; POPE; LIU, 2009). Os glicerofosfolipidios sdo encontrados em maiores
quantidades nas membranas de todas as células e estdo presentes em quantidades muito
pequenas em reservas de gordura. Além disso, os glicerofosfolipidios s&o uma fonte de
compostos fisiologicamente ativos. Eles também participam de sistemas de sinalizacédo celular

e como ancora de proteinas nas membranas celulares (BLANCO et al., 2017).
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Figura 18 — Quantidade de enzimas presentes nas vias metabdlicas que fazem parte do metabolismo
do fdsforo em cada fitofisionomia.

Nas areas de Vellozia e Capdo Florestal foi identificada a rota metabdlica de fosfatos
de inositol, as quais sdo moléculas de sinalizacdo eucarioticas conservadas que implicam na
regulacdo de muitos processos bioldgicos, incluindo a exportacdo de mRNA do nucleo,
desenvolvimento embrionario, sinalizacdo e respostas ao estresse ambiental (HATCH,;
ODOM; YORK, 2017). O sistema de fosfotransferase (PTS) € uma rota que foi detectada nas
areas de Capdo Florestal e Campo Arbustivo. Tal via depende de fosfoenolpiruvato (PEP) e é
um dos principais mecanismos utilizados pelas bactérias para a absorcdo de hidratos de
carbono, particularmente hexoses, hexitois e dissacarideos, em que a fonte de energia provem
da PEP (KANEHISA et al., 2018). O PTS oferece a vantagem de ligar diretamente o
transporte de acucar a sua fosforilacdo, reduzindo assim o custo para a introdugdo do agucar
na via glicolitica (STULKE; SCHMALISCH, 2004). Nos Campos Graminosos foram
encontrados produtos naturais contendo ligacdes carbono-fosforo, os chamados compostos C-
P, sdo derivados de fosfonato e fosfinato com substituicdo do grupo alquila por hidrogénio de
ligacBes hidrogénio-fosforo (METCALF; VAN DER DONK, 2009).
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5.8 Similaridades entre os Campos Rupestres de Arbustivo e de Vellozia

Ambos os Campos rupestres de Vellozia e Arbustivo obtiveram maior destaque nas
analises feitas, tanto em diversidade proteica, filogenética e metabdlica. e estes demonstraram
significativa similaridade entre eles em todas essas analises.

Pbdde-se observar o agrupamento entre as fitofisionomias Arbustivo e Vellozia nos
dendrogramas baseados na filogenia (figura 4) e nas vias metabdlicas (figura 9). Também
notou-se significativa convergéncia das proteinas anotadas entre essas duas fitofisionomias
(figura 3b). Segundo Schaefer et al., (2016), tais fitofisionomias sdo classificadas como
unidades geoambientais que juntas compdem o compartimento de paisagem Campo Rupestre.
Nossas analises vém entdo corroborar com a similaridade presente entre tais areas.

Comparando especificamente as rotas metabolicas (figura 19) encontradas em ambas
fitofisionomias, observa-se que estas se assemelham bastante, possuindo mais de 70% de
similaridade, exemplificando que estas possuem atividades funcionais moleculares muito

préximas.

Vellozia Arbustivo

39 134 20

Figura 19 — Diagrama de Venn ilustrando o ndmero de rotas metabdlicas identificadas nas amostras dos Campos
Rupestres Arbustivo e de Vellozia.
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6 CONCLUSAO

Apesar da predominancia de proteinas Unicas e de espécies de microrganismos
exclusivos, observou-se uma alta similaridade entre as rotas metabolicas nas fitofisionomias
de canga estudadas. Assim, podemos inferir que cada um desses ambientes possui um
metaproteoma unico, oriundo de uma composicdo taxondmica distinta, intimamente
relacionada com a composicdo pedoldgica e floristica de cada fitofisionomia. Todavia, estes
microrganismos parecem exercer um grande numero de fungfes moleculares semelhantes,
demonstrando a redundancia funcional da microbiota que habita os solos de diferentes
fitofisionomias das cangas da Serra dos Carajas.

Foram observadas diversas proteinas vinculadas a reacdes de motilidade, quimiotaxia,
hipoxia, baixa disponibilidade de nutrientes, produgdo de antibidticos, presenca de metais
pesados, dentre outras que configuram respostas de estresse, mecanismos de defesa,
competicdo interespecifica e transmissdo de sinais, demonstrando uma miriade de interacdes
entre microrganismos e o0 ambiente de canga. Em suma, 0S microrganismos parecem
desenvolver estratégias para sobreviver as condigdes severas e dindmicas as quais estdo
submetidos.

Apols a analise de dados pbde-se constatar que os Campos Rupestres de Vellozia
possuem maior diversidade em todos os critérios analisados, como diversidade de proteinas,
de filogenia, de enzimas envolvidas na ciclagem de nutrientes, de processos metabolicos e
metabolismo de nutrientes.

Observou-se que a segunda maior diversidade de resultados dentro das analises
realizadas ocorreu nos Campos Arbustivos. Concomitante a isso, notou-se uma significativa
similaridade entre este ambiente e 0 Campo de Vellozia, considerando as intersecGes presentes
nos dados de proteinas, diversidade filogenética e de vias metabdlicas, essa Ultima
apresentando uma semelhanca superior a 70% entre as areas.

Por fim, embora ainda existam limitacbes nas técnicas disponiveis para a
metaprotedmica de solos, foi possivel obter o proteoma das fitofisionomias estudadas. 1sso
perimitiu derivar informacGes bioquimicas importantes a respeito de cada fitofisionomia,
demonstrando, sobretudo o potencial da metaprotedbmica como ferramenta para estudo da

diversidade funcional dos solos e monitoramento ambiental de areas impactadas.
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