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RESUMO

As raizes das plantas oferecem um ambiente especifico para o desenvolvimento natural de
comunidades microbianas, a rizosfera. Os microrganismos rizosféricos possuem alta
diversidade genética e metabdlica, resultando numa variedade de compostos organicos e
nutrientes liberados nesta regido, muitas vezes beneficiando o desenvolvimento das plantas.
Dioclea apurensis ¢ uma planta endémica da canga de Carajas que apresenta bom
desenvolvimento quando empregada em areas de recuperacio. E esperado que, juntamente a
mecanismos de adaptacdo fisiologica e morfoldgica, devem ocorrer interacbes microbianas
que favorecam o desempenho desta espécie, tanto no ambiente nativo como nas areas
antropizadas. Neste trabalho, acessamos a diversidade microbiana do solo rizosférico e ndo-
rizosférico de D. apurensis em canga e em areas em recupera¢do, na busca de microrganismos
que sejam importantes para o estabelecimento desta planta e enriquecimento do ambiente. O
DNA total do solo foi extraido e foram sequenciadas as regifes 16S e ITS para acessar a
diversidade de bactérias e fungos, respectivamente. O indice Shannon indicou uma maior
diversidade de fungos e bactérias nas areas em recuperacéo, tanto no solo rizosférico como no
ndo-rizosfeérico, provavelmente devido ao efeito positivo da aplicacdo de matéria organica na
implantacdo das parcelas. Também foi possivel diferenciar as comunidades microbianas
habitando a rizosfera de D. apurensis quando comparado com o solo ndo-rizosférico. Esta
separacdo foi maior na canga do que no ambiente recuperado, e também mais evidente para a
comunidade de fungos do que de bactérias. Na canga, D. apurensis apresentou uma alta
afinidade por fungos associados a tolerancia das plantas ao estresse hidrico, endofitos
septados escuros (DSE) e fungos micorrizicos, além de bactérias fixadoras de nitrogénio. Nas
areas de recuperacdo, as plantas também estavam associadas a microrganismos promotores do
crescimento de plantas, o que ajuda a explicar o bom desempenho da planta naqueles
ambientes. Além do manejo ja empregado a inoculacdo com organismos especificos, obtidos
de seu habitat natural, deve ajudar a enriquecer o ambiente e reestabelecer a estrutura da
comunidade microbiana. O emprego de matéria organica e de microrganismos benéficos em
projetos de recuperacao de areas mineradas beneficia ndo apenas a espécie em estudo, mas
aumenta a riqueza do ambiente, melhorando a qualidade do solo e a resiliéncia da comunidade
vegetal.

Palavras-chave: planta, rizosfera, microrganismos, interacéo.



ABSTRACT

The Plant roots offer a specific environment for the natural development of microbial
communities, the rhizosphere. Rhizospheric microorganisms, in turn, have strategies that
enable a variety of interactions, often benefiting plant development. Dioclea apurensis is an
endemic plant of the Carajas canga that shows good development when used in recovery
areas. Thus, along with the mechanism of physiological and morphological adaptation,
microbial interactions should occur that favor the performance of this species. In this work,
results of rhizospheric soil metagenomics associated with D. apurensis in canga and
recovering areas were compared. Total soil DNA was extracted and sequenced as 16S and
ITS regions to access the diversity of bacteria and fungi, respectively The shannon index
indicated a greater diversity of fungi and bacteria in the recovering areas, both in soil and non-
rhizospheric rhizosphere, probably due to the positive effect of the application of organic
matter in the implantation of the plots. It was possible to differentiate how microbial
communities inhabiting the rhizosphere of Dioclea apurensis. This effect was greater in the
canga than in the recovered environment, and was also more pronounced for the fungi
community than for bacteria. In the canga, D. apurensis showed a high affinity for fungi
related to water stress tolerance, dark septate endophytes (DSE) and mycorrhizal fungi, in
addition to nitrogen fixing bacteria. In the recovery area, microorganisms with potential to
promote plant growth were also identified, which helps to explain the good performance of
the plant in those environments. In addition to management, inoculation with specific
organisms of their natural habitat, should help enrich the environment and reestablish a
structure of the microbial Community. The use of beneficial microorganisms in projects to
recover mined areas benefits not only one type under study, but improves the richness of the
environment, improving soil quality and the resilience of the plant community.

Keywords: plant, rhizosphere, microorganisms, interaction.
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1 CONTEXTUALIZACAO
1.1 CANGA

As regibes de canga na Serra dos Carajas no estado do Pard apresentam solos
compostos por fragmentos ferruginosos de diferentes tamanhos, formado por substratos
rochosos e solos primarios que podem provocar algumas restricbes que dificultam o
desenvolvimento das plantas existentes na regido, como exemplo a restricdo hidrica, baixo
teor de nutrientes no solo, baixa capacidade de infiltragdo e resisténcia ao intemperismo
(LOHMANN; FIRETTI; GOMES, 2018). O alto nivel de Fe e Mn encontrados no solo
prejudicam as adaptacdes morfoldgicas e fisioldgicas das plantas, proporcionando uma
selecdo de espécies existentes nestes ambientes (SCHAEFER et al., 2015). A vegetacdo
identificada neste ecossistema é denominada na literatura como vegetacdo de canga, campos
ferruginosos ou campos rupestres ferruginosos (VINCENT; MEGURO, 2008).

A vegetacdo de canga € caracterizada por plantas que possuem a facilidade e
capacidade de armazenar em seu tecido celular grandes concentracGes de metais pesados.
Portanto plantas que se desenvolvem nestes locais apresentam mecanismos adaptativos que
envolvem alteracOes fisiologicas e morfoldgicas. Esses fatores sinalizam para a importancia
da selecdo de espécies nativas existentes nesses ambientes (VINCENT; MEGURO, 2008) a

fim de utiliza-las na revegetacdo de areas em recuperacao.

1.2 RECUPERACAO DE AREA DEGRADADA (RAD)

A mineracdo é um dos setores basicos da economia do pais, onde contribui de forma
importante para o bem-estar e a melhoria da qualidade de vida das presentes e futuras
geracOes, sendo primordial ao desenvolvimento da sociedade, desde que seja operada com
responsabilidade social, buscando sempre as praticas do desenvolvimento sustentavel
(GALVAO, 2000). No entanto, a atividade antropica esta causando diversos problemas que
resultam na degradacdo dos ecossistemas. As areas degradadas caracterizam-se pela remocao
do horizonte superficial do solo, o que ocasiona perda de nutrientes e de matéria organica,
diminuicdo de atividade bioldgica, propriedades fisicas alteradas, favorecendo a ocorréncia de
processos erosivos e a acidificacdo do substrato (ARTICO, 2018).

Nesse contexto, a recuperacdo de areas degradadas se torna cada vez mais necessaria,
com a finalidade da diminuicdo dos efeitos negativos que acarreta na destruicdo dos
ambientes naturais (ANDRE et al., 2019). O termo recuperacio vem sendo relacionado

diretamente com as areas degradadas, referindo a aplicacdo de técnicas para recuperacoes
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agrondémicas, bioldgica e de engenharia, visando a recomposicao topogréfica e a revegetacdo
de areas em que o relevo foi descaracterizado pela mineracdo, pela abertura de estradas ou
dentre outras atividades (TATSCH, 2011).

Na recuperacdo dessas areas deve ser lembrado que, nem sempre, na pratica, isso
ocorre de uma maneira facil, pois fazer uma opg¢éo bioldgica que envolva os aspectos como
preparo do substrato, implantacdo de uma comunidade de espécies vegetais, a restauracdo da
macrofauna e da microfauna edafica é realizado apds a producdo de muita pesquisa (SOUZA
et al., 2016). A revegetacdo de areas degradadas ¢ uma pratica muito utilizada e recomendada
para a obtencdo de um novo solo. Nesta pratica, tanto espécies vegetais nativas ou ndo podem
ser utilizadas, porém o restabelecimento das espécies nativas se constitua na préatica
ecologicamente mais recomendada (FARIA; CHADA, 2003).

1.3 RIZOSFERA

O solo é um meio natural complexo que promove o desenvolvimento, a multiplicacéo,
a sobrevivéncia e outras atividades dos organismos (LI et al., 2016). No solo ocorrem
inimeras interacdes biologicas, incluindo competicdo, predacédo, parasitismo, comensalismo e
0 mutualismo. Estas interacdes sdo importantes nas atividades do solo, isto €, na sua
capacidade de amparar a vida tanto das plantas como dos animais e outros seres Vivos
(BAKKER et al., 2015). Os microrganismos ndo vivem no solo na forma isolada, mas sim, na
forma de comunidade, podendo ser mais ou menos complexa, no qual uma ampla variedade
de interacGes é desenvolvida. A rizosfera, regido do solo sob influéncia direta da presenca das
raizes, apresenta caracteristicas distintas das do solo livre, caracterizada por ser a regido onde
ocorre a maior parte das interacdes entre 0os microrganismos e as plantas (HENKES et al.,
2018).

A microbiota dos solos esta recebendo progressivamente mais atencdo por sua
participacdo na funcionalidade e sustentabilidade dos solos. Diante disso, a microbiota é a
sustentabilidade do solo, uma vez que € a principal responsavel pelas reacdes bioguimicas
relacionadas a modificacdo da matéria organica e do intemperismo de rochas, colaborando
para a génese do solo e atuando como reguladora de nutrientes, especialmente atraves de
processos de decomposicdo e ciclagem de nutrientes (ARIAS et al.,, 2005; MOREIRA;
SIQUEIRA 2006; ANDREOLA; FERNANDES, 2007).

As plantas exercem forte influéncia sobre as populacdes microbianas em suas raizes.

Isso se explica pela capacidade diferenciada que os microrganismos possuem em metabolizar
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as diferentes fontes de carbono disponiveis (WANG et al., 2017). Plantas e microrganismos
do solo evoluiram simultaneamente, por intermédio de um sistema de sinalizagdo quimica,
através da secrecdo de aminodcidos, acidos organicos e aclcares, no qual favorece o
desenvolvimento de microrganismos na rizosfera (JIANG et al., 2017). Assim, o0
conhecimento do potencial enzimético e funcional dos microrganismos é importante para
avaliar a qualidade, uma vez que essa microbiota pode estar associada a estabilidade do
ecossistema (JURBURG; SALLES, 2015). Aproximadamente 5-21% do carbono orgéanico
total produzido pela fotossintese sdo deslocados para a rizosfera através dos exsudatos
radiculares (HAICHAR et al., 2014) e utilizado na manutencdo dos microrganismos presentes
no solo. Logo, os exsudatos radiculares sdo capazes de afetar a estrutura da comunidade
microbiana (LAVECCHIA et al., 2015).

Sobre as interacGes determinadas entre 0s microrganismos com as plantas, pesquisas
vem demostrando a importancia da interagdo Planta-microrganismo. Por exemplo, a interagdo
fungo micorrizico e plantas foi essencial para o controle do espaco terrestre pelas plantas. Na
atualidade, mais de 82% das plantas encontradas no planeta exercem simbiose com fungos
micorrizicos (arbusculares ou ectomicorrizas) (FULTHORPE et al., 2018). Assim como
interacdes com bactérias, no qual as espécies de Pseudomonas e Bacillus possuem tempos de
desenvolvimento respectivamente 1,5 e 2,5 vezes maiores na rizosfera do que no solo nao-
rizosférico em consequéncia do aumento na disponibilidade de substratos. Devido a isso,
considera-se que a rizosfera € um ambiente propicio para o desenvolvimento de
microrganismos (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002).

Estudos informaram que plantas ndo relacionadas filogeneticamente (distantes na
escala evolutiva) selecionam microrganismos de taxons distintos (BURNS et al., 2015).
Entretanto, uma caracteristica importante dessa selecdo diz respeito a manutencéo quase que
constante das atividades exercidas pela microbiota. Funcdes essas associadas a captacdo de
nutrientes, protecdo contra patdgenos, entre outras, sdo funcionalidade que provocam o
desenvolvimento e a sanidade da planta (MENDES et al., 2013). Indiscutivelmente, a planta
seleciona 0s microrganismos que vdo estar presente na sua rizosfera e muitos fatores
contribuem para essa selecdo. Entretanto, ainda ndo ha estudos sobre interacdo planta-

microrganismo com espécies nativas de Carajas.
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1.4 METAGENOMICA

A metagenémica é o estudo do conjunto de genomas recuperado diretamente de
amostras ambientais. Acredita-se que uma quantidade muito baixa de microrganismos sejam
cultivaveis por técnicas de cultivo laboratorial (DIMITROV, 2009). Com isso, extrair o DNA
diretamente do ambiente, permite o acesso a dados genéticos de organismos ainda ndo
cultivaveis.

O sequenciamento do metagenoma de amostras ambientais esta sendo amplamente
utilizado para compreender a dindmica das comunidades microbianas em diferentes
ambientes. A metagendmica, consiste em uma ferramenta que viabiliza estimar a diversidade
microbiana ou vias metabdlicas presentes no ambiente atraves da extracdo direta do material
genético de uma amostra ambiental sem necessidade de realizar etapas prévias de isolamento
e cultivo dos microrganismos, aumentando as chances de caracterizar mais precisamente a
comunidade presente naquele ambiente especifico (PALHETA, 2017). A diversidade
microbiana pode ser analisada atraves da amplificacdo de genes como o 16S rRNA
(procariotos) ou a maior subunidade ribossomal (eucariotos) onde esse método esta sendo
amplamente utilizado no estudo da composicdo e diversidade de comunidades microbianos
em habitats diversos (ZEPEDA; LEON; FLORES, 2015).

Os solos sdo ambientes complexos e constituidos por indmeros microrganismos.
Entretanto, a contribuicdo desses microrganismos para a manutencdo da estabilidade dos
ecossistemas ainda ndo foi totalmente compreendida. Desta forma, pesquisas sobre estudos
biogeoquimicos de ambientes de solo tém contribuido para determinar os fatores ecologicos
chaves que definem a diversidade e a composi¢do microbiana relacionada a cada ecossistema
(PASTERNAK et al., 2013). Com isso, 0 objetivo dos projetos que incluem a analise do
metagenoma frequentemente inclui identificar genes funcionais, estimar a diversidade
microbiana, compreender a dindmica da populacdo de microrganismos, montar o genoma de
um organismo ndo cultivado e identificar biomarcadores importantes para classificar um
processo ocorrido em ambientes especificos (RAJENDHRAN; GUNASEKARAN, 2011).
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2 INTRODUCAO

A Serra dos Carajas, localizada no estado do Para, possui um ecossistema que é
composto por flora e fauna especificas, formando uma vegetacdo tipica e altamente diversa
que se caracteriza por uma camada arbustiva-herbacea denominada canga (JACOBI et al.,
2007). As plantas desse ecossistema apresentam intmeras adaptacbes morfoldgicas que
podem promover sua adaptacdo ou sobrevivéncia a esse ambiente (MITRE et al., 2018).
Neste ambiente os microrganismos desempenham func¢bes fundamentais na manutencdo dos
ecossistemas, como elementos importantes de cadeias alimentares e ciclos biogeoquimicos, o
que os torna essenciais para a manutencdo desse ecossistema (ANDREOLA; FERNANDES,
2007). O solo é um sistema biolégico complexo e dindmico, onde 0s microrganismos
degradam praticamente todos os compostos organicos (NANNIPIERI et al., 2017). No solo,
as plantas oferecem um ambiente bastante especifico para o desenvolvimento natural de
comunidades microbianas. Durante a evolugédo, essas comunidades desenvolveram estratégias
que possibilitaram sua interacdo com as plantas (WANG et al., 2017).

As interacGes podem ser benéficas, portanto, sem provocar danos para as plantas, ou
prejudiciais, quando microrganismos patogénicos provocam desequilibrio bioquimico nas
plantas, gerando diferentes tipos de doencas (ALVAREZ et al., 2016). Apesar disso, diversos
processos mediados atraves dos microrganismos do solo sdo fundamentais a ciclagem de
nutrientes, como a fixacdo de C, mineralizacdo da matéria organica, fixacdo de nitrogénio
atmosfeérico e solubilizacao de fosfatos (MOREIRA et al., 2010).

As raizes das plantas sdo heterotréficas, sendo que suas principais funcionalidades sao
de sustentacdo, absorcdo de agua e nutrientes (LAVECCHIA et al., 2015). Entretanto, as
raizes realizam outras importantes funcdes, determinadas por meio da liberacdo de compostos
organicos, como aminoacidos, carboidrato e acidos organicos provenientes da fotossintese
que, nesse caso, possuem efeitos importantes sobre o solo (CARVALHO, 2016).

O conceito de rizosfera foi estabelecido inicialmente por Hiltner em 1904, no qual
compreende a regido do solo que é influenciada pelas raizes das plantas proporcionando um
ambiente dinamico e com intensa atividade microbiana (HASSAN et al., 2019). A conexdo
entre esses microrganismos e a planta é fundamental para o sucesso das plantas em ambientes
naturais.

Os exsudatos das raizes simbolizam fontes relevantes de energia para 0s
microrganismos da rizosfera e governam a estrutura da comunidade microbiana existente. O

perfil destes exsudatos difere de acordo com espécies de plantas, estagio de desenvolvimento,
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pH, textura do solo e na disponibilidade de nutrientes (JIANG et al., 2017). Desta forma, as
plantas influenciam na diversidade dos microrganismos, e 0s microrganismos estimulam a
exsudagdo das plantas (MOREIRA; SIQUEIRA, 2002). A heterogeneidade de compostos
organicos e a diversidade de microrganismos depositados na rizosfera € superior comparado
com solos ndo-rizosféricos (LU et al., 2018).

Segundo Mechi e Sanches (2010), as atividades relacionadas a mineracao
proporcionam grandes impactos para a vegetacdo, podendo prejudicar sua regeneracdo. As
atividades de mineracdo culminam com a retirada do horizonte pedoldgico superficial “A”, de
onde é obtida a maior quantidade de minerais primérios para a planta, fundamentais para boas
taxas de fertilidade. Os horizontes “B” e “C” ficam expostos e vulneraveis a atuagdo de
processos erosivos com impactos negativos nas coberturas vegetais. A atividade de
exploragdo mineral pode também provocar assoreamento de corpos hidricos, no qual acarreta
prejuizo as populacdes ao redor.

Nesse contexto, a recuperacdo de areas degradadas se torna cada vez mais necessaria,
visando a diminuicdo dos efeitos negativos que promovem a destruicdo dos ambientes
naturais (GUERRA, 2017). Estes fatores comprovam a relevancia de estudos e pesquisas para
melhor identificacdo de grupos de organismos presentes em determinado ecossistema e como
alguns impactos (desmatamentos e mineragdo) podem promover modificacbes nesses
ambientes (SANCHEZ, 2015). Neste contexto, a biologia do solo disponibiliza inimeras
alternativas para o desenvolvimento de novas tecnologias para monitoramento ambiental.

Dentre as técnicas utilizadas nas pesquisas em areas ambientais esta a metagendmica,
que consiste em uma ferramenta que viabiliza estimar a diversidade microbiana presentes no
ambiente através da extracdo direta do material genético de uma amostra ambiental
(PALHETA, 2017). Os genomas sdo obtidos diretamente das amostras ambientais, sem
necessidade de realizar etapas prévias de isolamento e cultivo dos microrganismos,
aumentando as chances de caracterizar mais precisamente a comunidade presente no ambiente
estudado.

Na vegetacdo nativa de canga, espécie Dioclea Apurensis Kunth, da familia Fabaceae,
ocorre em ambiente nativo e possui alta taxa de sobrevivéncia em areas em recuperacao na
Serra dos Carajas. Essa planta é caracterizada pela capacidade em armazenar grandes
concentragdes de metais pesados nos tecidos celulares e de estabelecer simbiose com
microrganismos, proporcionando condi¢bes favordveis ao seu estabelecimento nesse
ecossistema. (DAGHINO et al., 2016; VINCENT; MEGURO, 2008). Simultaneamente a
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mecanismos de adaptagdes fisiologicas e morfologicas, ocorrem possiveis interagcdes
microbianas que favorecem o desenvolvimento dessa espécie (FARIA et al., 2011). A
identificacdo e quantificacdo de microorganismos presentes na rizosfera associada a D.
apurensis é fundamental para a proposicdo e melhoria de estratégias para o estabelecimento
dessa planta em projetos de recuperacdo de areas degradadas em Carajas.

Apesar da importancia ecoldgica dos ecossistemas de canga, poucos sdo o0s estudos
que abordam a interacdo de plantas e microrganismos nesses ambientes nativos afetados pela
mineragdo. Assim, 0 presente estudo tem por objetivo analisar a microbiota associada a solo
rizosférico e ndo-rizosférico de Dioclea apurensis, endémica da Serra dos Carajas, visando
identificar microrganismos possivelmente relacionados a adaptacdo desta planta ao ambiente

nativo de canga e em area em recuperacao.

3 OBJETIVOS
3.1 GERAL
e ldentificar os microrganismos presentes em solos rizosféricos que sejam
essenciais para o estabelecimento de populacdes de Dioclea apurensis ao

ambiente de canga nativa e de recuperacéo.

3.2 ESPECIFICO
e Acessar a diversidade de fungos e bactérias em solos rizosféricos e néo-
rizosféricos associados a Dioclea apurensis em areas nativas e em recuperagao.
e Comparar 0 ambiente de canga e de area em recuperacdo para analisar a
biodiversidade de microrganismos e a possivel influéncia na selecdo destes

grupos pela Dioclea apurensis.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 LOCAL DE COLETA E AMOSTRAGEM

Os locais de amostragem incluiram um ecossistema nativo de canga (6 ° 00'41,0 "'S 50
° 17'45,0" W) e uma area afetada por mineracdo em recuperacdo, denominada "DMR" (6 °
02'32.0 "S 50 ° 07'04.0" W) localizado na serra de Carajas, no estado do Para (Figura 1). A
revegetacao da area em recuperacao iniciou no ano de 2014 com plantas comerciais e nativas,
onde foi utilizado uma fertilizagdo com NPK 04-14-08, mulch, composto orgéanico e fixador
AG60.

Foram coletadas quatro réplicas independentes de solo rizosférico e solo néo-
rizosférico de Dioclea apurensis na canga e quatro em area de recuperacdo (DMR),
totalizando dezesseis amostras coletadas. As amostragens de solos rizosféricos foram
realizadas com a planta sendo cuidadosamente removidas do solo, e o solo aderido as raizes
foram removidos por agitacdo manual. A coleta do material foi realizada utilizando luvas
descartaveis (preferencialmente de acetonitrila) e espatulas de metal limpas (utilizando alcool
70%) para cada local amostrado.

O solo do ambiente rizosférico foi coletado utilizando espéatulas (profundidade de 0 a
10 cm). Quanto ao solo ndo-rizosferico, amostras foram coletadas em pontos aleatorios da
area de canga e de recuperacdo, com distancia de cinco metros para a raiz de Dioclea
apurensis e com a profundidade de 0 a 10 cm. Durante a coleta os materiais foram
acondicionados em Falcon de 50 ml estereis, mantidos em gelo e posteriormente armazenados
em -80 °C até a extracdo de DNA.
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Figura 1-Localizagdo de coleta das amostras de solo rizosférico e ndo-rizosférico para cada

ambiente de estudo
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Fonte: proprio autor, (2021).

4.2 EXTRACAO E SEQUENCIAMENTO DE DNA

O DNA foi extraido a partir de 0,259 de solo, usando o kit de extracdo de DNA
QIAGEN PowerSoil® DNA Isolation Kit (QIAGEN, Hilden,Germany), seguindo as
instrucbes do fabricante. A concentracdo de DNA foi verificada através do Qubit ® 3.0
(Thermo Fisher Scientific). A qualidade do DNA foi verificada através de eletroforese em gel
de agarose a 1% (LifeTechnologies, Thermo Fisher Scientific Inc.).

A construcdo das bibliotecas de sequéncias bacterianas foi realizada com o protocolo
16S Metagenomic Sequencing Library Preparation da Illumina (Illumina, San Diego, CA,
USA), no qual foi utilizado o mesmo protocolo com adaptacdes para a construcdo da
biblioteca de fungo. As analises das comunidades bacterianas foram realizadas com as regides
V3-V4 do 16S rRNA, onde foi amplificada através da reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Foram utilizados 0 par de  primers “S-D-Bact-0341-b-S-17-N”  (5°-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3") e
“S-D-Bact-0785-a-A-21-N” (5°-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC

-3) com adaptadores para a plataforma MiSeq-Illumina.
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As anélises das comunidades de fungos foram realizadas com a regido Espacadora do
Transcrito Interno (ITS), no qual foi amplificada usando o par de primers “fITS7i” (5°-
TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGGTGARTCATCGAATCTTTG-3’) e
“ITS4i” (5°-
GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGTCCTCCGCTTATTGATATGC-
3”) com adaptadores para a plataforma Miseg-Illumina. Os primers utilizados tanto para
bactéria quanto para fungos, contém sequéncias nucleotidicas chamadas overhang, que
permitem a adicdo dos indexs nas etapas posteriores. Controles negativos foram utilizados na
extragdo de DNA e na reagdo em cadeia da polimerase (PCR).

Para a primeira PCR foi utilizado 12,5 pL de enzima 2x Kapa Hifi HotStart Ready
Mix, 5 puL de cada primer e 2,5 uL de DNA. A construgdo da biblioteca para fragmentos
bacterianos possui uma etapa inicial no termociclador de 3 minutos a 95 °C, seguida por 25
ciclos em 95 °C por 30 segundos, 55 °C por 30 segundos, 72 °C por 30 segundos e 72 °C por
5 minutos. A construcdo da biblioteca para fragmentos de fungos, comeca em uma etapa
inicial no termociclador de 94 °C por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 56 °C por 1 minuto, 72 °C por 30 segundos e 72 °C por 7 min. Em seguida, foi
realizada a quantificagdo do DNA através do Kit de quantificacdo de DNA Qubit™dsDNA
HS (High Sensitivity) Assay (Thermo Fisher Scientific) e fluorimetro Qubit ®3.0 (Thermo
Fisher Scientific). A qualidade dos amplicons foi verificada quanto ao tamanho dos
fragmentos, por meio de eletroforese capilar, utilizando o Bioanalyzer Agilent Technology
2100 (PANARO et al., 2000). Os produtos da PCR foram purificados com o kit de esferas
magnéticas AMPure XP beads (Bechman Coulter) e indexado em uma nova PCR com o kit
Nextera XT (Illumina) com adaptadores de sequéncias unicas (indexs) que foram adicionados
a cada amostra. Para a segunda PCR, foi utilizado 2,5 puL de Nextera XT index Primerl, 2,5
pL de Nextera XT index Primer2, 12,5 L de enzima 2x Kapa Hifi HotStart Ready Mix, 5 pL
de agua ultrapura e 2,5 pL de produto de PCR. Logo apds, foi realizado novamente a
purificacdo com as esferas magnéticas utilizando o kit Agencourt AMPure XP e quantificada
através do Qubit ® 3.0 (Thermo Fisher Scientific).

Posteriormente, a biblioteca foi padronizada para concentracdo de 4 nM e o pool
genébmico foi agrupado de acordo com o protocolo 16S Metagenomic Sequencing Library
Preparation da Illumina (Illumina, San Diego, CA, USA). Apos o preparo da biblioteca foi
realizado o sequenciamento de amplicons na plataforma Miseg-lllumina utilizando o kit de

corrida MiSeq V3 600 ciclos. O sequenciamento de nova geracdo das regides V3-V4 para
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bactérias e regides ITS para fungos foi sequenciado no Laboratorio da Universidade Federal

do Para.

4.3 BIOINFORMATICA

As sequéncias obtidas através do sequenciamento de amplicons da regido ITS e 16S
das amostras de solos rizosféricos e ndo-rizosféricos, foram alinhadas usando o pipeline do
PIMBA (A Pipeline for MetaBarcoding Analysis), um pipeline aplicado para anélise de dados
de metabarcoding que possibilita utilizar bancos de dados taxondmicos distintos. O PIMBA
foi desenvolvido pelo grupo de bioinformatica do Instituto Tecnolégico Vale -
Desenvolvimento Sustentavel para analise de metabarcodes e tem como base o pipeline
QIIME (Quantitative Insights Into Microbial Ecology) (CAPORASO et al. 2010, BOLYEN
et al. 2019).

Os dados de sequenciamento de fungo foram processados utilizando as etapas de
trimagem que consiste na retirada de contaminantes e na remocdo dos adaptadores.
Posteriomente, foi realizado a filtragem por qualidade (Phred >20) utilizando a ferramenta
Prinseq. Em seguida, somente as sequéncias forward e reverse foram montadas atraves do
montador Pear (ZHANG et al. 2014). Ap6s a montagem, ocorreu a etapa de derreplicacédo e
em seguida foi truncado em 200. Logo apos, todas as sequencias menores que 50 bp foram
descartadas e a filtragem para quimeras foi realizado. As sequéncias foram agrupadas em
Unidades Taxon6micas Operacionais (OTUs) utilizando o VSEARCH. O agrupamento das
sequéncias de OTUs € usada para classificar grupos de individuos com similaridade > 97% .
Com isso, a classificacdo taxondmica foi realizada através do banco de dados UNITE
(ABARENKOQV et al., 2010).

As sequencias bacterianas foram processadas de forma similar com o pipeline do
PIMBA (A Pipeline for MetaBarcoding Analysis), onde foi realizado as etapas de trimagem e
remocdo dos adaptadores. Em seguida, foi realizado a filtragem por qualidade (Phred >20)
utilizando a ferramenta Prinseq. Dessa forma, as sequéncias forward e reverse foram
montadas através do montador Pear (ZHANG et al. 2014). Apds a montagem, ocorreu a etapa
de derreplicacdo e em seguida foi truncado em 240. Diante disso, todas as sequencias menores
que 50 bp foram descartadas e a filtragem para quimeras foi realizado. As sequéncias foram
agrupadas em Unidades Taxondmicas Operacionais (OTUs) utilizando o VSEARCH. O

agrupamento das sequéncias OTUs € utilizada para classificar grupos de individuos com
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similaridade > 97%. Logo ap0s, a classificacdo taxondmica foi realizada através do banco de

dados Ribosomal Database Project (http://rdp.cme.msu.edu/).

4.4 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando os pacotes phyloseq v.1.30.0,
ggplot v.3.3.0 e vegan v.2.5-6 do softwars R (v.3.6.3). A construcdo dos gréficos foi realizada
através da composicdo taxondmica para cada amostra de solo rizosférico e ndo-rizosférico,
onde considerou matriz de abundéncia relativa e os parametros de alfa e beta diversidade com
valor de p < 0,05 como estatisticamente significativo. A diversidade beta foi calculada e a
analise de coordenadas principais (PCoA) construida usando as distancias ponderadas do
UniFrac no software R v.3.6.3. A diversidade alfa foi estimada para conhecer a diversidade de
espécies em cada um dos trés indices, incluindo Shannon, Chaol e Observed, calculados
usando o software R v.3.6.3.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 VISAO GERAL DE MICROORGANISMOS IDENTIFICADOS

O sequenciamento da regido 1TS2 produziu um total de 3.948.832 leituras brutas em
16 bibliotecas de entrada. Apos a filtragem de qualidade, 2.760.666 sequéncias de amplicons
foram consideradas. Solos de canga apresentaram mais sequéncias fungicas (1.404.745) do
que area em recuperacdo (1.355.921). Os indices de diversidade de Shannon e Chaol, bem
como OTUs observados de sequéncias fungicas, foram maiores nas amostras em area em
recuperacdo (figura 2).

O sequenciamento 16S produziu um total de (4.208.259) leituras brutas em 16
bibliotecas de entrada. Apos a filtragem de qualidade, foram consideradas (1.361.859)
sequéncias. Os solos em area em recuperacdo apresentaram maior nimero de sequéncias
(769.122) do que solos de canga (592.737). Os indices de diversidade de Shannon e Chaol,
bem como OTUs observados, foram maiores nas amostras em area em recuperacao (figura 2).

O microbioma associado a D. apurensis em areas em recuperacdo, apresentou maior
diversidade de fungos e bactérias nas amostras de solos rizosféricos e ndo-rizosféricos
comparado com canga. Essa abundancia microbiana elevada nas amostras de areas em
recuperacdo pode ser consequéncia de estratégias de recuperacdo de area, no qual a adicdo de

solo superficial que contém alta matéria organica, restos de plantas e microrganismos latentes
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do solo podem promover a diversidade microbiana e o crescimento da planta durante a
recuperacgdo do solo (FOWLER et al., 2015; SILVA et al., 2018).

Essa maior diversidade microbiana apos alteraces significativas no solo é relatada
anteriormente em zonas afetadas por incéndios florestais, em que tal microbiota pode ser
considerada como a chave para promover a recuperacao do ecossistema (BRAUN et al., 2006;
FUENTES-RAMIREZ et al., 2018)

Figura 2-Indices de diversidade alfa (Shannon e Chaol) e nimero total de OTUs de
sequéncias de fungos (A-C) e bactérias (D-F) em amostras de solos ndo-rizosféricos (canga-
B/DMR-B) e rizosféricos (canga-R/DMR-R) associadas a Dioclea apurensis (D). Os gréaficos

foram considerados estatisticamente significativos (P <0,05).
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5.2 DIVERSIDADE DE MICROORGANISMOS BASEADA NA ABUNDANCIA DE
BACTERIAS E FUNGOS EM SOLOS DE CANGA E DE AREAS EM RECUPERACAO
Na canga, as analises das sequéncias fungicas obtidas de D. apurensis identificou o
filo Ascomycota como o mais abundante na rizosfera e nos solos ndo-rizosféricos, com
abundancia relativa (AR) de 93,8 e 87,7%, respectivamente. Basidiomycota foi o segundo filo
mais abundante nas amostras de solos rizosféricos e ndo-rizosféricos, com AR de 4,4 e 1,6%,
respectivamente. Glomeromycota também foi detectado em solos ndo-rizosféricos
apresentando um AR de 1,43%. Em nivel de género (Figura 3), as sequéncias fungicas mais

abundantes associadas a rizosfera de D. apurensis, foram relacionados aos fungos ndo
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identificados (AR 77,3%), seguido por Paraconiothyrium (AR 2,9%), Scytalidium (AR 2,2%)
e Clitopilus (AR 1,7%), enquanto em solos ndo-rizosféricos os géneros ndo identificados
também foram os mais abundantes (AR 61,9%), seguidos por Arnium (AR 7,6%) e

Keissleriella (AR 6,4%).



Figura 3-Abundéancia relativa em nivel de género das principais sequéncias de fungos obtidas de Dioclea apurensis (A) e sequéncias bacterianas
obtidas de Dioclea apurensis (B) de solo ndo-rizosférico (canga-B/DMR-B) e rizosférico (canga-R/DMR-R) em canga e area de recuperacao
(DMR). Os numeros no eixo X representam as réplicas de cada solo
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Fonte: proprio autor, (2021).



Em relagdo as sequéncias bacterianas obtidas em D. apurensis, Acidobacteria,
Proteobacteria e Actinobacteria foram os trés filos mais abundantes em solos rizosféricos e
ndo-rizosféricos, com AR de 42,8, 38,7 e 16,1%; 53,2, 35,8 e 10,2%, respectivamente. Em
nivel de género (Figura 3), sequéncias associadas a rizosfera de D. apurensis foram
Rodoplanos (AR 20,0%), seguido por Bradyrhizobium (AR 14,4%), Demequina (AR 13,9%)
e Roseiarcus (AR 6,54%), enquanto em solo ndo-rizosférico Bradyrhizobium foi o mais
abundante (AR 24,3%), seqguido por Rhodoplanes (AR 14,0%), Roseiarcus (AR 11,9%) e
Rhodopila (AR 10,2%).

Em érea de recuperacdo, as analises das sequéncias fungicas identificou o filo
Ascomycota como dominante na rizosfera e nos solos ndo-rizosféricos associados a D.
apurensis, com AR de 78,0 e 85,2%, respectivamente. Basidiomycota foi o segundo filo mais
abundante em solos rizosféricos e em solos ndo-rizosféricos, com um AR de 21,0 e 13,0%,
respectivamente. Glomeromycota também foi detectado na rizosfera e em solos néo-
rizosféricos, apresentando AR de 0,61 e 0,8%, respectivamente. Em nivel de género (Figura
3), as sequéncias fungicas mais abundantes identificadas na rizosfera de D. apurensis foram
relacionadas a fungos nao identificados (AR 49,9%), sequido por Fusarium (AR 22,7%) e
Trechispora (AR 5,0%), enquanto que no solo nao-rizosférico os géneros nao identificados
foram o mais abundante (AR 52,4%), seguido por Fusarium (AR 16,9%) e Coniosporium
(RA 6,0%).

Em relacdo as sequéncias bacterianas obtidas em solos associados a D. apurensis,
Proteobacteria, Acidobacteria e Actinobacteria foram os trés filos mais abundantes em ambos,
rizosfera e solos ndo-rizosféricos, com AR de 64,1, 18,0 e 14,9%; e 67,0, 23,3 e 8,63%,
respectivamente. Em nivel de género (Figura 3), sequéncias mais abundantes associadas a
rizosfera de D. apurensis foram relacionadas a Bradyrhizobium (AR 14,5%), seguido por
Streptomyces (AR 5,5%), Rhodoplanes (AR 4,8%) e Sphingomonas (AR 4,2%); enquanto no
solo ndo-rizosférico Bradyrhizobium foi o mais abundante (AR 18,5), seguido por
Sphingomonas (AR 12,0%), Hyphomicrobium (AR 6,9%) e Rodoplanos (AR 5,3%).

A Analise de Coordenadas Principais (PCoA) de comunidade microbiana demonstrou
que as comunidades eram distintas entre os dois ambientes de amostragem (area em
recuperacdo e canga nativa), no qual foi possivel diferenciar as comunidades microbianas
habitando a rizosfera de Dioclea apurensis. Em canga, esse efeito € maior comparado com

area de recuperacdo, e também foi mais pronunciado para a comunidade de fungos do que de
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bactérias. No entanto, foram identificadas semelhancas entre as amostras de solos no

ambiente em recuperagdo nas comunidades de fungos e bactérias (Figura 4).

Figura 4-A anélise de coordenadas principais identifica que Dioclea apurensis obteve maior
seletividade de comunidades de fungos em canga comparado com &rea de recuperagao (A).
Em relagdo as comunidades de bactérias, Dioclea apurensis demostrou uma maior
similaridade em amostras de canga e em area de recuperacao (B). As analises foram obtidas
de amostras de solos rizosféricos (canga-R/DMR-R) e ndo-rizosféricos (canga-B/DMR-B) de
Dioclea apurensis (D) em ecossistemas de canga e area de recuperacao (DMR).
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Fonte: proprio autor, (2021).

As analises demostraram que os filos bacterianos (Proteobacteria, Acidobacteria,
Actinobacteria) e os filos de fungos (Ascomycota e Basidiomycota) foram os mais abundantes
para a planta em ambiente de canga e area em recuperacdo. Esses resultados estdo de acordo
com Vieira et al. (2018), que identificaram Proteobacteria, Acidobacteria e Actinobacteria,
bem como Ascomycota e Basidiomycota como filos dominantes em uma area de mineragédo
de ferro revegetada no Cerrado brasileiro. Dentro desses filos podem ser detectados diversos
microrganismos patogénicos, saprofiticos, simbidticos, endofiticos, patogénicos e promotores
de crescimento de plantas, que foram identificados nesse estudo, e podem desempenhar
papéis cruciais na manutencdo dos servicos ecoldgicos durante os estagios iniciais de
colonizacdo de plantas em areas em recuperacao.

Os resultados também identificam microrganismos com potencial para atuarem na
promoc¢do do crescimento de plantas. Em canga, fungos endofiticos potenciais, como 0s
géneros Paraconiothyrium e Scytalidium foram detectados na rizosfera da planta. Estudos
com Paraconiothyrium demostrou que espécies deste género foram isoladas da raiz de

Gymnocarpos przewalskii, que se desenvolvem em solos desérticos e podem contribuir com
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efeitos positivos no crescimento de plantas inoculadas sobre estresse hidrico (LI et al., 2018).
Além disso, o género Scytalidium foi associado a raiz de Pinus merkusii no qual sdo capazes
de solubilizar fosfato (MUJAHIDAH et al., 2019). Da mesma forma, espécies do género
Clitopilus foi detectado na rizosfera de D. apurensis. Estudos demostram que espécies desse
género podem aumentar a absor¢do de N e K em plantas inoculadas (JIN et al., 2019).

Os géneros de bactérias Bradyrhizobium e Rhodoplanes foram detectados na rizosfera
da planta no ambiente de canga e area em recuperacdo. Esses géneros tém sido relatados
como microrganismos benéficos que contribuem para o ciclo do nitrogénio e como
promotoras de crescimento da planta (GONZALEZ et al., 2019). Outro género de bactéria
detectado foi Sphingomonas, que possui espécies capazes de aumentar a tolerancia de metais
em plantas (BILAL et al., 2018).

Nas areas em recuperacdo, os géneros de fungos Fusarium e Coniosporium foram
detectados nas rizosferas das plantas. O género Fusarium possui principalmente espécies
fitopatogénicas (ZAIN et al., 2019). O género Coniosporium possui espécies com potencial
antagonista a patogenos presentes no solo (DONG et al., 2016). O género Trechispora
também foi identificado na rizosfera de D. apurensis, no qual apresenta espécies com
potencial para associacido com ectomicorriza com outras espécies (VANEGAS-LEON et al.,
2019).

Nas plantas coletadas na canga, foram detectados varios microrganismos envolvidos
na mineralizacdo de N, incluindo Rhizobium, Mesorhizobium, Rhodomicrobium e Roseiarcus.
Esses resultados concordam com Castro et al. (2017), que identificaram esses grupos de
bactérias em rizosfera de Vigna unguiculate, e com Oliveira et al. (2020), que tambem
identificaram diversos géneros formadores de nddulos proporcionados por bactérias fixadoras
de nitrogénio em amostras de solo. Portanto, tais tdxons bacterianos podem ser considerados
como chave para a promoc¢do do crescimento vegetal, no qual podem ser inoculados em
plantas para promover o desenvolvimento vegetal em areas degradadas, principalmente se
apresentarem caracteristicas que auxiliam no crescimento vegetal, incluindo formacdo de
biofilme, sider6foros, entre outros (TIWARI & LATA, 2018). Assim como na canga, 0S
géneros de bactéria Bradyrhizobium, Rhodoplanes, Sphingomonas também foram associados
a rizosfera de D. apurensis em area de recuperacdo. A ocorréncia destes organismos,
provavelmente oriundos da matéria organica adicionada no solo, sdo cruciais para 0 bom

desempenho desta espécie nas areas em recuperacao.



12

Os taxons de fungos identificados com papéis benéficos para plantas que estdo
submetidas a condicbes de estresse, incluem fungos micorrizicos arbusculares, endoéfitos
septados escuros (DSE) e alguns extremofilos. Os resultados mostraram Rasamsonia na
rizosfera de D. apurensis, em que foram definidas como potenciais promotores de
crescimento de plantas endofiticas associadas a Nicotiana spp. que se desenvolvem em
regides aridas (DASTOGEER et al., 2018). Esses endéfitos mesofilicos e termofilicos de
plantas podem contribuir para o estabelecimento da planta, principalmente em solos com
exposicdo direta a luz como os ambientes em recuperacdo. Logo, esses grupos fungicos
também sdo considerados como chave para a promocdo do crescimento vegetal, no qual
podem ser inoculados em plantas para promover o desenvolvimento vegetal em &reas
degradadas. Dessa forma, a inoculacdo com os grupos de fungos e bactérias especificos
encontrados nas areas nativas, mas ainda ndo presentes nas areas de recuperagdo, podem
melhorar o desempenho das plantas e contribuir para o enriquecimento biolégico do solo em
projetos de recuperacao.

Os resultados indicam que Dioclea apurensis seleciona microrganismos benéficos na
rizosfera o que influencia positivamente o processo de recuperacdo de areas. Os fatores
ambientais como temperatura e umidade do solo podem interferir na abundancia das
populacdes microbianas e influenciar os resultados da composicdo dos grupos dessas
populacdes. Contudo, a funcionalidade desses grupos deve ser aplicada para compreender 0s
mecanismos de restauracao de plantas em ambientes degradados (LIU et al., 2017).

Os resultados desse estudo fornecem indicios sobre o papel relevante da microbiota
associado a D. apurensis em éareas de canga e em recuperacdo. Desta forma, foram
identificados fungos e bactérias associados a rizosfera com papéis benéficos que contribuem
para 0 desenvolvimento da planta por meio da mineralizacdo de P através de micorrizas,
obtencdo de N por bactérias fixadoras de nitrogénio, e alguns mesofilos e extremoéfilos que
agregados podem melhorar o desempenho da planta sobre condigdes de estresse em areas de
canga e em recuperacdo. Desse modo, D. apurensis apresenta simultaneamente mecanismos
de adaptacdo fisioldégicas, morfologicas e interaces microbianas que proporcionam o
desenvolvimento dessa espécie em canga. Este conhecimento é importante para propor e

aprimorar estratégias de estabelecimento dessa planta em area de recuperacdo de Carajas.
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6 CONCLUSOES

Por meio desse estudo foi possivel identificar diferencas na microbiota associada a
rizosfera de D. apurensis estabelecida em ecossistemas de canga e em areas em recuperacao.
Em canga, esse efeito foi maior comparado com &rea de recuperagdo, e também foi mais
acentuado para a comunidade de fungos do que de bactérias. Identificaram-se grupos de
microrganismos com potencial para promotores de crescimento de plantas que sdo essenciais
na adaptacdo e sobrevivéncia da espécie D. apurensis para os dois ambientes estudados. Estes
microrganismos ajudam a  melhorar a adsor¢do de nutrientes e agua, proteger contra
patbgenos e promover o crescimento das plantas. Essa pesquisa contribui para o
conhecimento e utilizacdo de microrganismos benéficos em projetos de recuperacdo de areas
mineradas, beneficiando ndo apenas a espécie em estudo, mas também melhorando a

qualidade do solo e aresiliéncia da comunidade vegetal nos ecossistemas.
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