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RESUMO

ZAGATTO, L. F. G. O feedback planta-solo e suas implicaces na restauracao ecologica
na transicdo Mata Atlantica-Cerrado. 2023. 62 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sdo Paulo, Piracicaba, 2023.

Em florestas, as arvores sao as principais responsaveis por definir as interaces que ocorrem
acima e abaixo do solo. Por sua vez, o solo € um ecossistema complexo e vital que abriga uma
vasta diversidade de organismos, que desempenham funcdes cruciais no ambiente, como a
decomposi¢do da matéria orgénica, a disponibilizacdo de nutrientes e a formacao de associaces
simbidticas com as plantas. As constantes interacGes entre as plantas e as caracteristicas bidticas
e abidticas do solo geram uma dindmica de feedback planta-solo que tem papel fundamental na
estruturacdo e manutencdo das comunidades. Altamente degradada, a Mata Atlantica é a
segunda maior floresta pluvial tropical do continente, existindo no estado de Sdo Paulo diversas
areas de transicdo entre este bioma e o Cerrado que sofrem com ag¢des antropicas. Nos contextos
atuais de mudancas climaticas e de degradacdo dos ecossistemas, muitas fungdes exercidas pela
microbiota do solo estdo sendo perdidas, o que tornam os esforgos para sua recuperacdo
essenciais para a sobrevivéncia dos biomas. Portanto, este trabalho teve como objetivo
caracterizar a composi¢cdo taxondmica, a diversidade e a estrutura de comunidades de
microrganismos presentes em solos de uma area nativa de Mata Atlantica, uma de Cerrado e
uma de transicdo Mata Atlantica-Cerrado (ecétono) no estado de S&o Paulo, bem como
relacionar a estrutura dessas comunidades a caracteristicas quimicas e bioquimicas dos solos
estudados. Para isso, amostras de solo coletadas em cada uma destas areas e submetidas a
diferentes analises: 0 DNA gendmico total das amostras de solo foi extraido e submetido ao
sequenciamento metagenémico do tipo shotgun; a atividade das enzimas extracelulares
fosfatase acida, fosfatase alcalina, beta-glicosidase e arilsulfatase foram avaliadas; e 0s
parametros quimicos (macro e micronutrientes, matéria organica e pH) e fisicos (textura) do
solo foram acessados. A partir deste estudo, foi possivel observar que os solos das areas de
Mata Atlantica, ecotono e Cerrado diferiram em algumas propriedades quimicas (pH do solo e
quantidade de ferro, fésforo e manganés disponiveis) e bioguimicas (enzimas fosfatases acida
e alcalina), o que influenciou as comunidades microbianas. A estrutura das comunidades
microbianas foi modulada pela diversidade beta, mesmo que ndo tenha havido diferencas
quanto a diversidade alfa. A composicdo das comunidades microbianas e a abundancia relativa
foi semelhante para bactérias e fungos nos solos das trés areas, porém a abundancia relativa de
arqueias foi maior nos solos da area de Cerrado. Além disso, a comunidade de microrganismos
do solo da area de Mata Atlantica se mostrou mais complexa e resiliente do que a comunidade
presente no solo da area de Cerrado. Portanto, os resultados deste estudo fornecem ideias sobre
como a estrutura das comunidades microbianas diferem ao longo de um gradiente de vegetacao
entre a Mata Atlantica e o Cerrado, indicando que as comunidades microbianas presentes no
solo de Cerrado estudado s@o menos resilientes, estando mais suscetiveis a distarbios, o que
pode impactar a comunidade vegetal presente acima do solo.

Palavras-chave: Ecétono. Microbioma. Biodiversidade. Metagenoma. Estrutura da
comunidade.






ABSTRACT

ZAGATTO, L. F. G. Plant-soil feedback and its implications for ecological restoration in
the Atlantic Forest-Cerrado transition. 2023. 62 p. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) —
Centro de Energia Nuclear na Agricultura, Universidade de Sao Paulo, Piracicaba, 2023.

In forests, trees are the main responsible for defining interactions that occur above and below
ground. The soil is a complex and vital ecosystem that harbors a vast diversity of organisms,
which perform crucial functions in the environment, such as decomposition of organic matter,
nutrient availability, and formation of symbiotic associations with plants. Thus, constant
interactions between plants and biotic and abiotic soil characteristics generate a plant-soil
feedback dynamic that plays a fundamental role in structuring and maintaining communities.
Highly degraded, the Atlantic Forest is the second largest tropical rainforest on the American
continent, with several transition areas between this biome and the Cerrado in the state of Séo
Paulo suffering from anthropogenic actions. In the current context of climate change and
ecosystem degradation, many of the functions performed by soil microbiota are being lost,
making efforts for their recovery essential for the survival of these biomes. Therefore, this work
aimed to characterize the taxonomic composition, diversity, and structure of microbial
communities present in soils of a native Atlantic Forest area, a transition zone (ecotone), and a
Cerrado area in the state of S&o Paulo, as well as to relate the structure of these communities to
chemical and biochemical soil characteristics. For this purpose, soil samples collected from
each of these areas were subjected to different analyses: total genomic DNA from soil samples
was extracted and subjected to shotgun metagenomic sequencing; extracellular enzyme
activities, including acid phosphatase, alkaline phosphatase, beta-glucosidase, and
arylsulfatase, were evaluated; and soil chemical (macro and micronutrients, organic matter, and
pH) and physical (texture) parameters were assessed. The results indicate that the soils from the
Atlantic Forest, ecotone, and Cerrado areas differed in some chemical (soil pH and available
iron, phosphorus, and manganese) and biochemical (acid and alkaline phosphatase enzyme
activities) properties, which influenced microbial communities. Additionally, microbial
community structure was modulated by beta diversity, even though there were no differences
in alpha diversity. Microbial community composition and relative abundance were similar for
bacteria and fungi in soils from all three areas, but the relative abundance of archaea was higher
in soils from the Cerrado area. Moreover, the soil microbial community in the Atlantic Forest
area was more complex and resilient than the community present in the Cerrado area. The
results of this study provide insights into how microbial community structure differs along a
vegetation gradient between the Atlantic Forest and the Cerrado, indicating that microbial
communities present in the studied Cerrado soil are less resilient, making them more susceptible
to disturbances that can impact the plant community present above ground.

Keywords: Ecotone. Microbiome. Biodiversity. Metagenome. Community structure.
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1. INTRODUCAO

1.1. O solo como um habitat biodiverso e essencial para a sustentacdo da vida no

planeta

O solo consiste em  um ecossistema complexo e vital que abriga uma vasta diversidade
de organismos, sustentando toda a fauna, flora e fungos terrestres. Estima-se que um grama de
solo possa conter de 2000 a 18000 diferentes genomas, muitos dos quais pertencentes a espécies
ainda desconhecidas (WALL et al., 2019; XU et al., 2014). O desenvolvimento de técnicas de
sequenciamento metagendmico de DNA permitiu 0 acesso a espécies microbianas do solo ndo
cultivaveis, abrindo vérias novas oportunidades para explorar diferentes dados taxonémicos e
funcionais (FIERER et al., 2012; SAHEB; KASHAF et al., 2021; VESTERGAARD et al.,
2017). Essa nova abordagem tornou possivel compreender de forma mais precisa questes
como quais microrganismos estdo presentes em ambientes, quais funcdes essas espécies podem
desempenhar, quais interagdes ocorrem em diferentes habitats e como essas comunidades
respondem a mudancas no uso da terra (NESME et al., 2016).

Além de sustentar as comunidades microbianas, o solo é responsavel pela ciclagem de
nutrientes e por transformar a matéria, regulando a qualidade do ar e da 4gua (JANSSON;
HOFMOCKEL, 2018; WALL et al., 2019). Esses e outros servigos ecossistémicos promovidos
pelo solo sdo determinados por fatores abidticos, como propriedades quimicas e fatores
climaticos, que moldam os fatores bidticos, como a microbiota, resultando em processos
fundamentais para a sustentacao da vida no planeta (WALL et al., 2019).

Além de suas propriedades fisicas e quimicas, o solo tem sua porcao biolégica composta
por bactérias, arqueias, fungos, virus, cianobactérias, protistas, outros microrganismos e
representantes da macro e microfauna. As comunidades microbianas, apesar de constituirem
menos de 5% da matéria organica do solo, desempenham funcGes cruciais no ambiente, como
a decomposicao da matéria organica morta, a disponibilizacdo de carbono, nitrogénio e fosforo
para a cadeia trofica, a formacdo de associagdes simbidticas com as plantas, a agregacéo de
particulas e a participagdo na formagéo estrutural do solo (DALAL, 1998; WALL et al., 2019;
FIERER; WOOD; BUENO DE MESQUITA, 2021). A diversidade taxondmica e funcional da
microbiota é um importante indicador de saude do solo. Outras métricas relacionadas aos
microrganismos, como as atividades de enzimas extracelulares, que atuam diretamente nos
ciclos do carbono, nitrogénio, fésforo e enxofre, também podem ser utilizadas como
indicadores da saude do solo (FIERER; WOOD; BUENO DE MESQUITA, 2021). Portanto,
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nos contextos atuais de mudancas climéticas, expansdo agricola desordenada e degradacéo do
solo, muitas fungdes essenciais exercidas pela microbiota do solo estdo sendo alteradas ou
perdidas, 0 que torna a sua conservacdo ou recuperacdo essencial para a sobrevivéncia e
manutencdo dos ecossistemas (ALVES et al., 2020; JANSSON; HOFMOCKEL, 2018; WALL
etal., 2019).

1.2. Mata Atlantica e Cerrado: biomas-chave para a conservacdo da biodiversidade

brasileira

Considerada a segunda maior floresta tropical pluvial do continente americano, a Mata
Atlantica abrange uma grande diversidade de zonas climaticas e formacfes vegetais
(REZENDE et al., 2018; TABARELLI et al., 2005). Originalmente, recobria de forma continua
a costa brasileira, adentrando o continente em algumas regides, estendendo-se ao Paraguai e
Argentina (TABARELLLI et al., 2005). Atualmente, distribui-se por 17 estados brasileiros e
abriga grande parte dos maiores polos industriais, quimicos, petroleiros, portuarios e turisticos
do pais. Entretanto, a acdo antrdpica desde a colonizagcdo, com intensos processos de
urbanizacdo e expansao agricola nas regides de ocupacdo da Mata Atlantica, resultou em uma
grande perda de biodiversidade (JOLY; METZGER; TABARELLI, 2014; CAMPANILI,
SCHAFFER, 2010). Atualmente, a Mata Atlantica apresenta apenas 12% de sua area original
recoberta, com areas muitas vezes fragmentadas em pequenos trechos florestais isolados
(JOLY; METZGER; TABARELLI, 2014; TABARELLI et al., 2005).

O Cerrado, por sua vez, é o segundo maior bioma brasileiro, ocupando cerca de 21% do
territorio nacional (KLINK; MACHADO, 2005). Também altamente degradado e sob
constantes pressdes antropicas (STRASSBURG et al., 2017), os solos de Cerrado sdo, de modo
geral, &cidos, pobres em nutrientes e ricos em aluminio (KLINK; MACHADO, 2005; PY-
DANIEL, 2010), caracteristicas que conferem ao bioma uma grande diversidade bioldgica, com
variagdes no tipo de vegetacdo encontrada. Segundo Coutinho (1978), o Cerrado apresenta
cinco fitofisionomias, compostas por campos abertos, por formagdes savanicas intermediarias,
e pelo cerraddo, que é caracterizado pela alta densidade e diversidade de espécies arboreas e
baixa densidade de espécies herbaceas, apresentando fisionomia florestal.

Devido ao alto grau de degradagdo, de endemismo e alta diversidade bioldgica, os
biomas Mata Atlantica e Cerrado sdo considerados parte dos 25 hotspots mundiais de
biodiversidade, sendo areas-chave prioritarias para conservacdo (MYERS et al., 2000). No

estado de Séo Paulo, fragmentos florestais remanescentes compreendem cerca de 32,6% da area
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original coberta por vegetacdo de Mata Atlantica (67,3%) e 3% da area original coberta por
vegetacio de Cerrado (32,6%) (SAO PAULO, 2020) (Figura 1).

Figura 1 - Representacgdo das areas originais de ocorréncia e a vegetacdo remanescente de Mata Atlantica
e Cerrado no estado de Séo Paulo.

Situagdo dos Blomas do Estado de Sao Paulo

Cerrado

| Unidade de Gerenciamento de Recursos Hidrcos - UGRHI

B ccborturs Vegetal Nativa
BIOMA
Cerrado

Mata Allantica

Mata Atldntica
Superficie original: 16.683.167 ha

» ESP)

Fonte: S&o Paulo (2020).

No centro-oeste paulista, a regido administrativa de Bauru apresenta poucos fragmentos
maiores do que 100 hectares (SAO PAULO, 2005). Um deles esta localizado na Gleba Il do
Reflgio de Vida Silvestre Aimorés, que apresenta 277 hectares ocupados por cerraddoe 5
hectares ocupados por floresta estacional semidecidua, uma das fitofisionomias de Mata
Atlantica (WEISER, 2007). Os limites entre essas fisionomias ndo sdo definidos e formam
grandes areas de transicdo em que espécies caracteristicas dos dois biomas se misturam
(WEISER, 2007). Essa mudanca gradual na comunidade em uma distancia relativamente curta

caracteriza uma area de transi¢cdo, também chamada de ecotono (RICKLEFS; RELYEA, 2016).
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1.3. O feedback planta-solo e as interagdes bioldgicas

Em formacdes florestais, as espécies arbdreas sdo as principais responsaveis por definir
as interacbes que ocorrem acima e abaixo do solo, bem como atuam como as principais
determinantes do microbioma, requerendo intera¢cbes com microrganismos simbiontes para
processos fundamentais, como a mobilizacdo de componentes minerais e a producdo de
exsudatos pela raiz (URBANOVA; SNAJDR; BALDRIAN, 2015; BALDRIAN, 2017). Assim,
o predominio de espécies arboreas encontrado na Mata Atlantica e no cerraddo, entre outros
fatores, esta relacionado as caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do solo, fundamentais
para o sucesso de diferentes espécies vegetais e pela coexisténcia que da origem as comunidades
(BENNET; KLIRONOMOS, 2019; VAN DER PUTTEN et al., 2013). Por outro lado, as
plantas influenciam propriedades bioticas e abiéticas do solo atraves de fatores como a
regulacdo da temperatura e o fornecimento de habitats para diferentes espécies, tanto acima
quanto abaixo do solo (DE LONG et al., 2019; VAN DER PUTTEN et al., 2016). Através da
deposicdo de serrapilheira (biomassa vegetal morta presente sobre o solo que € composta
principalmente por biopolimeros da parede celular vegetal, como celulose, hemicelulose e
lignina) as espécies vegetais fornecem a maior fonte de matéria organica acumulada sobre o
solo, que suporta comunidades de organismos capazes de decompor compostos celulares
vegetais e devolver componentes minerais e organicos ao ambiente (MOORHEAD;
SINSABAUGH, 2006; BARLOW et al., 2007; NDAW et al., 2009; STURSOVA et al., 2012;
PRESCOTT; GRAYSTON, 2013; URBANOVA; SNAJDR; BALDRIAN, 2015; BALDRIAN,
2017; MASINOVA et al., 2017). Todas essas alteragdes causadas no solo pelas plantas e o
impacto que o solo tem, a partir disso, para as espécies vegetais, sdo definidas como como
feedback planta-solo (plant-soil feedback, PSF) (VAN DER PUTTEN et al., 2013; VAN DER
PUTTEN et al., 2016).

A heterogeneidade encontrada em solos de florestas influencia diretamente a
composicdo das comunidades microbianas, que sdo afetadas tanto por fatores genéticos das
espécies vegetais quanto por fatores ambientais, como caracteristicas da serrapilheira, materia
organica, valores de pH e de nutrientes presentes no solo (BALDRIAN, 2017). Todos esses
fatores sdo dindmicos, fazendo com o0s componentes presentes no ambiente variem
temporalmente (BALDRIAN, 2017). Existem evidéncias  na literatura que as comunidades
de fungos, bactérias e outros microrganismos encontrados na serrapilheira séo diferentes
daquelas presentes no solo, com ambas exercendo fungdes distintas (STURSOVA et al., 2012;
URBANOVA; SNAJDR; BALDRIAN, 2015). Em ambientes tropicais de solos mais pobres,
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0s microrganismos associados a serrapilheira atuam como maior fonte de carbono e nitrogénio
do que aqueles presentes no solo, sendo, assim, essenciais para a manutencdo dos ambientes
(NDAW et al., 2009). Ao longo do processo de decomposicdo, a qualidade da serrapilheira
muda, fazendo com que componentes como o carbono deixem de estar facilmente disponiveis,
o0 que influencia diretamente as comunidades microbianas associadas (DILLY et al., 2004).
Assim, ao longo do tempo o PSF pode variar de positivo (quando melhora as condicdes para
coespecificos, aumentando a probabilidade de a espécie colonizar o local) a negativo (quando
atua no solo de modo a torna-lo menos favoravel a coespecificos, aumentando a probabilidade
de que a espécie seja substituida por outras mais aptas as condi¢des locais) (BENNET;
KLIRONOMOS, 2019; VAN DER PUTTEN et al., 2013). Portanto, diferentes ambientes
suportam comunidades distintas de microrganismos e, consequentemente, geram PSF

desiguais.

1.4. Conhecer para conservar ou restaurar: a caracterizagdo da microbiota e suas

interacdes com o solo em area de transicdo Mata Atlantica-Cerradao

O PSF tem um papel fundamental no funcionamento dos ecossistemas e na estruturagao
das comunidades, guiando, inclusive, processos atuantes na restauracdo ecologica (DE LONG
et al., 2019). Quando consideramos o atual cenario de mudancas climaticas, de destruicdo de
habitats e de manejo inadequado dos ambientes, no qual a Organizacdo das Nacdes Unidas
(ONU) definiu o periodo de 2021-2030 como a Década da Restauracdo de Ecossistemas
(UNITED NATIONS, 2019), conhecer os impactos que as espécies presentes acima e abaixo
do solo exercem umas sobre as outras é essencial para que possamos empregar medidas de
recuperacdo de areas degradadas. Ainda, em busca na literatura, é possivel notar que sdo
escassos os trabalhos que avaliam as interagdes da microbiota em areas de transicao entre Mata
Atlantica e Cerrado. Ademais, sdo poucos 0s estudos que analisam a microbiota do solo e o
PSF em éreas de cerraddo (ARAUJO et al., 2017; 2018a; 2018b), dos quais nenhum avalia
locais no estado de S&o Paulo.

Assim, considerando que 0s micro-organismos do solo desempenham um papel
fundamental nas relagcbes que ocorrem acima e abaixo do solo e que, em regides tropicais,
essas caracteristicas foram pouco estudadas (GUERRA et al., 2020; VENTURINI et al., 2022),
a falta de atencdo a esses biomas pode levar os tomadores de decisdo a nao priorizar
areas para conservagao ou o desenvolvimento de projetos de restauracdo ecoldgica que nao

terdo sucesso em manter ou recuperar servigcos ecossistémicos (CAMERON et al., 2018;
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GUERRA et al., 2020). Além disso, muitas espécies microbianas ainda desconhecidas podem
possuir genes com potencial biotecnoldgico, podendo ser utilizados no desenvolvimento de
medicamentos ou ter outras aplicagdes industriais (DELMONT et al., 2011). Assim, levando
em conta sua importancia para a biodiversidade, possivelmente para aplicacdes biotecnologicas
e sua rapida substituicdo por acbes antropicas, é fundamental que sejam realizados esforgos
para a caracterizacdo da microbiota do solo em areas de Mata Atlantica, de Cerrado e de
transicdo entre estes biomas, bem como o entendimento de possiveis implicacdes destas em

projetos conservacdo e de restauracdo ecologica.
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HIPOTESES

As hipdteses deste estudo sdo de que:

as comunidades de microrganismos presentes nos solos de uma &rea de Mata Atlantica,
uma de transicdo (ecotono) e uma de Cerrado apresentardo composi¢des distintas, com
a microbiota do solo da area onde predominam espécies de Mata Atlantica apresentando
maior diversidade funcional e taxondémica devido & maior umidade, maior deposicao de
serrapilheira e maior acimulo de matéria organica;

as caracteristicas quimicas e a atividade de enzimas extracelulares presentes nos solos
diferem entre os solos da area de Mata Atlantica, de Cerrado, e da area de transicao

entre este dois biomas (ec6tono), tendo relagdo com as comunidades de microrganismos
presentes no solo.
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3. OBJETIVOS

O presente estudo teve como objetivo geral avaliar e caracterizar a microbiota do solo
de uma area de Mata Atlantica, de transicdo (ec6tono) e de Cerrado com fisionomia florestal
(cerraddo) no centro-oeste do estado de S&o Paulo. Os objetivos especificos deste estudo sdo:

a) caracterizar e avaliar a diversidade taxonémica e funcional da microbiota solo em trés
areas de vegetacao nativa: uma em que predominam espécies vegetais especialistas de

Mata Atlantica, uma em que predominam espécies vegetais especialistas de Cerrado e

uma em que predominam espécies vegetais generalistas;

b) caracterizar parametros quimicos (macro e micronutrientes, matéria organica e pH),
bioquimicos (atividade de enzimas extracelulares presentes no solo) e fisicos

(granulometria) dos solos, e os relacionar & composicao e a estrutura das comunidades

microbianas presentes nos solos das trés areas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Caracterizacao das areas de estudo

A amostragem dos solos foi realizada no municipio de Bauru, centro-oeste do estado de
Sado Paulo, no sudeste do Brasil, nas coordenadas (22°19°41” a 22°21°06”’S ¢ 48°59°49” a
49°01°12”W) (WEISER, 2007) e altitude com variagdo de 519 a 603 metros (SFAIR et al.,
2010). O clima do municipio de Bauru é o Cwa de Koeppen (1948), caracterizado por
temperaturas altas com uma estacao fria e seca muito curta em julho e agosto, e outra quente e
chuvosa de setembro a junho (WEISER, 2007).

A area de coleta esta localizada na Gleba Il do Refdgio de Vida Silvestre Aimorés, que
apresenta 308,068 hectares e esta situada na regido sudeste de Bauru (Figura 2). Este fragmento
apresenta 277 hectares de vegetacao florestal de Cerrado e 5  hectares de floresta estacional
semidecidua sem limites claramente definidos (WEISER, 2007), caracterizando, assim, um
ecotono Mata Atlantica-Cerrado. No sudoeste da Gleba Il do Refugio de Vida Silvestre
Aimorés foram estabelecidas aleatoriamente por Weiser (2007) 100 parcelas de 10m x 10m,
delimitadas com auxilio de estacas e corda, resultando em um hectare descontinuo de parcelas
permanentes. O método utilizado foi o de aleatorizacao irrestrita, que consiste na delimitacdo
de dois eixos ortogonais ideais e sorteio das coordenadas aleatdrias para localizar as parcelas
(GREIG-SMITH, 1983). Nestas 100 parcelas, Weiser (2007) realizou o levantamento floristico
de todas as espécies arbustivas, arbdreas e trepadeiras, registrando um total de 14208
individuos, pertencentes a 192 espécies. Em levantamento fitossocioldgico realizado na area
entre os anos de 2017 e 2019, Francisco (2020) classificou a comunidade arb6érea como
altamente dindmica, indicando que, atualmente, existe a tendéncia de substituicdo de espécies
especialistas de Cerrado por espécies especialistas de Mata Atlantica ou generalistas.

Para delimitar em quais parcelas os solos seriam coletados, foram analisados os dados
floristicos amostrados por Weiser (2007) e classificados todos os individuos arbustivos e
arboreos presentes nas parcelas como especialistas de Mata Atlantica, de Cerrado ou como
generalistas (ou seja, que ocorrem em ambos 0s biomas) segundo Durigan et al. (2004) e
Oliveira (2008). A partir da divisdo dos individuos, as 100 parcelas permanentes foram
classificadas como pertencentes a trés classes: parcelas onde predominam individuos de
espécies especialistas de Mata Atlantica, parcelas onde predominam individuos de espécies

especialistas de Cerrado e parcelas onde predominam individuos de espécies generalistas. Nesta



20

classificacdo, foram identificadas 45 parcelas dominadas por individuos de espécies
generalistas, 50 parcelas com predominio de individuos de espécies especialistas de Cerrado e
apenas trés parcelas com preponderancia de individuos de espécies especialistas de Mata
Atlantica, estando estas Ultimas localizadas proximas umas as outras. Além disso, foi observado
que duas das 100 parcelas apresentam porcentagens iguais entre individuos de Cerrado e

generalistas.

Figura 2 - Mosaico de Unidades de Conservagdo do Cerrado Paulista localizados nos municipios de
Agudos, Bauru e Pederneiras no estado de Sdo Paulo, indicando as glebas da Area de Relevante Interesse
Ecoldgico Leopoldo Magno Coutinho em amarelo e as glebas do Refugio de Vida Silvestre Aimorés em
verde.

A Gleba Il do Refugio de Vida Silvestre Aimorés esta destacada em vermelho. Fonte: Sdo Paulo (2018).
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Tendo em vista a classificacdo das 100 parcelas permanentes em diferentes classes de
vegetacdo, selecionamos trés parcelas para a coleta das amostras necessarias para o estudo: uma
onde mais de 90% dos individuos de plantas sdo especialistas de Mata Atlantica, uma onde
mais de 90% dos individuos de plantas séo especialistas de Cerrado e uma onde mais de 90%

dos individuos de plantas sdo generalistas (Figura 3).

Figura 3 — Parcelas selecionadas para a coleta das amostras de solo utilizadas para as diferentes analises
neste estudo.
PARCELA DE MATA ATLANTICA

S T -

PARCELA DE CLRRADO

E possivel observar que, considerando as caracteristicas das vegetaces especialistas de cada bioma ou
generalistas, as parcelas ndo possuem somente diferencas em relacéo as espécies de plantas presentes, mas também
sdo visualmente distintas. Fonte: autoria propria.

4.2. Coletado solo

Em novembro de 2021, visando uma amostragem representativa da area total das
parcelas, estas foram divididas em 16 subparcelas de 2,5m? cada. Entdo, nas subparcelas
localizadas nos cantos e em uma préxima ao centro o solo foi coletado (Figura 4).

Figura 4 - Representacdo de como o solo foi amostrado nas parcelas localizadas em area de Mata
Atlantica, de ecotono e de Cerrado.
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Nestes pontos de amostragem, a camada de serrapilheira foi removida e trés amostras
de solo foram coletadas em duas profundidades diferentes (0-10 cm e 10-20 cm) e, para cada
profundidade, foram misturadas, formando uma amostra composta. Portanto, para cada uma
das areas, foram obtidos cinco pontos de amostragem em profundidade de 0-10cm e cinco em
profundidade de 10-20cm. As amostras compostas incluiram (i) um nucleo de solo nédo
perturbado para determinacdo das propriedades fisicas do solo, (ii) 50g de solo, manipulado
com técnicas estéreis para analise molecular, (iii) 500g de solo para analise quimica, e (iv) 500g
de solo para andlises enzimaticas. As amostras de solo foram transportadas para o Laboratorio
de Biologia Celular e Molecular do Centro de Energia Nuclear na Agricultura (CENA/USP,
Piracicaba, Brasil) em gelo. As amostras para andlises moleculares foram armazenadas
a -20 °C, enquanto as amostras para analises fisico-quimicas e de atividade enzimatica foram

armazenadas a 4 °C.

4.3.  Analises fisico-quimicas e de atividade enzimatica dos solos

Os atributos quimicos foram analisados com base nas diretrizes do Manual de Anélise
Quimica para Avaliacdo da Fertilidade de Solos Tropicais (van RAIJ., 2001). Os parametros
avaliados foram a quantidade de matéria organica (oxidacdo), pH (CaCly), fosforo (resina),
potassio (resina), calcio (resina), magnésio (resina), aluminio (KClI), enxofre (fosfato de célcio),
boro (4gua quente), cobre (DTPA), ferro (DTPA), manganés (DTPA) e zinco (DTPA). As
andlises fisicas foram conduzidas seguindo o Manual de Métodos de Anélise de Solo
(TEIXEIRA et al., 2017). O parametro analisado foi a granulometria (areia, silte e argila) dos
solos, utilizando-se a metodologia da pipeta. Todos os atributos quimicos e fisicos do solo
foram analisados em laboratério especializado (Laboratério de Analises Agricolas e
Ambientais — Agrilab, Botucatu-SP).

Para as analises de atividade de enzimas extracelulares, as amostras de solo foram
homogeneizadas e peneiradas em uma malha com abertura de 4 mm. Apds, a umidade das
amostras foi determinada pelo método gravimétrico. A atividade das enzimas extracelulares
fosfatase acida, fosfatase alcalina e arilsulfatase foi determinada conforme metodologia descrita
por Tabatabai (1994). Para as fosfatases acida e alcalina, foi utilizado o substrato p-nitrofenil
fosfato de sddio, juntamente com um tampdo universal modificado (MUB) (pH 5,5 para a
fosfatase &cida e pH 11,0 para a fosfatase alcalina). Apos a incubacéo por 1h a 37 °C, o produto
da hidrolise foi aferido em espectofotdmetro a 400 nm. Ja para a arilsulfatase, as amostras de

solo foram incubadas a 37 °C por uma hora com o substrato p-nitrofenil sulfato de potéssio, e
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0 produto de hidrélise foi lido em espectrofotdmetro a 400 nm. A atividade da enzima
—Glicosidase foi avaliada de acordo com a metodologia proposta por Eivazi e Tabatabai
(1988), empregando-se o p-nitrofenil-p-D-glicopiranosideo como substrato e realizando-se a

determinacéo colorimétrica a 410 nm.

4.4.  Extracio de DNA e sequenciamento metagendmico

O DNA total presente nas amostras de solo foi extraido usando o kit DNeasy
PowerLyzer PowerSoil (Qiagen, Hilden, Alemanha) com modificacGes propostas para solos
tropicais (VENTURINI et al., 2020). A qualidade e concentracdo do DNA foram medidas
utilizando o espectrofotdmetro NanoDrop 2000c (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
Estados Unidos) e eletroforese em gel de agarose 1% corado com GelRed™ (BIOTIUM) em
solucdo tampédo TSB (Sodium Borate Buffer) (BRODY; KERN, 2004). Todas as amostras de
DNA foram submetidas a sequenciamento metagenémico do tipo shotgun na NGS Solugdes
Gendmicas (Piracicaba, Brasil), em plataforma Illumina NovaSeq 6000 (2x150bp) (Illumina
Inc., San Diego, CA, EUA). O DNA extraido foi utilizado para as analises de PCR quantitativa

em tempo real.

4.5. Anotacdo de dados metagendmicos

As sequéncias paired-end geradas pelo sequenciamento metagendmico do tipo shotgun
foram primeiramente montadas usando a ferramenta PEAR (ZHANG et al., 2014),
incorporando ambas as sequéncias foward e reverse, bem como quaisquer leituras da sequéncia
foward ndo mescladas. Sequéncias com qualidade inferior a Q30 foram subsequentemente
removidas. As sequéncias paired-end de DNA foram entdo anotadas usando a pipeline do
Metagenomics Rapid Annotation Server (MG-RAST) (MEYER et al., 2008) e classificadas em
OTUs. Os perfis taxondmicos e funcionais potenciais das sequéncias foram determinados
usando os bancos de dados para genomas completos RefSeq (O’LEARY et al., 2016) e 0 banco
de dados SEED Subsystems (OVERBEEK et al., 2005), respectivamente. As matrizes de dados
geradas a partir deste processo foram posteriormente curadas para manualmente deixar apenas

sequéncias anotadas como de bactérias, de arqueias e de fungos.
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4.6. PCR quantitativa (QPCR)

A técnica de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) foi utilizada para quantificar
arqueias, bactérias e fungos, a partir do gene 16S rRNA e da regido ITS (Internal Transcribed
Spacer). O calculo do nimero de copias foi realizado com base na curva padrdo diluida entre
10%% a 10! copias do gene de interesse, obtido previamente pela técnica de PCR a partir de um
pool de amostras ambientais e submetidas a amplificacdo em PCR convencional, utilizando as
mesmas condi¢cOes de suas respectivas gPCR, com excecdo do mix de reagentes, onde foi
utilizado 2.5uL de 10x buffer, 2uL. de MgClz 50mM, 0.25 de ANTPs 10nM e 0.25uL de bovine
serum albumin (BSA) 1% (Thermo Fisher Scientific, EUA), 1uL de cada primer, 0.2ul de
Platinum Taqg (Thermo Fisher Scientific, EUA) e 1uL de DNA, completando com agua
ultrapura até um volume final de 20uL. da reacdo. Posteriormente, as amostras amplificadas
foram purificadas utilizando o kit de purificacdo de DNA e banda de gel GFX™ PCR (GE
Healthcare, EUA), seguindo as instruc@es do fabricante. Para confirmar a presenca do gene de
interesse, as amostras foram submetidas a uma eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando
um marcador 1kb, baseado no marcador e no tamanho esperado dos amplicons. A técnica de
gPCR foi realizada em triplicata para cada amostra no equipamento StepOne Plus (Applied
Biosystems), com um volume final de 10 uL, contendo 5 uL de PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix (Thermo Fisher Scientific), 0.2 uL de BSA (Thermo Fisher Scientific Inc.,
20 mg ml—1) 1 pL de cada primer (5 pmols) (Tabela 1), 1 uL. de DNA (10 ng/uL) e 1.8 puL de
agua ultrapura estéril, e os ciclos de reacdo seguiram os protocolos estabelecidos nos trabalhos
de referéncia dos primers utilizados (Tabela 1). Os dados de abundancia de cada amostra foram

transformados em numero de copias por pL de DNA.
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Tabela 1 - Genes e primers utilizados nas analises de PCR quantitativa (QPCR)

Gene ;Sl\r/zpo Primers  Sequéncia (5’ - 3°) Referéncia
515F GTGYCAGCMGCCGCGGT  Paradaet al.
AA (2016)
Bactérias
806R GGACTACNVGGGTWTCT  Apprill et al.
Regido V4 AAT (2015)
do rRNA
16S SSU 519F CAGCCGCCGCGGTAA Klindworth et al.
(2012)
Arqueias
915R GTGCTCCCCCGCCAATTC  Stahl; Amman
CT (1991)
ITS1f AATGATACGGCGACCACC
GAGATCTACACGGCTTGG
TCATTTAGAGGAAGTAA
ITS Fungos White et al.
ITS2 CAAGCAGAAGACGGCAT  (1990)
ACGAGATNNNNNNNNNN
CGGCTGCGTTCTTCATCG
ATGC

Fonte: autoria propria.

4.7. Analises estatisticas e de bioinformatica

Todas as anélises estatisticas e de bioinformatica foram realizadas no ambiente R
(versdo 4.2), utilizando o software RStudio (version 2022.2.3.492) (R DEVELOPMENT CORE
TEAM, 2022). Todas as andlises referentes as comunidades microbianas (contidas nas matrizes
de perfil taxonémico e perfil funcional potencial geradas pelo MG-RAST) presentes nas
amostras de solo foram realizadas utilizando-se o pacote microeco (CHI LIU et al., 2021).

Os parametros fisicos, quimicos e a atividade enzimatica dos solos foram analisados
utilizando o software R. Os dados foram avaliados quanto a normalidade (usando o teste de
Shapiro-Wilk) e homogeneidade de varidncias (usando o teste de Levene) antes da analise
estatistica. As comparacdes entre 0s solos das diferentes areas e profundidades foram realizadas
através do teste de Kruskal-Wallis para compara¢es multiplas, seguido do teste de Dunn
(p <0.05).

Para a diversidade alfa, uma medida da diversidade dentro de uma amostra, os dados
foram rarefados para o tamanho minimo da biblioteca e a diversidade observada foi calculada.
As diferencas entre as areas e profundidades foram avaliadas a partir do teste de Kruskal-Wallis,

com corregdes utilizando a razéo de falsas descobertas de Benjamini-Hochberg. A diversidade
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beta foi usada para avaliar as diferencas no microbioma entre as amostras. Os dados foram
ordenados utilizando a distancia Euclidiana e os componentes principais (PCoA) foram
plotados em dois eixos. As diferencas estatisticas entre os indices de diversidade beta foram
determinadas usando a analise de variancia multivariada permutacional (PERMANOVA).

Os principais fatores ambientais influenciando as diferengas entre as comunidades
foram identificados usando a anélise de redundancia baseada em distancia (lbRDA) a partir de
matrizes de dissimilaridade Bray-Curtis. O foward selection (FS) e os testes de permutacéo de
Monte Carlo foram aplicados com 1000 permutacGes aleatorias para verificar a significancia
das influéncias das propriedades fisicas, quimicas e bioquimicas do solo nas comunidades
microbianas. O gréfico referente a andlise de dbRDA foi gerado no software Canoco 5.0
(Biometrics, Wageningen, The Netherlands).

O namero relativo de copias dos genes 16S e ITS foram comparados a partir de analises
de variancia (ANOVA — p <0.05). Para as analises de dissimilaridade, transformamos o
conjunto de dados por uma razao logaritmica centralizada (centered log-ratio, CLR), visando
refletir a estrutura composicional dos dados (GLOOR et al., 2017). Para avaliar as abundancias
diferenciais entre as areas, foi utilizado o método ALDEx2 (FERNANDES et al., 2013). Tendo
em vista que este método avalia as diferencas de abundéancias levando em conta falsos-positivos
e fatores aleatdrios que podem ocorrer na amostragem do DNA extraido e carregado na
plataforma de sequenciamento, este método é amplamente indicado para andlises de dados
composicionais de comunidades microbianas (GLOOR et al., 2016; GLOOR et al., 2017).
Consideramos os géneros diferencialmente abundantes aqueles com tamanho de efeito maior
que um e valor de p calculado pelo teste T de Welch menor do que 0.05 (GLOOR et al., 2016).
Os graficos referentes aos resultados gerados pelo método ALDEx2 foram construidos
utilizando-se o software STAMP (PARKS et al., 2014).

Analises de networks foram utilizadas para avaliar os padrdes de correlagdo com base
em taxonomia (LIU et al., 2021). Para tal, as anélises de co-ocorréncia ndo-aleatdrias foram
realizadas usando o método SparCC (FRIEDMAN; ALM, 2012). Para cada area, foram
construidas redes tanto para taxonomia quanto para funcdes, considerando apenas correlacoes
fortes (SparCC > 0.8 ou < -0.8) e altamente significativas (p < 0.001). Os graficos de rede foram
baseados em um conjunto de medidas, como 0 nimero de nos, arestas, modularidade, nUmero
de comunidades, conectividade media dos n6s, comprimento medio do caminho, diametro e
distribuicdo acumulada de grau. A visualizacdo e as propriedades da rede foram calculadas
usando a plataforma interativa Gephi (BASTIAN; HEYMANN; JACOMY, 2009).
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S. RESULTADOS

5.1.  Caracteristicas fisico-quimicas do solo e atividade enzimatica

As distintas areas e profundidades resultaram em diferengas em algumas propriedades
fisico-quimicas e na atividade de enzimas extracelulares no solo (Tabela 2). Em geral, a o solo
coletado em area de Mata Atlantica e ecotono apresentaram caracteristicas semelhantes. Em
contraste, o solo coletado em area de Cerrado foi caracterizado por pH mais elevado (Figura 5)
e menores teores de P, Fe e Mn (Figura 6) e, na camada de 0-10cm, uma atividade mais elevada

das enzimas fosfatase acida e alcalina (Figura 7).

Figura 5 — Diferengas entre o pH dos solos amostrados nas parcelas localizadas em area de Mata
Atlantica, de ecétono e de Cerrado, em duas profundidades.
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Para cada area foram analisadas 10 repeti¢des, sendo cinco para a camada de 0-10cm e cinco para a camada de 10-
20cm de profundidade. Letras iguais ndo diferem significativamente (teste de comparac6es multiplas de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn - p < 0,05). Fonte: autoria propria.

N&o foram observadas diferencas nos teores de K, Ca, Mg, A3, S, B, Cu, Zn e na
atividade de B-glicosidase e arilsulfatase ao longo do gradiente de solo em ambas as
profundidades (Kruskal-Wallis; pos-teste de Dunn: p > 0.05) (Tabela 1). Também, ndo houve
diferencas entre as proporc¢des de areia, silte e argila (Kruskal-Wallis; pos-teste de Dunn: p >
0.05), fazendo com que todas as &reas amostradas apresentassem a mesma classificagéo de solo,
sendo consideradas de textura areia-franca (LEMOS; SANTOS, 1996).
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Tabela 2 - Caracterizacdo dos atributos quimicos e fisicos, e da atividade enzimética dos solos amostrados nas parcelas localizadas em area de Mata Atlantica,
de ecétono e de Cerrado, em duas profundidades.

Propriedades quimicas MA (0-10cm) MA (10-20cm) EC (0-10cm) EC (10-20cm) CE (0-10cm) CE (10-20cm)
MOS (g/kg) 15.6 + 6.4° 12.4 + 1.5% 15.7 +3.1° 17.3+5.2° 14.1 £ 3.52 11.9+45P
pH (CacCly) 3.8+0.08° 3.8+0.04° 3.8+0.08° 3.8 +0.04° 4.0+0.14° 4.0 £0.08?

P (mg/kg) 3.8+1.6° 3.1+05° 52+13° 50+ 1.6° 15+0.2° 1.5+0.2°

K (mmolJ/kg) 0.7+0.2¢ 0.6 +0.06° 09+0.7¢ 0.8+0.3° 09+0.2¢ 1.1+0.6

Ca (mmol/kg) 2.3+2.6% 1.2+0.3 22+15% 20+1.2° 1.3+0.6% 1.2+0.5°

Mg (mmoldJ/kg) 1.6+ 1.0 1.2+0.32 23+1.1° 20+0.8° 3.0+1.9° 1.6 £ 0.4

AR (mmolc/kg) 12.3+£0.8% 12.6 £0.9% 13.9+222 143 +3.7° 10.7 £ 2.0° 10.0+£0.42

S (mg/kg) 0.8+0.5° 3.7+3.1° 6.7 +5.0° 49+ 3.4° 21+19° 46+3.1°

B (mg/kg) 0.2 +0.08? 0.2 +0.08 0.2 +0.022 0.2 +0.05° 0.1+0.08° 0.2 £ 0.04?

Cu (mg/kg) 0.6 +0.07° 0.5+0.01° 0.7+0.2¢ 0.6 +0.15 0.7 £0.07¢ 0.6 +0.05°

Fe (mg/kg) 300.4 £ 69.92 182.4 + 27.5° 2754 +£21.6* 1909+ 15.1° 115.4 + 83.0 75.8 +39.9°
Mn (mg/kg) 5.6 +0.4° 29+0.7% 7.2+4.0° 6.9 +4.2° 1.3+0.12 1.8 0.5

Zn (mg/kQg) 05+0.3° 05+0.1° 0.6+0.2° 0.6+0.2¢ 0.3+0.1° 0.4+0.2°
Propriedades fisicas MA (0-10cm) MA (10-20cm) EC (0-10cm) EC (10-20cm) CE (0-10cm) CE (10-20cm)
Areia 831 +44.42 835+9.32 804 £ 23.52 815 +18.82 812 +15.92 842 £5.72
Argila 137 + 34.3 136 +11.2¢ 157 £11.6* 164 +9.8° 132 +£5.3* 141 +4.3*
Silte 32 +56.52 29 +6.9° 39 +23.52 22 +18.8° 55+ 12.3 16 +7.4°
Atividade enzimatica MA (0-10cm) MA (10-20cm) EC (0-10cm) EC (10-20cm) CE (0-10cm) CE (10-20cm)
Fosfatase acida (ug p-nitrofenol g* h?) 314.9 + 110.6° 276.8 + 23.3% 272.3+72.4° 407.3+79.3 499.1 +101.4* 405.3 = 269.8%
Fosfatase alcalina (ug p-nitrofenol gt h') 52.7 +41.4 22.1+2.6° 20.5 + 25.82 5.73+8.2° 48.87 + 32.8° 61.3 £ 26.0°
B-glucosidase (g p-nitrofenol g* h?) 143+ 4.6° 18.7£2.8° 15.7£5.0° 1751+ 2.5 21.1+11.2 135+ 3.7°
Arilsulfatase (ug p-nitrofenol g* h?) 39.2+2.9° 42.4+7.1° 31.0+10.8* 285+8.3" 26.5+11.9% 31.4+7.8

Para cada area foram analisadas 10 repeticOes, sendo cinco para a camada de 0-10cm e cinco para a camada de 10-20cm de profundidade. Letras iguais nao diferem
significativamente (teste de comparages multiplas de KW, seguido pelo teste de Dunn - p < 0,05). MOS = matéria organica do solo; P = fosforo; K = potéssio; Ca = calcio;
Mg = magnésio; AR = aluminio; S = enxofre; B = boro; Cu = Cobre; Fe = Ferro; Mn = manganés; Zn = zinco. Fonte: autoria propria.
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Figura 6 - Diferencas entre as quantidades de fosforo, ferro e manganés disponiveis nos solos amostrados
nas parcelas localizadas em area de Mata Atlantica, de ecotono e de Cerrado, em duas profundidades.
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Para cada area foram analisadas 10 repeticGes, sendo cinco para a camada de 0-10cm e cinco para a camada

de 10-20cm de profundidade. Letras iguais nao diferem significativamente (teste de comparagdes multiplas de
Kruskal-Wallis, seguido pelo teste de Dunn - p < 0,05). Fonte: autoria prépria.

Considerando especificamente a profundidade de 0-10 cm, houve diferenca entre a
atividade da fosfatase acida nas diferentes areas (Kruskal-Wallis; pos-teste de Dunn: p < 0.05),

com solo coletado na parcela de Cerrado apresentando maior atividade desta enzima (Figura 7).

Figura 7 - Diferencas entre as atividades das enzimas extracelulares fosfatase &cida e alcalina nos solos

amostrados nas parcelas localizadas em &rea de Mata Atlantica, de ecotono e de Cerrado, em duas
profundidades.
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Para cada area foram analisadas 10 repeti¢des, sendo cinco para a camada de 0-10cm e cinco para a camada de 10-

20cm de profundidade. Letras iguais ndo diferem significativamente (teste de compara¢fes multiplas de Kruskal-
Wallis, seguido pelo teste de Dunn - p < 0,05). Fonte: autoria prépria.
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5.2.  Composicao e diversidade da comunidade microbiana

As comunidades bacterianas e flngicas apresentaram composicdo e abundancia
semelhantes em todos os solos e profundidades, sendo os fungos apenas mais abundantes no
solo coletado em area de Mata Atlantica (p < 0.05). Em contraste, a abundancia de arqueias
aumentou no gradiente Mata Atlantica-Cerrado (p < 0.05), sendo maior no solo de Cerrado
(Cerrado = 16614.14 + 4089.89, ecotono = 10325,81 + 2797,50 e Mata Atlantica = 1