UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO

JOSE PETRONIO MENDES JUNIOR

MICROBIOMA DA RIZOSFERA DE HIPERACUMULADORAS DE NIQUEL
ENDEMICAS DE SOLOS ULTRAMAFICOS

RECIFE
2024



José Petronio Mendes Junior
Engenheiro Agronomo

Microbioma da rizosfera de hiperacumuladoras de niquel endémicas de solos

ultraméaficos

Tese apresentada ao Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia do Solo da Universidade
Federal Rural de Pernambuco, como parte dos
requisitos para obtencéo do titulo de Doutor em
Ciéncia do Solo.

Orientadora:

Prof.2 Giselle Gomes Monteiro Fracetto

Coorientadores:
Prof. Clistenes Williams Araujo do Nascimento
Prof. Arthur Prudéncio de Araujo Pereira

Dr. Felipe José Cury Fracetto

Recife
2024



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacdo
Universidade Federal Rural de Pernambuco
Sistema Integrado de Bibliotecas
Gerada automaticamente, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

M538m Mendes, José Petronio Mendes Junior
Microbioma da rizosfera de hiperacumuladoras de niquel endémicas de solos ultramaficos / José Petronio Mendes
Janior Mendes. - 2024.
97 f. :il.

Orientadora: Giselle Gomes Monteiro Fracetto.
Coorientador: Clistenes Williams Araujo do Nascimento.

Inclui referéncias, apéndice(s) e anexo(s).

Tese (Doutorado) - Universidade Federal Rural de Pernambuco, Programa de P6s-Graduag@o em Ciéncia do Solo,
Recife, 2024.

1. Microbioma. 2. Rizosfera. 3. Hiperacumuladoras de niquel. 4. 16S rRNA. 5. Solos Ultraméficos. I. Fracetto,
Giselle Gomes Monteiro, orient. II. Nascimento, Clistenes Williams Araujo do, coorient. III. Titulo

CDD 631.4




Autorizo a reproducdo e divulgagdo total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.



JOSE PETRONIO MENDES JUNIOR

Microbioma da rizosfera de hiperacumuladoras de niquel endémicas de solos

ultraméficos

Tese apresentada ao Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncia do Solo, da Universidade Federal
Rural de Pernambuco, como parte dos requisitos para obtencgéo do titulo de Doutor em Ciéncia
do Solo.

Aprovada em 08 de fevereiro de 2024

Prof.2 Dr.2 Giselle Gomes Monteiro Fracetto
Orientadora

Universidade Federal Rural de Pernambuco

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Lucas William Mendes
Centro de Energia Nuclear na Agricultura da Universidade de Sdo Paulo (CENA/USP)

Prof. Dr. Arthur Prudéncio de Araujo Pereira
Universidade Federal do Ceara

Dr. Felipe Martins do Régo Barros
Escola Superior de Agricultura Luiz de Queiroz da Universidade de Séo Paulo

Dr. Fernando Bruno Vieira da Silva

Universidade Federal Rural de Pernambuco



DEDICATORIA

As matriarcas da minha familia:

Maria de Lourdes Alves de Barros (in memorian)
Creuza de Lima Mendes

Maria de Lourdes Mendes Silva (in memorian)
Jozinete de Alves de Barros Mendes

Vocés sao meu exemplo de forga e resiliéncia. Amo vocés



AGRADECIMENTOS

A Deus por sua infinita bondade e misericordia.

Ao Governo do Brasil e seus 6rgdos de fomento a pesquisa, em especial a CAPES,
CNPQ e FACEPE. Sem a concessdo das bolsas seria impossivel se manter nessa jornada

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenacdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior - Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001

A Universidade Federal Rural de Pernambuco por todo acolhimento e politicas de
assisténcia estudantil que me fizeram alcancar as oportunidades de educacao superior publica e
de qualidade.

Aos meus orientadores Prof.2 Giselle Gomes Monteiro Fracetto e Prof. Felipe José Cury
Fracetto que sempre me incentivaram, apostaram no meu potencial e confiaram em mim antes
mesmo que eu confiasse. Obrigado por todos 0s anos de convivéncia e aprendizado. VVocés sao
meu espelho. Jamais esquecerei de tudo que fizeram por mim.

Ao Prof. Lucas Mendes e toda equipe do curso de Bioinformatica do CENA da USP
pela disponibilidade e prestatividade em ensinar as analises de bioinformatica.

Ao Dr Felipe Martins que desde o seu mestrado tem me ensinado e sido referéncia para
meu crescimento profissional e intelectual. Obrigado por toda ajuda.

Aos membros do grupo de pesquisa do Laboratério de Bioquimica e Microbiologia do
Solo pelos bons momentos, convivio e conhecimentos trocados.

A Maria do Socorro e Vania gque tornaram os dias com os cafés da tarde em momentos
de alivio. Obrigado por todos os abracos trocados e 0 repouso que encontrei em suas palavras.

A toda minha familia. Meus pais, Jozinete e Petrénio, que investiram no maior bem que
poderiam me dar, a educacao, mesmo ndo tendo sido plenamente proporcionada a vocés quando
jovens. A meu irméao, Péricles Mendes, pelos conselhos dados. A minha irma, Mariana Mendes,
que dividiu os dias, os momentos de fraqueza, 0s momentos de inseguranca e com toda sua
alegria me dizia “vai dar certo”. Vocés sao minha luz.

A minha avé e a minha tia, Creuza Mendes e Lucia Mendes, as mulheres mais fortes
que ja conheci. As histdrias de vida que vocés me contaram no terrago da praia serviram de
combustivel para que cada vez que o desanimo me alcancasse, eu lembrasse que a superagéo
exige momentos dificeis. Jamais terei como agradecer tudo que foi abdicado em prol da
educacdo que me foi dada. Vocés me motivam a lutar todos os dias. Obrigado por acreditar
juntamente comigo que a educagdo pode mudar vidas. Dedico cada conquista alcancada a

vocés. Amo Vocés.



A minha av6, Maria de Lourdes (in memorian), o seu puro amor serd sempre lembrado
por mim. Tenho certeza que vocé cuida de mim todos os dias dai do céu. VVocé estard sempre
viva em meu coragao.

Ao meu avl, Manoel Mariano Mendes (in memorian), que ndo conheci, mas sempre é
e sera lembrado como um bom homem. Suas memarias me inspiram.

As minhas amigas-irmas Maria Emanuelle e Glévia Kamila que foram minha
companhia, braco direito e conselheiras de todos 0s momentos. Vocés ndo sé tornaram meus
dias mais leves como tambem me ressignificaram o amor e a confianca. Quero vocés e minha
vida para sempre.

A todos os aqueles me ensinaram e contribuiram, ainda que indiretamente, para meu

crescimento profissional e pessoal.



“Sou tdo pequena — disse a toupeira.

E verdade — concordou 0 menino -, mas faz uma grande diferenca.’

O menino, a toupeira, a raposa e o cavalo, de Charlie Mackesy



Microbioma da rizosfera de hiperacumuladoras de niquel endémicas de solos
ultramaficos
RESUMO GERAL

O complexo ultraméafico em Niquelandia, Goiés, abriga a maior reserva de niquel do
Brasil e € o lar de espécies vegetais endémicas capazes de acumular mais de 1000 mg kg de
Ni nas folhas, conhecidas assim como hiperacumuladoras de niquel. O microbioma rizosférico
desempenha um papel fundamental na adaptacdo das plantas ao ambiente, atuando como um
amplificador. O objetivo deste estudo foi investigar o microbioma da rizosfera das espécies
vegetais hiperacumuladoras de niquel Justicia lanstyakii e Lippia lupulina endémicas do
complexo ultraméafico de Niquelandia. Realizou-se 0 sequenciamento de amplicons do gene
16S rRNA para investigar o microbioma associado a rizosfera das espécies vegetais
hiperacumuladoras de niquel Justicia lanstyakii e Lippia lupulina endémicas do complexo
ultramafico de Niquelandia, bem como do solo adjacente a essas plantas. Nossos resultados
revelaram diversidade significativa de filos. As amostras de solo adjacente a rizosfera revelaram
predominancia dos filos Acidobacteriota (23,5%), Spirochaetota (19%) e Chloroflexota
(15,93%). Na rizosfera de J. lanstyakii, os principais filos associados foram Actinobacteriota
(35,57%), Acidobacteriota (25,5%) e Verrucomicrobiota (17,97%), enquanto em L. lupulina,
foram Actinobacteriota (34,73%), Acidobacteriota (21,07%) e Verrucomicrobiota (13,17%).
Este estudo destacou ndo apenas a diversidade e a estrutura desses microbiomas, mas também
ressaltou o enriquecimento notavel na rizosfera de ambas espécies em relacdo ao solo
adjancente, bem como a formacéo de interagfes mais complexas de redes microbianas no nicho

rizosférico.

Palavras-chave: 16S rRNA. Sequenciamento de amplicons. lllumina. Solos serpentinos. Rizosfera.

Bioinformatica.



Microbiome of rizosphere of the nickel hyperaccumulators Lippia lupulina and Justicia
Lanstyakii endemic to the ultramafic soils of Niquelandia

GENERAL ABSTRACT

The ultramafic complex in Niquelandia, Goias, harbors Brazil's largest nickel reserve
and is home to endemic plant species capable of accumulating over 1000 mg kg™ of Ni in
leaves, known as nickel hyperaccumulators. The rhizospheric microbiome plays a crucial role
in plant adaptation to the environment, acting as an amplifier. This study aimed to investigate
the rhizosphere microbiome of the nickel hyperaccumulator plant species Justicia lanstyakii
and Lippia lupulina endemic to the Niquelandia ultramafic complex. Amplicon sequencing of
the 16S rRNA gene was conducted to investigate the microbiome associated with the
rhizosphere of these plant species, as well as the adjacent soil. Our results revealed significant
diversity of phyla. Soil samples adjacent to the rhizosphere showed a predominance of the phyla
Acidobacteriota (23.5%), Spirochaetota (19%), and Chloroflexota (15.93%). In the rhizosphere
of J. lanstyakii, the main associated phyla were Actinobacteriota (35.57%), Acidobacteriota
(25.5%), and Verrucomicrobiota (17.97%), while in L. lupulina, they were Actinobacteriota
(34.73%), Acidobacteriota (21.07%), and Verrucomicrobiota (13.17%). This study highlighted
not only the diversity and structure of these microbiomes but also emphasized the notable
enrichment in both species' rhizospheres compared to adjacent soil, as well as the formation of

more complex microbial network interactions in the rhizospheric niche.

Keywords: 16S rRNA. Amplicon sequencing. Illumina. Serpentine soils. Rhizosphere.

Bioinformatics.
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1. INTRODUCAO GERAL

Rochas ultramaficas sdo compostas por menos de 45% de SiO2, bem como possuem
predominancia de minerais ferromagnesianos que podem conter altos teores de metais pesados,
como niquel, cobalto, cromo e ferro. O intemperismo de rochas ultramaficas com teores de
metais pesados acima dos niveis de fundo naturais determinados pela legislacéo local (no Brasil,
a resolucdo CONAMA n° 420/2010) resultam na formacéo dos solos ultraméaficos (CONAMA,
2009).

Sitios ultraméficos j& foram encontrados em diversos lugares do mundo como: Grécia,
Africa do sul, Alpes ltalianos, Franca, Portugal, Espanha, Camardes, Marrocos, Zimbabwe,
india, Siri Lanka, Costa Rica, Nova Caleddnia, Nova Zelandia, Indonésia, Jap&o e Brasil.
Contudo, representam uma pequena parcela da superficie terrestre, cerca de 1%. No Brasil, esse
tipo de solo ja foi registrado nos seguintes municipios: Pedra Branca (CE), Limoeiro (PE),
Caraiba (BA), Santa Rita (PB), Boa Vista (RO), Americano do Brasil (GO) e Niquelandia (GO)
(BOCKHEIM, 2014).

Solos ultraméficos apresentam propriedades Unicas e que sdo abordadas por alguns
cientistas como “fatores ultramaficos”. Em resumo, as principais caracteristicas ultramaficas
sdo: elevadas concentracbes de metais pesados e/ou metaloides; baixas concentracdes de
elementos como célcio (Ca), nitrogénio (N), potassio (K), fésforo (P), molibdénio (Mo) e boro
(B); desbalanco das proporgbes da relacdo calcio-magnésio (Ca:Mg) (KIERCZAK;,
PIETRANIK; PEDZIWIATR, 2021). Essas propriedades sao recorrentes nesses ambientes e
responsaveis pelo endemismo edafico de algumas espécies, que é a restricdo da ocorréncia
devido sua alta afinidade com o local e os solos de origem (COELHO; GONCALVES;
ROMANO, 2020).

O termo endemismo edéafico (ou fator edafico) se refere a ocorréncia de espécies que
sdo exclusivas de uma determinada regido ou area. Solos possuem caracteristicas proprias que
derivam de cinco fatores de formacéo: clima, organismos, topografia, tempo e o material
parental. Atualmente, ec6logos do solo reconhecem o papel do material parental (a rocha) como
o principal fator para a formacéo da diversidade, ocorréncia e distribuicdo de espécies. Como
solos ultramaficos derivam de rochas ultrabéasicas, e estas por sua vez sdo o fator principal para
a formagéo desses sitios, 0 endemismo edafico nesses ambientes é imputado a elas. Como
mencionado, os componentes do fator edafico afetam a sobrevivéncia de espécies vegetais e da

sua biota associada. Contudo, essa restricdo ndo implica em ambientes estéreis.
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Apesar das caracteristicas de solos ultraméaficos descreverem um ambiente edafico
impréprio ao cultivo de espécies agricolas comuns, esses solos abrigam grande potencial
biotecnologico, a exemplo para 0 uso da tecnologia de agromineracdo. A agromineracao
envolve o cultivo de espécies de plantas hiperacumuladoras de metais para colheita da biomassa
e posterior incineracdo a fim de recuperar os metais alvo ou sais. Varios elementos podem ser
recuperados com o uso dessa tecnologia de cultivo como, por exemplo: cddmio (Cd), manganés
(Mn), niquel (Ni), talio (TI) e o zinco (Zn). Contudo, a maioria das pesquisas tem focado no
desenvolvimento da agromineracéo do Ni.

A agromineracdo depende da capacidade de espécies vegetais hipertolerantes a metais
acumularem em seus tecidos concentragdes incomuns de metais pesados. A esse grupo vegetal
damos o nome de hiperacumuladoras de metais pesados. Tais plantas absorvem um ou mais
metais pesados sem apresentarem sintomas de fitotoxicidade. Trés caracteristicas principais as
distinguem das demais: elas podem absorver metais pesados em um ritmo mais rapido que a
maioria das plantas superiores; podem transportar esses metais das raizes para os brotos
rapidamente; e podem desintoxicar e armazenar esses metais em suas folhas. Apesar de tais
vantagens, existem alguns desafios envolvendo a busca por plantas hiperacumuladoras de
metais pesados, que sdo: elas possuem crescimento lento e baixa biomassa, o que limita seu uso
em muitos casos; podem ndo conseguir acumular todos os metais pesados, pois alguns destes
podem também ser tdxicos para elas; e seus mecanismos de hiperacumulacdo ainda ndo sdo
completamente compreendidos, 0 que exige mais pesquisas.

As plantas utilizadas para agromineracdo sdo capazes de acumular metais pesados em
seus tecidos devido a presenca de micro-organismos que modulam seu metabolismo para
adaptacdo em ambientes com alta concentracdo de metais. A associacdo planta-microbioma
pode abrigar micro-organismos promotores de crescimento de plantas dotados de mecanismos
como: fixacao bioldgica de nitrogénio, solubilizacdo e/ou mineralizacdo de fosfatos, producao
de fitohormdnios, producdo de substancias antibitticas, formacao de biofilme e outras.

A essa comunidade de micro-organismos intimamente relacionada as plantas chamamos
de microbioma. Microbioma de plantas é o conjunto de micro-organismos (como bactérias,
fungos e archaeas) que habitam as raizes, caules, folhas e frutos das plantas. O microbioma de
plantas € um ecossistema complexo que desempenha um papel fundamental em diversos
processos bioldgicos das plantas. Ele € essencial para processos bioldgicos diversos e, em
plantas hiperacumuladoras de metais, micro-organismos especificos do microbioma das raizes
interagem com metais pesados no solo e auxiliam sua absorgéo seletiva pelas plantas. Essa

relacdo entre as plantas hiperacumuladoras e seus micro-organismos pode fornecer insights
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valiosos para o desenvolvimento de tecnologias de biorremediagdo, restauracdo ambiental e
ainda agromineragéo.

Duas espécies de plantas endémicas de um sitio ultraméafico situado na Niquelandia
foram caracterizadas como hiperacumuladoras de niquel, Lippia lupulina e Justicia lanstyakii.
Contudo, ndo existem registros sobre seu microbioma. Estudar a composi¢do das comunidades
microbianas e as associa¢fes com as respectivas espéecies, configura um importante passo para
compreender o papel do microbioma das plantas em solos ultraméaficos, bem como seus

potenciais usos na biotecnologia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Introducdo ao microbioma vegetal e sua importancia

Apesar de toda tecnologia desenvolvida, atualmente ndo existe uma defini¢do consenso
sobre microbioma. As tentativas de definicdo, até entdo, ndo se adequaram de forma abrangente
o suficiente para todas as areas da ciéncia que pesquisam sobre esse tema (BERG et al., 2020).
Entretanto, dentro da ecologia microbiana, o termo é usado para significar todos os micro-
organismos de uma comunidade que ocupam um habitat razoavelmente bem definido,
abrangendo seu “teatro de atividade” (BERG et al., 2020; WHIPPS; LEWIS; COOKE, 1988).

Solos possuem a maior diversidade microbiana da superficie terrestre (BULGARELLI
etal., 2013; DONG et al., 2019). E a partir do solo que as plantas recrutam seu microbioma da
rizosfera (rizobioma), ou seja, o rizobioma é um subconjunto das comunidades microbianas do
solo (BERG et al., 2020; SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018).

Sendo a modulacdo do microbioma das plantas sujeita a fatores comuns e especificos.
Os fatores comuns sdo aqueles que séo gerais e recorrentes na formacéo dos microbiomas das
plantas como um todo, sendo eles: 0s micro-organismos previamente presentes, 0s nutrientes
do solo, a morfologia e a fisiologia da raiz. Os fatores especificos, por sua vez, englobam
aspectos relacionados as especificidades do gendtipo vegetal e sua relagdo com as moléculas
sinalizadoras e proteinas de transporte trocadas (SASSE; MARTINOIA; NORTHEN, 2018). A
estratégia vegetal de hiperacumulacdo ndo € o fator preponderante para a formacdo do
microbioma vegetal. A espécie e taxonomia sdo os fatores mais correlacionados com o
recrutamento do microbioma, sendo relatado que apenas Rhodococus e Sphingomonas seriam
mais abundantes na rizosfera de plantas hiperacumuladoras de niquel (ANCOUSTURE et al.,
2023).

O microbioma vegetal representa um continuum de interacfes ecologicas variando
desde comensais a mutualisticas. Os componentes do microbioma atuam como amplificadores
da capacidade das plantas para a adaptacdo ambiental (BULGARELLI et al., 2013). Portanto,
compreender de forma holistica as fun¢fes do microbioma configura uma possivel estratégia
para adaptar plantas especificas a uma dada finalidade, como a agromineracdo e
fitorremediacao.
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2.2 Solos ultraméficos e sua importancia para a flora endémica

A formacéo e desenvolvimento de solos ultraméficos acarreta a selecdo de espécies
vegetais endémicas que adaptadas as condi¢cbes ambientais que seriam consideradas extremas
para a maioria das plantas superiores. As espécies vegetais que se desenvolvem nesses
ambientes devem ser capazes de sobreviver a condigdes como: baixos niveis de nutrientes, altos
teores de magnésio e baixos teores de calcio que culminam em uma relacdo Ca:Mg baixa, bem
como altos teores disponiveis de metal(oides) como niquel (Ni), cromo (Cr) e cobalto (Co)
(DALRYMPLE; WHITTAKER, 2022).

Em solos ultraméficos, taxons endémicos sdo capazes de sobreviver com até 25% a
menos de calcio comparado com plantas ndo endémicas desses ambientes, sugerindo uma
capacidade de autorregulacdo interna dos niveis de calcio. Além disso, a densidade de plantas
nessas areas pode refletir na predominéncia de ecétipos endémicos ou ecotipos tolerantes. Um
aumento de 30% na densidade de cobertura vegetal nesses ambientes propicia o favorecimento
de interacBes, menor pressdo de herbivoria, acentua o intemperismo bioldgico e aumenta a
capacidade de retencdo de agua em virtude do desenvolvimento do solo (SIANTA; KAY,
2019).

Entre as espécies endémicas de solos ultramaficos estdo as plantas hiperacumuladoras
de metais pesados. O termo “hiperacumuladora” foi dado devido a capacidade dessas espécies
vegetais absorverem ativamente grandes quantidades de um ou mais metais do solo. Estimam-
se 450 espécies de plantas catalogadas como hiperacumuladoras de metais pesados no mundo,
sendo 75% dessas espécies hiperacumuladoras de niquel. Tais espécies acumulam mais de 1000
mg kg? (0,1%) de niquel em seus 6rgdo aéreos sem sofrer danos fitotdxicos (RASCIO;
NAVARI-I1ZZ0O, 2011).

2.3 Flora endémica e sua importancia para a biodiversidade

A biodiversidade de plantas ja foi relacionada com o aumento da riqueza e diversidade
de espécies em niveis tréficos superiores, bem como atuantes na selecdo dos hospedeiros
mediante a exsudacdo de alcaloides e compostos fendlicos que alteram as redes de interacao
(SCHUMAN et al., 2016).

Dalrymple e Whittaker (2022), classificaram espécies vegetais endémicas de solos

ultraméficos como “serpentinas”, devido as suas caracteristicas adaptativas comuns para esses



25

ambientes considerados hostis. Hallikma et al. (2023) relataram em seu estudo que uma maior
biodiversidade de espécies de plantas é fundamental para protecdo do ecossistema local, bem
como para proporcionar um equilibrio das interacdes ecoldgicas que asseguram a estabilidade
ambiental.

Nascimento et al. (2022) associam o alto endemismo em ambientes ultraméficos como
resultado do processo evolutivo e que deve ser preservado a fim de assegurar que 0s genotipos
possam ser utilizados para pesquisa antes que sejam extintos. Além do uso em estudos que
relacionam a tolerdncia a metais, 0s autores apontam a potencialidade de espécies
hiperacumuladoras para revegetacdo e recuperacdo de terras minadas, remediacdo de solos
poluidos por metais, biofortificagdo de culturas com micronutrientes e fitomineragéo de solos

enriquecidos com Ni ou substratos.

2.4 Solo ultraméfico como modulador do microbioma de plantas

A estrutura das comunidades microbianas do solo tem preditores abidticos. Os
principais fatores abidticos que conduzem a modulacdo do microbioma do solo séo: o pH, a
matéria organica, o teor de nutrientes e o tipo de solo (GRIFFITHS; PHILIPPOT, 2013). Outros
fatores j& foram relacionados a estrutura das comunidades microbianas no solo como: o tempo
de cultivo, as praticas de manejo, variacdes sazonais na abundancia e o histdérico da area
(BARROS et al., 2018; JORQUERA et al., 2014; ORR et al., 2015; SEUFERT, 2019; SISTI et
al., 2004)

Hao et al. (2021) descreveram que a ocorréncia de micro-organismos em nichos
ultramaficos é resultado de um processo de adaptacao e selecdo, tendo como mecanismos de
adaptacdo: expulsdo de espécies metalicas da superficie da célula, biotransformacdo de metais
em formas menos toxicas, adsorcdo de metais a parede celular, exclusdo, depuracdo ativa,
biossorcdo, precipitacdo e bioacumulacéo intracelular e extracelular. Os padrdes de distribuicéo
para regulacdo de genes do perfil funcional que se relacionam com sitios ultraméaficos
apresentaram maiores valores para resisténcia a cromo e ferro (ceuE e chrA), resisténcia ao
arsénico (asrR, acr3 e arsC), solubilizagio de fosfatos (ppa e ppx) e sintese de Acido Indol-3-
Acetico (AIA) regulado pelo gene aldH (SENTHIL KUMAR et al., 2023). Tais resultados
indicam que possivelmente as interacOes benéficas adaptativas entre planta-microbioma mais
bem sucedidas para colonizacdo de ambientes edaficos partiriam de mecanismos relacionados

a tais genes.
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2.5 O papel do microbioma na adaptacéo de plantas a solos ultraméficos

A colonizacdo primaria de rochas ultraméaficas foi elucidada como um processo
concomitantemente exercido por archaeas metanogénicas e bactérias redutoras de sulfato. As
comunidade procariéticas associadas ao processo de intemperismo de rochas ultraméficas seria
entdo composta por: Methanobacteriales, Acidobacteria, Proteobacteria , Actinobacter e
Chloroflexi e outras bactérias pertencentes ao classe Gammaproteobacteria (RATTRAY et al.,
2022). Assim, o microbioma dos solos ultraméficos seria heranga das comunidades primitivas
associadas as rochas formadoras dos solos desses ambientes.

Apesar dos estudos envolvendo ecossistemas ultramaficos serem recentes, os resultados
encontrados até o momento sdo de grande importancia, pois atrelam a ocorréncia e
sobrevivéncia de espécies vegetais ao microbioma. J& foi verificado que a proteina de ligagdo
ceuE de Campylobacter junto com o transportador de cromato chrA, estdo envolvidos na
resisténcia ao estresse de metais como Cr e Fe funcionando como uma bomba de efluxo
mediada por sider6foros na zona rizosférica. Além disso, observou-se que a abundancia da
enzima ALDH, que regula a sintese de AIA, contribui para eliminagdo de Espécies Reativas ao
Oxigénio (ERO) desencadeando mudangas no metabolismo celular da planta funcionando
como um processo de desintoxicacdo de metais (SENTHIL KUMAR et al., 2023; SHAH;
MATHUR; HAZRA, 2021).

Nagarajan et al. (2022) reafirmam a existéncia de um sistema de bomba de efluxo de
metais pesados, relacionando a rizosfera, rizoplano e endosfera de Biden pilosa de um nicho
ultramafico em Taiwan a genes como: chrA (transportador de cromato), arsH (proteina de
resisténcia ao arsénico) e cbiO, chiM, cbiN (proteina permeasse do sistema de transporte de
cobalto/niquel). Além disso, os autores relacionaram a rizosfera de solos ultraméficos a géneros
bacterianos como: MND1, EIlin6067, Vicinamibacteriacea, Gaiella, Actinobacteria e
Chloroflexi.

2.6 O microbioma como agente regulador da aquisicdo de elementos pelas plantas

Pantigoso, Newberger e Vivanco (2022) revisaram os efeitos da inoculacdo de micro-
organismos benéficos na aquisi¢do de nutrientes. Os autores discutem que corretivos organicos

devem ser estudados a fim de modular os volateis produzidos pelo sistema radicular para
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alcangar efeitos de nutricdo, biocontrole e antiestresse. Apesar de concordarem quanto aos
efeitos da inoculagdo de Promotores de Crescimento de Plantas (PCP), os autores reiteram que
algumas espécies possuem uma microbiota associada definida (gnobioticos) e que apresenta
restricbes competitivas em ambientes agricolas, sendo invidvel inclusive a sintese de
organismos devido a dificuldade em importar qualidades genéticas sem afetar o balanco
energético dos organismos.

A inoculacdo com PCP é capaz de aumentar a aquisicdo de nutrientes em espécies
cultivaveis, refletir em efeitos associativos com FMA (Fungos Micorrizicos Arbusculares) e
alterar a estrutura do microbioma da rizosfera (ELTLBANY et al., 2019). A inoculacéo de PCP
isolados de plantas nativas ja foi verificado como alternativa de sucesso para aquisicdo de
nutrientes e alivio do estresse (RAJ et al., 2023).

Apesar dos avangos nos estudos envolvendo microbiologia, a literatura sobre os efeitos
dainoculacdo de PCP na aquisicao de nutrientes em areas de solos ultraméaficos séo incipientes.
Atualmente, grande parte dos estudos tem focado na compreensdo sobre a composi¢do do
microbioma de ambientes ultraméaficos. Dessa forma, o que sabemos até entdo é da existéncia
de um microbioma composto por uma colonizacdo multifasica de generalistas, especialistas

endémicos e sobreviventes que se adaptaram as condicdes oligotroficas (DION, 2022).

2.7 O microbioma como agente protetor das plantas contra patégenos

Koner et al. (2023) verificaram que Proteobacteria e Bacteroidota foram os grupos
encontrados em maior abundancia em solos ultraméaficos em comparacao com nao ultraméaficos,
bem como Propionibacteriales e Actinobateriota apresentaram maior riqueza. Ademais, 0S
autores ndo encontraram variancia significativa de bactérias especificas em amostras de rochas
ultraméficas, solos ultraméficos e rizosfera quando comparadas aos materiais de estudo ndo
ultraméficos adjacentes.

Avaliando a diversidade bacteriana em acessos de Nocacea caerulescens (especie
hiperacumuladora de niquel) em solo ultraméafico e ndo ultramafico, verificou-se que as
diferengas composicionais relativas a biodiversidade também eram insignificantes. Entretanto,
a abundancia de Actinobacteria mostrou aumento significativo entre as areas (VISIOLI et al.,
2019). Portanto, a biodiversidade rizosférica de hiperacumuladoras de niquel estaria associada
a fatores que envolvem o genotipo vegetal, havendo influéncia do tipo de solo sobre o qual se

desenvolvem apenas em termos de abundancia.
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As flutuagdes dos niveis de abundancia de determinados grupos bacterianos decorrem
dos fatores edaficos que tendem a favorecer grupos k-estrategistas em detrimento dos r-
estrategistas em sitios ultramaficos (RAJAKARUNA; BOYD, 2019; SIANTA; KAY, 2019).
Tal condicdo é resultado da restricdo da disponibilidade de nutrientes, como o carbono (C), que
é essencial para a que haja 0 aumento da biomassa microbiana do solo (FORNARA et al., 2018;
WU et al., 2019).

Como consequéncia, as alteraces na abundancia de r-estrategistas contribuem para o
desenvolvimento de superpopulacbes de oligotroficos (k-estrategistas) que possuem
mecanismos de sobrevivéncia que muitas vezes envolvem interacdes negativas. Actinobactérias
sdo reconhecidas como PCP multifuncionais, tendo como principal mecanismo de PCP a
producdo de antibidticos que auxiliam indiretamente o crescimento das plantas (MITRA et al.,
2022).

Em uma revisdo Erb (2018), relata a relagdo existente entre os volateis e a supressdo de
doencas em plantas e a mediacdo do microbioma. A sinalizagdo seria uma resposta ao indol
produzido por rizobactérias que ativam a expressao de genes relacionados ao Jasmonato (JA),
Metil Jasmonato (MeJA) e Acido Azeélico (AAz) que resultam na ativacdo da Resisténcia
Sistémica Adquirida (RSA). Entretanto, os autores reiteram a dificuldade em estabelecer como
de fato funcionam as vias de sinalizagdo em condic¢Ges naturais devido a complexidade dos
estudos envolvendo expressao de volateis, bem como a identificacdo desses compostos.

Avaliar a composicdo do microbioma de plantas, seu perfil metabdlico e suas possiveis
funcbes ecossistémicas € um passo fundamental para entender como ocorrem as interacées e
estabelecer uma forma de tratamento ambientalmente adequada para o0 melhor desenvolvimento
dessas plantas. Bactérias de diversas classes ja foram verificadas como PCP, a exemplo das
pertencentes a Actinobacteria, Betaproteobacteria e Firmicutes (RABARI et al., 2022). Tais
classes ja foram identificadas na rizosfera de algumas espécies hiperacumuladoras de niquel, o
que sugere a participacao do rizobioma dessas espécies como parte do sistema de defesa via
Resisténcia Local Adquirida (RLA) (ANCOUSTURE et al., 2023; TOUCEDA-GONZALEZ
etal., 2018).

2.8 Tecnicas utilizadas para estudar o microbioma de plantas

Entre as principais técnicas moleculares utilizadas para investigar o microbioma, estdo

o Sequenciamento de Amplicons (SA) e o Sequenciamento Metagenémico (SM). O SA consiste
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no sequenciamento de produtos de PCR de regibes hipervariaveis do genoma de membros
especificos por meio da ligacdo seletiva de primers universais. Dessa forma, 0s genes
comumente empregados nessa técnica sao: o gene 16S rRNA de bactéria, 0 gene 16S rRNA de
archaea, o gene 18S rRNA de eucariotos, regides de espacadores transcritos internos (ITS) e
outros loci conservados (FRICKER; PODLESNY; FRICKE, 2019).

O SM, por sua vez, € uma abordagem de genoma completo. Para isso, 0s DNA presentes
em uma amostra sdo fragmentados e posteriormente sequenciados. Diferentemente do SA, as
leituras geradas por essa técnica podem corresponder a organismos de todos os dominios. Dessa
forma, o volume de dados gerados é ainda maior, bem como 0s custos e as demandas de
bioinformética (FRICKER; PODLESNY; FRICKE, 2019).

Com o advento do Sequenciamento de Ultima Geracdo (NGS), a necessidade por
ferramentas que auxiliassem a analisar os dados gerados se tornou ainda maior. Nesse sentido,
a bioinformética foi desenvolvida como aliada aos estudos dmicos (XU et al., 2023). Trata-se
de um dominio interdisciplinar que associa estatistica, quimica, engenharia, matematica e
ciéncia da computacdo para resolver problemas bioldgicos (IQBAL; KUMAR, 2023). A
profundidade dos dados e a capacidade de acessa-los por bioinforméatica permitiu o
desenvolvimento aprofundado de estudos envolvendo a area ambiental (KUMARI et al., 2022).

O NGS permitiu o acesso a informacGes importantes sobre o0 microbioma de plantas
hiperacumuladoras de metais pesados. Elucidar a composi¢do, funcdo e metabolismo de
comunidades bacterianas presentes nesses ambientes é imprescindivel para o desenvolvimento
de tecnologias que auxiliem processos como a fitoremediacao e/ou fitomineragdo. Verificou-se
que plantas hiperacumuladoras de metais conservam uma microbiota rizosférica central distinta
de plantas ndo hiperacumuladoras. Os taxons fundamentais na rizosfera de tais espécies
guardam correlacdo entre sua abundancia e o acimulo de metal na parte aérea. Além disso, a
inoculacdo de isolados pertencentes ao microbioma central podem servir de auxiliares ao
crescimento vegetal e a tolerancia aos metais (LUO et al., 2022).

A alta concentracdo de metais pesados é responsavel por modular o microbioma de
outras populagdes, como caracOis endémicos de sitios ultramaficos, a fim de lidar com o
estresse metélico. Dessa forma, o microbioma predominante realiza interacGes positivas
reduzindo o efeito dos metais no organismo, auxiliando na manutencdo da biodiversidade
(ZHANG et al., 2022).

O tipo de solo é capaz de modular as comunidades bacterianas presentes na endosfera
radicular, endosfera do caule e na endosfera foliar. Apesar de herdar um microbioma bacteriano

constante, plantas podem além de carregar geracdes endofiticas comuns em suas sementes,
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apresentarem mudangas composicionais do microbioma mediante as mudancas no solo
(DURAND et al., 2022).

Hou et al. (2021) avaliaram as mudancas cronoldgicas na comunidade bacteriana
rizosférica de Sedum plumbizincicola. Os autores verificaram que a comunidade bacteriana
rizosférica é responsiva a presenca de metais, mas nédo € influenciada em termos de composi¢éo
pela concentragdo. A concentragdo dos metais nos solos regula a atividade enzimatica dos PCP.
Dessa forma, a estabilizacdo do microbioma rizosférico esta relacionado ao estagio fenoldgico
da planta. Géneros como Paenibacillus e Straptacidiphilus foram positivamente
correlacionados com a absorcéo de cadmio (Cd).

Apesar dos avangos envolvendo as tecnologias de NGS e as ferramentas de
bioinformatica disponiveis, as bases de dados apontam a inexisténcia de estudos sobre o
microbioma dos sitios ultraméaficos da Niquelandia. De igual modo, ndo ha registros de
avaliacdo sobre o microbioma das espécies de planta hiperacumuladoras de niquel Lippia
lupulina e Justicia lanstyakii. Portanto, o presente trabalho trata-se de um estudo inédito
envolvendo o microbioma de duas espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel endémicas

de Niquelandia e que demonstram aptiddo para fitomineragéo e/ou fitorremediacéo.
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3. MICROBIOMA DA RIZOSFERA DE HIPERACUMULADORAS DE NIQUEL
ENDEMICAS DE SOLOS ULTRAMAFICOS

1H11L N
s AN

suusuednad

Resumo

Niguelandia é um municipio do estado de Goias que detém a maior reserva de solo
ultraméafico do mundo. Justicia lanstyakii e Lippia lupulina sdo duas espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel endémicas encontradas em Niqueléndia e que pertencem as
familias Acanthaceae e Verbenaceae, respectivamente. Hipotetiza-se que o microbioma da
rizosfera das espécies vegetais L. lupulina e J. lanstyakii endémicas de sitios ultraméaficos da
Niquelandia possua baixa diversidade, bem como que as comunidades presentes na rizosfera
das plantas hiperacumuladoras de niquel derivem do solo adjacente. Além disso, que existam
grupos procarioticos que podem servir de biomarcadores para classificacdo do microbioma de
ambas as espécies vegetais, bem como do solo adjacente. Este estudo visa caracterizar a
estrutura e a diversidade das comunidades bacterianas na rizosfera das plantas
hiperacumuladoras de niquel, bem como do solo adjacente sem vegetacdo. Utilizamos
sequenciamento de alto rendimento para analisar as comunidades bacterianas no solo da
rizosfera e adjacente das plantas. A composi¢cdo do microbioma do solo adjacente sem
vegetacdo foi comparada com o a composicdo do rizobioma das espécies vegetais
hiperacumuladoras de niquel Justicia lanstyakii e Lippia lupulina. Foi observada maior

diversidade, riqueza e abundancia do microbioma associado a rizosfera de ambas espécies
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vegetais hiperacumuladoras de niquel estudadas, em comparagao com o solo adjacente. O solo
adjacente teve como principais filos representativos Acidobacteriota (23,5%), Spirochaetota
(19%), Chloroflexota (15,93%). A rizosfera de J. lanstyakii e L. lupulina possuem similaridade
de composicdo de filos bacterianos, predominando Acidobacteriota, Spirochaetota,
Chloroflexota com percentuais de abundancia relativa proximos. As familias
Ketodonobacteraceae e Sphingomonadaceae foram identificadas como biomarcadores do solo
adjacente. Gaiellaceae, Geodermatophilaceae e Chthoniobacteraceae como biomarcadores da
rizosfera de J. lanstyakii. Ktodonobacteraceae, SbAL e Sphingomonadaceae podem ser usadas
como biomarcadores da rizosfera de L. lupulina. Portanto, o solo adjacente a rizosfera de ambas
as espécies vegetais hiperacumuladoras de niquel possuem diversidade, estrutura e composicao

distintas.

Palavras-chave: Solo ultraméfico. Diversidade microbiana. 16S rRNA. Sequenciamento
Illumina. Diversidade Microbiana.
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3. RHIZOSPHERE MICROBIOME OF NICKEL HYPERACUMULATORS
ENDEMIC IN ULTRAMAPHIC SOILS

Abstract

Niquelandia is a municipality in the state of Goias, home to the world's largest reserve
of ultramafic soil. Justicia lanstyakii and Lippia lupulina are two endemic nickel
hyperaccumulator plant species found in Niguelandia, belonging to the families Acanthaceae
and Verbenaceae, respectively. It is hypothesized that the rhizosphere microbiome of these
species from ultramafic sites in Niqueléndia exhibits low diversity and that the communities
present in the hyperaccumulator plant rhizospheres derive from the adjacent soil. Additionally,
it is suggested that certain prokaryotic groups may serve as biomarkers for classifying the
microbiome of both plant species and the adjacent soil. This study aims to characterize the
structure and diversity of bacterial communities in the rhizosphere of nickel hyperaccumulator
plants, as well as in adjacent vegetation-free soil. We employed high-throughput sequencing to
analyze bacterial communities in the rhizosphere and adjacent soil of these plants. The
composition of the microbiome in the vegetation-free adjacent soil was compared with that of
the rhizobiome of Justicia lanstyakii and Lippia lupulina. We observed greater diversity,
richness, and abundance of the microbiome associated with the rhizosphere of both studied
nickel hyperaccumulator plant species compared to the adjacent soil. The main representative
phyla in the adjacent soil were Acidobacteriota (23.5%), Spirochaetota (19%), and
Chloroflexota (15.93%). The rhizospheres of J. lanstyakii and L. lupulina exhibited similar
compositions of bacterial phyla, predominantly Acidobacteriota, Spirochaetota, and
Chloroflexota with similar relative abundance percentages. The families Ketodonobacteraceae
and Sphingomonadaceae were identified as biomarkers of the adjacent soil. Gaiellaceae,
Geodermatophilaceae, and Chthoniobacteraceae were identified as biomarkers of the J.
lanstyakii rhizosphere. Ketodonobacteraceae, SbAl, and Sphingomonadaceae can serve as
biomarkers of the L. lupulina rhizosphere. Therefore, the soil adjacent to the rhizosphere of
both nickel hyperaccumulator plant species exhibits distinct diversity, structure, and

composition.

Keywords: Ultramafic soil, microbial diversity, 16S rRNA, Illumina sequencing, Microbial

Diversity
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3.1 Introducao

A caracterizacdo de espécies de plantas que acumulam niquel em seus tecidos € um
resultado de um esforco de anos de pesquisa, tendo como primeiro registro Baker & Brooks
(1989). Os autores relataram que aproximadamente 2000 espécies de plantas possuiam a
capacidade de hiperacumular niquel em seus tecidos superiores. Tais autores consideravam
plantas hiperacumuladoras de niquel aquelas que possuiam acima de 1000 pg g de niquel por
matéria seca (0,1% ou mais), conceito que permanece vigente.

Plantas hiperacumuladoras de niquel sdo seres vivos dotados de uma extraordinaria
habilidade de resistir e sequestrar esse metal em seus tecidos, desempenhando assim papeis
ecologicos relevantes. Em primeiro lugar, elas podem ser utilizadas para restaurar areas
degradadas pela contaminacdo metalica, seja pela extracdo do excesso de niquel do solo, seja
pela exploragcdo econdmica desse recurso através da agromineragdo. Em segundo lugar, elas
podem favorecer a manutencdo da biodiversidade, pois ao reduzirem a disponibilidade de
metais pesados no solo, permitem a coexisténcia de outras espécies vegetais, animais e
microbianas que dependem delas como hospedeiras. Em terceiro lugar, elas podem servir como
indicadores bioldgicos, pois revelam a presenca de niquel em niveis considerados como
anormais. Além disso, elas oferecem a oportunidade de estudos que envolvam 0s mecanismos
fisiologicos e moleculares de tolerancia e acumulacdo de metais. Portanto, plantas
hiperacumuladoras de niquel possuem ndo apenas importancia ecoldgica, mas também
potencial biotecnoldgico, como na producdo de plantas transgénicas e de compostos bioativos
(NASCIMENTO et al., 2022).

O crescimento de plantas em solos derivados de rochas ultramaficas é comumente
restringido pelas condicdes edaficas naturais, exigindo das plantas o desenvolvimento de
mecanismos adaptativos para tolerar a toxicidade de elementos metalicos presentes em grande
concentragdo (DEMENOIS et al., 2020; REEVES et al., 2007). Este € o0 caso das espécies
Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas de sitios ultramaficos na regido de Niquelandia.

L. lupulina é uma espécie de planta que ocorre no Cerrado brasileiro e que pertence a
familia Verbenaceae. Trata-se de uma planta com 0,3 a 0,8m de altura e com conformacao
subarbustiva. Suas flores do tipo inflorescéncias cimosas axiliares ou terminais que podem
variar de tons entre o rosa e o lilas. L. lupulina apresenta propriedades medicinais devido sua
atividade antimicrobiana (FUNARI et al., 2016). Também € apreciada ornamentalmente devido

seu porte. Entretanto, é uma espécie com altos indices de endemismo, dificultando a sua
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capacidade em ser propagada (CARDOSO et al., 2020). Além disso, ndo existem estudos que
envolvam a relagdo entre solos derivados de rochas ultramaficas e a ocorréncia de L. lupulina.
De forma geral, estudos envolvendo esta espécie vegetal sdo escassos.

J. lanstyakii, espécie vegetal nativa do bioma Cerrado brasileiro, € um membro da
familia Acanthaceae. Esta espécie se caracteriza por ter um porte subarbustivo, geralmente ndo
ultrapassando 1 metro de altura. Uma das caracteristicas mais notaveis desta planta é a presenca
de inflorescéncias de cor vermelha vivida, que sdo circundadas por estruturas foliaceas
diminutas. Além de sua aparéncia distinta, a J. lanstyakii possui a propriedade bioquimica de
hiperacumulacdo de niquel. Esta caracteristica torna J. lanstyakii uma candidata promissora
para aplicagdes em fitorremediacdo e agromineracdo, processos que utilizam plantas para
remover ou extrair metais do solo. A existéncia de um protocolo de propagacéo definido para
a J. lanstyakii facilita sua manipulacéo e uso, tornando-a ainda mais atraente para tais aplicacoes
(DE ANDRADE; DE GOIS AQUINO; REIS, 2015; LIMA et al., 2022) Portanto, essa espécie
representa ndo apenas uma parte importante da biodiversidade do Cerrado, mas também um
recurso potencial para a gestao sustentavel dos solos derivados de rochas ultramaficas.

O Cerrado brasileiro € um bioma que abriga mais de 12000 espécies vegetais, sendo
40% delas endémicas. O alto grau de endemismo confere heterogeneidade de habitat que esta
intimamente relacionado com as concentragdes de elementos metalicos como o Ni em solos
derivados de rochas ultraméficas. As formagdes ultraméficas, que constituem uma infima
porcdo de 0,2% do bioma do Cerrado, sdo encontradas em fragmentos diminutos e ilhas
geoquimicas. Estas ilhas apresentam uma diversidade de tamanhos e distancias entre si. O
complexo ultramafico de Canabrava, Niquelandia e Barro Alto, situado na regido central do
Estado de Goiés, representa cerca de 70% dos solos ultraméaficos do Cerrado. Esta distribuicdo
geografica sugere uma intricada interacdo entre processos geoldgicos e bioldgicos ao longo do
tempo (MENDONCA et al., 2008).

Conceitualmente, compreende-se como microbioma todos 0s micro-organismos de uma
comunidade que ocupam um habitat razoavelmente bem definido, abrangendo seu “teatro de
atividade” (BERG et al., 2020; WHIPPS; LEWIS; COOKE, 1988). Os elementos constituintes
do microbioma desempenham um papel crucial como catalisadores da adaptabilidade das
plantas ao ambiente (BULGARELLI et al., 2013). A presenca e a sobrevivéncia de espécies
vegetais estdo intrinsecamente ligadas a composi¢cdo do seu microbioma, uma vez que a
interacdo simbidtica entre os organismos contribui para a adaptabilidade ao ambiente, a aptiddo

bioldgica e o estado nutricional otimizado (RIBEIRO et al., 2020).
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As ilhas geoquimicas ultraméaficas que ocorrem no Cerrado brasileiro selecionam
naturalmente espécies vegetais que sejam adaptadas, como é o caso de L. lupulina e J. lanstyakii
as quais desenvolveram a capacidade de hiperacumular niquel em seus tecidos superiores
(MENDONCA et al., 2008). A compreensdao do microbioma associado a essas plantas € de
suma importancia, visto que desempenha um papel determinante na adaptacdo das plantas as
condicOes edaficas extremas, auxiliando na absorcdo, tolerancia e possivel detoxificacdo do
niquel (WU et al., 2022). Acessar 0 microbioma dessas espécies é crucial para revelar ndo
apenas suas estratégias adaptativas, mas também para identificar possiveis aplicacBes na
biotecnologia, como fitorremediag&o e agromineragéo.

Estudos acerca do microbioma associado as espécies de plantas endémicas de sitios
ultraméaficos na Niquelandia séo inexistentes. A analise exploratoria pelas bases de busca ndo
retornou nenhum resultado acerca da composicdo do microbioma, seus mecanismos de
interacdo com as plantas, bem como acerca da predigéo ou potencial de fungdes associadas aos
micro-organismos.

Compreender a composicdo, estrutura e funcionamento do microbioma de espécies de
plantas hiperacumuladoras de niquel endémicas de solos ultramaficos é a base para o
desenvolvimento de técnicas e biotecnologias voltadas para a remediacdo de areas
contaminadas, para a agromineracdo/fitomineracdo de metais de forma sustentavel, para o
desenvolvimento de bioprodutos e para adogdo de um manejo adequado para conservagao

dessas ilhas geoguimicas.

3.1 Hipoteses

O microbioma da rizosfera das espécies vegetais L. lupulina e J. lanstyakii endémicas
de sitios ultraméficos da Niquelandia possui baixa diversidade e é estritamente relacionados as
espécies vegetais as quais se associaram. Entretanto, as comunidades presentes na rizosfera das
plantas hiperacumuladoras de niquel derivam do solo adjacente néo rizosférico. Existem grupos
procaridticos que podem servir de biomarcadores para classificagdo do microbioma de ambas

as espécies vegetais, bem como do solo adjacente.
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3.2 Objetivos

3.2.1 Objetivo geral
Avaliar 0 microbioma associado as espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel

Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

3.2.2 Objetivos especificos

1. Avaliar a estrutura do microbioma associado as espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

2. Analisar a diversidade do microbioma associado as espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

3. Identificar a composicdo do microbioma associado as espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

4. Verificar as interagdes que moldam as comunidades microbianas do microbioma
associado as espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia
lanstyakii endémicas da Niquelandia.

5. Identificar micro-organismos biomarcadores do microbioma associado as
espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii
endémicas da Niquelandia utilizando algoritmo de machine learning.

6. Predizer o metagenoma funcional dos micro-organismos identificados associado
as espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii

endémicas da Niquelandia.
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3.3 Material e Métodos

3.3.1 Selecao das espécies de plantas

A partir de estudos previamente conduzidos com 14 espécies vegetais quanto a
tolerancia, exclusao e acumulo de niquel, foi verificado por Fluorescéncia de Raios X Portétil
(FRXp) e confirmado por Espectrometria de Emissdo Otica com Plasma Acoplado
Indutivamente (ICP — OES Perking Elmer 7000 DV) que L.lupulina e J. lanstyakii eram capazes
de acumular 3042,5 e 3863 mg kg* de Ni, respectivamente (VIEIRA LIMA, 2023).

Além de serem espécies endémicas de Niquelandia, tais resultados apontaram
L.lupulina e J. lanstyakii como espécies destaque quanto a capacidade de hiperacumulagéo de
niquel em comparacdo com outras plantas avaliadas. Justificando, portanto, a selegdo de tais
espécies como objetos de estudo para as analises de microbioma do presente trabalho.

3.3.2 Descricdo do local de coleta das amostras de solo

Para a realizagéo do presente estudo, foram coletadas amostras de solos da rizosfera de
L.lupulina e J. lanstyakii e do solo adjacente a rizosfera no municipio de Niquelandia — GO
(14° 27'28"S e 48° 27' 59"0). A regido € caracterizada por um clima tropical com invernos
secos, encaixando-se na descricdo Aw de Képpen (ROLIM et al., 2007). O ambiente de estudo
é conhecido por sua riqueza natural em elementos como niquel, cromo e cobalto derivados das
rochas ultraméficas que deram origem ao solo desse sitio e que conferem caracteristicas
singulares a vegetacdo endémica (Tabela 1). A precipitacdo e temperatura média anual sdo de
1500 mm e 22° C (INMET, 2023).

Tabela 1. Atributos quimicos e fisicos dos solos ultraméaficos da Niquelandia (Cambissolo)
(VIEIRA LIMA, 2023).

Atributos Solo (Cambissolo) Unidade
pH (H20) (1:2,5) 6,500 -
H+ Al 2,300
Ca 0,600
'\’g\? gggg cmolc dm
Na 0,400
K 0,100
P 0,000 mg dm
SM? 6,30E-02 108xSI
Ccos® 12,000
Areia 298,000 Ka't
Silte 487,000 gxg
Argila 215,000

3 Susceptibilidade magnética; ® Carbono Organico do Solo
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3.3.3 Coleta e extragao do DNA das amostras de solo

A critério de identificacdo, para amostras de solo rizosférico foram considerados como
tal o solo aderido as raizes das espécies de plantas L. lupulina e J. lanstyakii. A coleta foi
realizada em triplicata composta por uma homogeneizacao de trés amostras simples por espécie,
com auxilio de espatula previamente esterilizada com &lcool 70%, sendo posteriormente
identificadas e acondicionadas em recipiente contendo gelo para preservacgdo do material. Bem
como, também foram coletadas amostras de solo adjacente a rizosfera em triplicata composta
por uma homogeneizacao de trés amostras simples. As amostras foram armazenadas em freezer
a -20° C até a realizacdo do procedimento de extracdo do DNA.

A extracdo do DNA das amostras de solo foi realizada com o kit DNeasy PowerSoil
(QIAGEN Laboratories, Carlsbad, CA, USA) conforme as instrucdes do fabricante. A
integridade do DNA foi verificada por eletroforese em gel de agarose 1% (100V por 30
minutos) acrescido de SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA). Posteriormente, 0 DNA extraido
foi quantificado com Qubit XX Fluorometer (Thermo Fisher Scientific) e padronizado o volume
de DNA de cada amostra para 50 ng.

3.3.4 Amplificacéo e sequenciamento das amostras de solo

As inter-regides V3 a V4 do gene 16S rRNA presente em organismos procariéticos
foram amplificadas utilizando o conjunto de primers 515f (GTGYCAGCMGCCGCGGTAA)
e 806r (GGACTACNVGGGTWTCTAAT) seguindo o protocolo Illumina. As condicbes de
ciclagem foram as descritas a seguir: 95° C por 3 minutos, seguidos por 25 ciclos de 95°C por
20 segundos, 55° C por 10 segundos e 72° C por 20 segundos, com uma extensdo final de 72°
C por 5 minutos. As reacOes foram realizadas com KAPA High-Fidelity DNA Polymerase, a
partir de 1uL do DNA molde. A quantificacdo das amostras foi realizada com Qubit XX
Fluorometer e corridas em condi¢fes de equimolaridade na plataforma Illumina Miseq para o
comprimento de 150 pb paired-end (CAPORASO et al., 2012).

3.3.4 Andlise de bioinforméatica com os dados de sequenciamento das amostras de solo

Os resultados do sequenciamento de amplicons de alta qualidade foram analisados
utilizando o pacote DADAZ2 no ambiente R a partir da inferéncia de Variantes de Sequéncias
de Amplicons (ASVs) (CALLAHAN et al., 2016). Além disso, as reads resultados do
sequenciamento também foram analisadas por Unidade Operacional Taxondmica (OTUs)
usando a plataforma SHAMAN (VOLANT et al., 2020). O banco de dados utilizado para
anotacdo taxonémica foi o GreenGenes (MCDONALD et al., 2012; QUAST et al., 2012).
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4.3.5 Analises estatisticas dos resultados de sequenciamento das amostras de solo

Para elaboracdo dos gréficos de abundancia relativa de acordo com os niveis
taxonémicos de filo, classe, ordem e familia foi utilizado o pacote MicrobiotaProcess no
ambiente R a partir dos dados previamente anotados. A fim de comparar a composicao
microbiana entre as diferentes amostras foi realizada a analise de heatmap a niveis de filo e
classe (XU et al., 2023).

A o-diversidade foi estimada utilizando a matriz de abundéncia de OTUs
uniformemente rarefeita com riqueza observada para espécies observadas, indices de Shannon
(H"), Simpson (D), ACE, Chaol e equitabilidade de Pielou (J'). A significancia do grupo de
diversidade alfa foi avaliada com um teste de Tukey (p < 0,05) para comparar os tratamentos.
Para explorar as relacdes entre 0s nichos edaficos e as estruturas das comunidades bacterianas,
foram conduzidas as analises Multidimensional Nao Métrica (NMDS) e de Coordenadas
Principais (PCoA). As distancias entre as amostras foram calculadas utilizando o método de
Bray-Curtis apds a transformacdo e distribuicdo de Hellinger. Todas essas analises foram
executadas com o pacote MicrobiotaProcess, proporcionando uma abordagem abrangente para
avaliacdo da diversidade bacteriana nos dados analisados (MCMURDIE; HOLMES, 2013; XU
etal., 2023).

3.3.6 Analise de Random Forest

Os dados previamente tratados e analisados foram submetidos a analise de Random
forest para identificacdo de grupos procarioticos especificos de cada nicho edafico que sirvam
de biomarcadores. Para tanto, os dados foram importados para o Microbiome Analyst no qual
foi calculada a partir de 20 preditores e 500 ramificagdes a partir de um efeito fixo os potenciais
filos biomarcadores a partir de algoritmos de machine learning supervised (LU et al., 2023).

3.3.7 Analise de network

Para investigar a relacdo entre as OTUs, foram construidas redes de associacdo
microbiana com base no coeficiente de correlagdo de Spearman (p), que foi calculado usando
o software R (pacote: multtest) (POLLARD; DUDOIT; VAN DER LAAN, 2005). Apenas
correlagfes com p < 0,05 foram selecionadas para anélises posteriores. A anélise de correlacéo
gerada foi importada para o software Gephi, no qual as redes foram visualizadas e calculadas
as propriedades topoldgicas (BASTIAN; HEYMANN; JACOMY, 2009). As dimensdes dos
nos foram ajustadas conforme o grau calculado de cada né e suas cores mediante a centralidade
de intermediacdo. As arestas foram representadas pelas cores vermelho e azul correspondente
as correlagbes negativas ou positivas, respectivamente. A distribuicdo adotada para

visualizacdo grafica foi a de Fruchterman Reingold. A partir mesmo conjunto de dados
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analisado, a correlacdo de network também foi verificada em termos de abundancia relativa dos
filos de acordo com o grupo de amostras usando o Microbiome Analyst (LU et al., 2023).

3.3.8 Anélise de predicdo funcional do metagenoma

A partir do conjunto de sequéncias Unicas e da tabela de OTUs com perfil de
similaridade de identidade igual ou superior a 97%, foi realizada a anélise de predicao funcional
do metagenoma. Utilizou-se o PICRUSt para inferir a potencial capacidade genética das
comunidades bacterianas (DOUGLAS et al., 2020; LANGILLE et al., 2013). A analise da
abundancia relativa foi realizada para investigar as 30 funcdes recorrentemente identificadas
para todas as amostras. Para isso, foram utilizados os pacotes dplyr, ggplot2 e reshape2 no
ambiente R (WICKHAM, 2016, 2007; WICKHAM; FRANCOIS, 2015). Para visualizacao e
analise de vias celulares, os EC numbers (Enzyme Commission numbers) identificados no
PICRUSt foram analisados com iPath3 (DARZI et al., 2018). Também foram calculadas as
abundancias relativas percentuais por amostra para os ciclos biogeoquimicos do carbono,
metano, nitrogénio, fésforo e enxofre correspondentes a anotacdo disposta no KEGG Pathway

Database para cada ciclo e plotado um heatmap com base nos counts.
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3.4 Resultados

3.4.1 Analise de alpha diversidade do microbioma

Os resultados da analise de alpha diversidade mostram uma menor diversidade
associada ao conjunto de dados do solo geral (conjunto com prefixo BS — Bulk Soil) em
comparacdo com as amostras rizosféricas de ambas espécies (conjunto com o prefixo RS —
Rizosphere Soil) (Figura 1).

Figura 1. indices de diversidade alpha para os dados de sequenciamento de amplicons do gene
16S rRNA para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras
de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e do solo adjacente.
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O indice de riqueza observada verifica a diversidade de espécies observadas e a
abundancia relativa dessas espécies, desconsiderando outros aspectos da diversidade bioldgica.
Analisando o indice de diversidade Chaol, percebe-se que o nimero de espécies observadas e
0 namero de espécies ndo observadas (espécies Unicas) praticamente indifere. A estimativa de
rigueza de espécies de abundéncia rara verificada pelo indice ACE (Abundance-based
Coverage Estimator) revelou valores proximos ao numero observado de espécies na amostra,
sugerindo que o sequenciamento alcangou a maioria das espécies presentes.

A andlise estatistica revelou significativa diferenca entre diversidade presente na
rizosfera e no solo adjacente mediante todos os indices de diversidade calculados. Entretanto,

os resultados dos indices de diversidade Chaol, ACE e Simpson apontam uma maior
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diversidade presente na rizosfera de L. lupulina em relacédo a J. lanstyakii, sendo ainda menor
no solo adjacente (Tabela 2).

Tabela 2. Valores dos indices de diversidade alfa para os dados de sequenciamento de
amplicons do gene 16S rRNA para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e
do solo adjacente.

ID

Seq IDAmostras Observed Chaol ACE Shannon Simpson  Fisher
PIB BS_NIQ1 29,000B  31,000+2,581B 32,116 +2,697B 2,355B 0,842B 6,522B
P2B BS_NIQ2 26,000B 29,000 + 4,157 B 28,555+2,652B 2,584B 0,885B 5,827B
P3B  BS_NIQ3 28,000B  29,000+1,812B 29,508 +2,457B 2,706B 0,896 B 6,212B
PAB RS JL1 33,000 A 36,333+4,117AB 35574+2860AB 2,862A 0,914AB 8,123 A
PSB RS JL2 31,000 A 31,333+0,923AB 31,601+2733AB 2860A 0912AB 7,497A
P6B RS JL3 37,000A 40,333+4,118 AB 39,282+3,032AB 3,126 A 0,941 AB 9,249 A
P7B RS LL1 38,000 A  38,500+1,293 A 38,744 +3,012A 3386A 0960A 9,101A
P8B RS LL2 37,000A 37,000+0,123 A 37,357 £3,027A  3227TA 0,949A 8744A
POB RS LL3 38,000 A 39,500 +2,228 A 40,025 +3,177A 3188A 0,944A 8994 A

Letras mailsculas representam diferencas significativas por amostra pelo teste de Tukey (0,05).

3.4.3 Analise da composic¢ao do microbioma

A analise do sequenciamento do amplicons revelou que a comunidade procariotica do
solo era composta por 14 filos, 20 classes, 21 ordens e 21 familias baseado no banco de dados
Greengenes. As anotaces em niveis de género e espécie ndo demonstraram boa cobertura
devido as limitagdes inerentes a tecnologia de sequenciamento utilizada.

A nivel de filo, as amostras de solo adjacente tiveram como principais filos
representativos Acidobacteriota (23,5%), Spirochaetota (19%) e Chloroflexota (15,93%). A
rizosfera de J. lanstyakii demonstrou ter como principais filos associados Actinobacteriota
(35,57%), Acidobacteriota (25,5%) e Verrucomicrobiota (17,97%). Ja para L. lupulina os
principais representantes foram Actinobacteriota (34,73%), Acidobacteriota (21,07%) e
Verrucomicrobiota (13,17%).

Os grupos procaridticos que foram diferencialmente abundantes entre as amostras de
solo adjacente (BS) e as rizosferas de J. lanstyakii e L. lupulina (RS _JL e RS _LL,
respectivamente) foram Actinobacteriota, Proteobacteria, Myxococcota, Gemmatimonadota e
Methylomirabilota (p < 0,05).

O filo Actinobacteriota foi significativamente mais abundante nas amostras rizosféricas
de ambas as espécies em estudo quando comparadas com o solo adjacente (p < 0,05). O oposto
foi verificado em relacdo ao filo Proteobacteria que mostrou maior abundancia no solo
adjacente que em amostras rizosféricas de ambas as espécies (p < 0,05). O mesmo

comportamento foi observado em relagéo ao filo Myxococcota e Gemmatimonadota que teve
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maior abundancia no solo adjacente (p > 0,05). Metylomirabilota demonstrou maior abundéncia
na rizosfera de L. lupulina e menor abundéncia no solo adjacente, as amostras da rizosfera de
J. lanstyakii demonstraram abundancia intermediaria (p < 0,05) (Figura 2).

Figura 2. Abundancia relativa percentual a nivel de filo para os dados de sequenciamento de
amplicons do gene 16S rRNA das amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de

hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e
no solo adjacente.
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A nivel de classe os grupos procatioticos com abundancia diferencialmente significativa
entre as amostras de solo adjacente (BS) e as rizosferas de J. lanstyakii e L. lupulina (RS_JL e
RS _LL, respectivamente) foram Actinomycetia, Thermoleophilia, Alphaproteobacteria,
Anaerolineae, Gammaproteobacteria, Acidobacteriae e Dormibacteria (p < 0,05).

Foi observado que a abundancia de Acidobacteriae e Actinomycetia foi
significativamente maior nas amostras rizosféricas quando comparadas com o solo adjacente
(p < 0,05). As classes Anaerolineae e Thermoleophilia foram mais abundantes na rizosfera de
L. lupulina do que na rizosfera de J. lanstyakii e teve menor abundancia no solo adjacente (p <
0,05). As classes Alphaproteobacteria e Gammaproteobacteria foram significativamente mais
abundantes no solo adjacente em comparacdo com as amostras rizosféricas (p < 0,05). Foi
observado que a classe Dormibacteria foi mais abundante no solo adjacente (p < 0,05) (Figura
3).
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Figura 3. Abundancia relativa percentual a nivel de classe para os dados de sequenciamento de
amplicons do gene 16S rRNA das amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e
no solo adjacente.
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A nivel de ordem, a anotacdo taxonémica resultou em 21 ordens procaridticas
caracterizadas associadas aos sitios contendo solos derivados de rochas ultraméficas na
Niguelandia. As amostras de tiveram como representantes significativamente distintos
Acidobacteriales, Bryobacterales, Burkholderiales, Gaiellales, Gemmatimonadales,
Ktedonobacterales, Mycobacteriales, Myxococcales, Rokubacteriales, Solirubrobacterales e
grupos sem classificagéo (NA).

O solo adjacente (BS) mostrou uma composicao principal sem assinatura taxonémica
identificada (NA) média de 47,66%. Considerando as ordens predominantes, Pyrinomonadales
apresentou média de 11,32%, sequido por Ktedonobacterales 10,36% e Chthoniobacterales
6,91%. As amostras rizosféricas de J. lanstyakii e L.lupulina demonstraram anotacao
taxonémica ao nivel de ordem predominantemente composta por membros sem assinatura
taxonémica identificada (NA), 23,95% e 28,19% respectivamente. Para J. lanstyakii as ordens
mais abundantes foram Pyrinomonadales (21,68%), Mycobacteriales (20,15%) e
Chthoniobacterales (15,43%). Para L.lupulina as ordens mais abundantes foram
Pyrinomonadales (17,22%), Mycobacteriales (15,87%) e Chthoniobacterales (10,91%).

A andlise estatistica revelou 10 ordens com diferencas significativas entre as amostras

de solo em estudo, a saber: Acidobacterales, Bryobacterales, Burkholderiales, Gaiellales,
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Gemmatimonadales, Ktedonobacterales, Mycobacteriales, NA, Rokubacteriales e
Solirubrobacterales. Grupos procaridticos pertencentes as ordens Acidobacterales,
Bryobacterales, Ktedonobacterales e NA foram significativamente mais abundantes nas
amostras de solo adjacente (BS) em comparacdo com as amostras rizosféricas (p < 0,05).
Burkholderiales demonstrou ser significativamente mais abundante na rizosfera de L.lupulina,
sendo menor nas amostras de BS e J. lanstyakii, respectivamente (p < 0,05). A ordem Gaiellales
foi significativamente mais abundante nas amostras rizosférias de ambas as espécies, sendo
menor no solo adjacente (p < 0,05). Gemmatimonadales foi significativamente maior na
rizosfera de L. lupulina, menos abundante na rizosfera de J. lanstyakii e n&o verificada no solo
adjacente (p < 0,05). Mycobacteriales foi significativamente mais abundante para a rizosfera de
ambas as espécies e menos abundante no solo adjacente (p < 0,05). Rokubacteriales foi
significativamente maior na rizosfera de L. lupulina, menos abundante na rizosfera de J.
lanstyakii e ndo verificada no solo adjacente (p < 0,05). Solirubrobacterales demonstrou
abundancia significativamente maior na rizosfera de L. lupulina, menor para J. lanstyakii e
inferior para BS (p < 0,05). Grupos procarioticos sem assinatura taxonémica foram mais
significativos em BS, menor para rizosfera de L. lupulina e inferior para J. lanstyaki (p < 0,05).
A composicao do microbioma a nivel de ordem pode ser verificada na Figura 4.

Figura 4. Abundancia relativa percentual a nivel de ordem para os dados de sequenciamento de
amplicons do gene 16S rRNA das amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e
no solo adjacente.
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A nivel de familia, a anotacdo taxondmica resultou em 21 familias procarioticas
caracterizadas associadas aos sitios contendo solos derivados de rochas ultramaficas na
Niquelandia. As amostras de tiveram como representantes significativamente distintos: 40CM-
4-68-19, 70-9, Bryobacteraceae, CSP1-6, Gaiellaceae, Geodermatophilaceae, GWC2-71-9,
Ktedonobacteraceae, SbA1, SG8-39, Solirubrobacteraceae e grupos sem assinatura taxonémica
identificada (NA).

O solo adjacente (BS) mostrou ser predominantemente composto pelas familias:
Chthoniobacteraceae (22,4%), Sphingomonadaceae (21,2%), Geodermatophiliaceae (12,1%) e
SG8-39 (10,9%). A rizosfera de J. lanstyakii mostrou ser predominantemente composta pelas
familias: Geodermatophilaceae (36,3%), Chthoniobacteraceae (20,0%), 70-9 (8,0%),
Sphingomonadaceae (7,8%). A rizosfera de L. lupulina, por sua vez, teve como principais
membros familiares os seguintes grupos: Geodermatophilaceae (27,7%), Chthoniobacteraceae
(14,3%), sem assinatura taxonémica identificada (NA) (13,8%) e GWC2-71-9 (11,9 %).

A andlise estatistica a revelou 13 familias com diferencas significativas entre as
amostras de solo em estudo, a saber: 40CM-4-68-19, 70-9, Bryobacteraceae, CSP1-6,
Gaiellaceae, Geodermatophilaceae, GWC2-71-9, Ktedonobacteaceae, SbAl, SG8-39,
Solirubrobacteraceae 405341, Solirubrobacteraceae 405343 e sem assinatura taxondmica
identificada (NA) (p < 0,05).

Foi observado que familias com abundancias significativamente distintas para o grupo
de amostras BS foram: 40CM-4-68-19, Bryobacteraceae, Ktedonobacteraceae, SbALl e NA (p
< 0,05). Foi observado que os grupos familiares com abundancias significativamente distintas
para a rizosfera de J. lanstyakii foram: 70-9, Gaiellaceae, Geodermatophilaceae,
Solirubrobacteraceae 405341 (p < 0,05). Foi observado que o0s grupos familiares com
abundancias significativamente distintas para a rizosfera de L. lupulina foram: 70-9, CSP1-6,
Gaiellaceae, Geodermatophilaceae, GWC2-71-9, SG8-39, Solirubrobacteraceae 405341 e
Solirubrobacteraceae 405343 (p < 0,05). Para alguns grupos familiares as amostras rizosféricas
ndo apresentaram diferencas significativas entre si em termos de abundancia e por isso estéo
representados nas descricbes de ambos, a saber: 70-9, Gaiellaceae, Geodermatophilaceae e
Solirubrobacteraceae 405341 (p < 0,05). Alguns grupos familiares apresentaram contagem
zero, como verificado em: CSP1-6 para o grupo BS, GWC2-71-9 no solo adjacente,
Ktedonobacteraceae para a rizosfera de J. lanstyakii e para a rizosfera de L. lupulina, SbA1 para
a rizosfera de J. lanstyakii e para a rizosfera de L. lupulina e Solirubrobacteraceae 405343 para
o0 solo adjacente. A composic¢ao do microbioma a nivel de ordem pode ser verificada na Figura
5.
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Figura 5. Abundéncia relativa percentual a nivel de familia para os dados de sequenciamento
de amplicons do gene 16S rRNA das amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de

hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e
no solo adjacente.
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A Figura 6 ilustra por meio de gréficos de heatmaps os filos e classes correlacionados e
agrupados por amostras. Na parte superior dos graficos estdo identificadas as amostras por cores
e agrupadas por dendrograma de acordo com os filos e classes correlacionados. A escala de
cores adotada varia do frio ao quente, sendo as cores frias (tons de azul) indicadas para
representar filos e classes com correlacdo baixa e as cores quentes (tons de amarelo a vermelho

escuro) indicadoras daqueles que tiveram correlagédo positiva.
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Figura 6. Andlise de heatmap por classe (A) e familia (B) de acordo com as abundéncias de
acordo com as amostras ambientais para os dados de sequenciamento de amplicons do gene 16S
rRNA das amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel
Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e no solo adjacente.
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Em (A) heatmap das correlagdes das abundancias entre classes procaridticas das amostras de
solo estudadas. Em (B) heatmap das correlacdes das abundancias entre as familias procariéticas
as amostras de solo estudadas. BS sigla para amostras de solo adjacente (Bulk Soil) a numeragéo
ao final marca a repeticdo amostral; RS sigla para amostras de solo rizosférico que é sucedida
pelas iniciais da espécie de planta hiperacumuladora de niquel da qual foi coletado, sendo JL
para J. lanstyakii e LL para L. lupulina.

Observa-se que o clado 1 apresenta o maior nimero de correla¢des positivas com as
amostras rizosférias, com excec¢do de taxons sem assinatura taxonémica que apresentou forte
correlacdo com o solo adjacente. Os membros do segundo clado apresentaram correlacdo de
média a baixa, tendo como principais filos correlacionados Spirochaetota e Chloroflexota
associados ao solo adjacente. Os clados 3 e 4 apresentaram correlagdo baixa a ausente para
todas as amostras.

A nivel de classe, a anélise revelou um padréo de correlagdo distinto entre as amostras
do solo adjacente e as amostras das rizosferas das espécies J. lanstyakii e L. lupulina (eixo x na
parte superior), no qual foram formados trés clados. Ao longo do eixo y observa-se a formacéo
de cinco clados. O clado 1 agrupa as classes Gammaproteobacteria, Alphaproteobacteria, e
classes n&o identificadas relacionadas a Spirochaetota; O clado 2 agrupa as classes
Methylomirabilia, Gemmatimonadetes e Anaerolineae; O clado 3 agrupa as classes

Verrumicrobiae, Thermoleophilia, Actinomycetia, Blastocatellia e classes sem assinatura; O
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clado 4 agrupa as classes Dehalococcoidia, Clostridia e classes sem assinaturas pertencentes a
Firmicutes; O clado 5 agrupa as classes Planctomycetia, Myxococcia, UBA1551,
Dormibacteria, Acidobacteriae e Ktedonobacteria.

A analise revelou que os integrantes do clado 3 estiveram positivamente
correlacionados, porém com correlagdes distintas. Verrucomicrobiae, Thermoleophilia,
Actinomycetia e Blastocatellia demonstraram correlagio moderada com a rizosfera das
espécies e baixa correlacdo com o solo adjacente. Classes sem assinatura taxonémica
mostraram correlacdes mais fortes com o solo adjacente em comparacdo com a rizosfera das
espécies.

3.4.3 Analise de beta diversidade do microbioma

A Anélise de Coordenadas Principais (PCoA) foi empregada para examinar a estrutura
da comunidade microbiana em nichos rizosféricos derivados de plantas de L. lupulina e J.
lanstyakii, juntamente com amostras do solo adjacente (Figura 7 A e B). A distribuicdo espacial
das amostras delineou aglomerados claros, indicativos de perfis microbianos dispares inerentes
aos microambientes rizosféricos versus o solo adjacente. Significativamente, amostras
rizosféricas provenientes de duas espécies de plantas distintas manifestaram agrupamentos
discretos, marcados por dissimilaridades pronunciadas em suas composi¢Ges microbianas. A
andlise ressaltou a poderosa influéncia exercida pelas espécies de plantas na beta diversidade

das assembleias microbianas rizosféricas.
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Figura 7. Anélise de PCoA (Principal Coordinates Analysis) utilizando a distancia de Bray-
Curtis nos dados de abundancia de acordo com as amostras ambientais para os dados de
sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA das amostras de solo associadas a rizosfera
das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da
Niquelandia e no solo adjacente.
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Cada ponto representa uma amostra, 0 tamanho do ponto representa a observacdo OTU da
amostra. A cor do ponto representa 0 nome do grupo da amostra, com base no primeiro € no
segundo componente acrescidos da diversidade por Shannon (A); Grafico de PCoA com base
no primeiro e terceirco componente acrescidos da diversidade por Shannon (B). BS sigla para
amostras de solo adjacente (Bulk Soil) a numeracdo ao final marca a repeticdo amostral; RS
sigla para amostras de solo rizosférico que é sucedida pelas iniciais da espécie de planta
hiperacumuladora de niquel da qual foi coletado, sendo JL para J. lanstyakii e LL para L.
lupulina.

Os padroes distintos de agrupamento exibidos por amostras rizosféricas de L. lupulina
e J. lanstyakii sugerem divergéncias entre essas plantas e seus microbiomas cognatos. Apos
analise comparativa com amostras de solo adjacente, surgiu uma demarcacdo clara entre
comunidades microbianas, acentuando a marca exclusiva da rizosfera na estrutura da
arquitetura do microbioma. Este resultado acentua o impacto do meio rizosférico na modulagéo
da estrutura microbiana, acentuando assim a especificidade e a capacidade adaptativa inerentes
a estes microbiomas.

Foi realizada uma analise de PCoA usando a métrica de distancia ou dissimilaridade de
Bray-Curtis para comparar as amostras de microbiomas. As coordenadas principais foram

plotadas em um gréfico de bidimensional, e a porcentagem de variagdo explicada por cada eixo
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foi calculada. Foi realizado um teste de distancias Hellinger para testar a hipétese de que a
composicdo do microbioma esté associada as amostras em estudo.

O gréafico de PCoA mostra a distribuicdo das amostras de microbiomas no espago de
coordenadas principais. Os eixos principais P1 e P2 explicaram 88,76% da variabilidade total.
Os eixos P1 e P3 explicaram 76,46% da variabilidade total. A porcentagem de variagédo
explicada pelo primeiro eixo principal foi de 79 %, e pelo segundo eixo principal foi de 9,76
%. O teste de Bray-Curtis indicou que ha uma associacao significativa entre a composicao do
microbioma e as espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel endémicas dos solos
ultramaficos da Niquelandia (p < 0,01). A anélise gréafica também evidencia (em B) maiores
indices de diversidade observada e pelo indice de Shannon atreladas as amostras da rizosfera
das espécies J. lanstyakii e L. lupulina.

A andlise de PCoA revelou que ha uma diversidade beta significativa entre as amostras
de microbiomas, e que essa diversidade esta relacionada a rizosfera das espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel, sendo derivadas do solo adjacente. Esse resultado sugere que o
microbioma pode ter um papel importante na determinagdo ou na modulacdo da acomodacédo e

adaptabilidade ambiental das espécies vegetais endémicas presentes em sitios ultraméficos.

3.4.4 Modelo de Random Forest

A figura 8 apresenta os desdobramentos de um modelo de random forest empregado na
classificacdo do microbioma de amostras de solo conforme sua origem: solo adjacente (BS),
rizosfera de J. lanstyakii (JL) e rizosfera de L. lupulina (LL). Observa-se que o erro do modelo
decresce & medida que o numero de arvores na floresta aumenta. Com 500 arvores, o erro atinge
aproximadamente 0,2, indicando uma capacidade de classificacdo correta de 80% das amostras.
A analise de erros por tipo de amostra revela que o modelo é mais preciso para amostras de solo
bulk (BS). Com 500 arvores, o erro para amostras BS é de aproximadamente 0,1, enquanto o
erro para amostras JL e LL é de cerca de 0,25.

Uma analise detalhada dos erros por tipo de amostra destaca que o modelo classifica
corretamente 90% das amostras BS, 75% das amostras JL e 67% das amostras LL com 500
arvores. O desafio na classificacdo das amostras LL pode ser atribuido a uma combinacgéo de
fatores, incluindo a menor quantidade de dados e a maior variabilidade na comunidade de
micro-organismos dessa rizosfera.

A avaliacdo do erro OOB (Out-of-Bag) revela um erro de 0,111 para 500 &rvores,

indicando que o modelo é capaz de classificar corretamente 88,9% das amostras que nao foram



59

utilizadas para treinamento, demonstrando sua robustez. Esses resultados ressaltam a
importancia de considerar a origem das amostras ao interpretar os resultados do modelo de
random forest, fornecendo insights valiosos sobre a eficacia do mesmo na discriminacao entre
diferentes comunidades microbianas.

A partir do gréafico na Figura 9, é possivel inferir que as familias bacterianas SG8_39,
GWC2_71_9, Solirubrobacteraceae_405343 e CSP1_6 s&o as mais importantes na classificacdo
das amostras de solo. Para o grupo de amostras BS as trés principais familias relacionadas pelo
modelo foram Ketodonobacteraceae, SbA1 e Sphingomonadaceae. Para o grupo de amostras
JL as trés principais familias relacionadas pelo modelo foram Gaiellaceae,
Geodermatophilaceae e Chthoniobacteraceae. Para o grupo de amostras LL as trés principais

familias relacionadas pelo modelo foram Ketodonobacteraceae, SbA1 e Sphingomonadaceae.
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Figura 8. Desdobramentos de um modelo de random forest com 500 &rvores empregado na
classificacdo do microbioma de amostras de solo conforme sua origem de acordo com as
amostras ambientais para os dados de sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA das
amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia
lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e do solo adjacente.
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Figura 9. Visualizacdo grafica da eficacia do modelo Random Forest com 500 arvores
empregado na classificagdo do microbioma de amostras de solo conforme sua origem de acordo
com as amostras ambientais para os dados de sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA
das amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia
lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e do solo adjacente.
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A Figura 9 representa os resultados de um modelo de Random Forest para a anélise de
sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA em diferentes amostras de solo. As amostras
incluem Solo Bruto (BS), Rizosfera de J. lanstyakii (JL) e Rizosfera de L. lupulina (LL). Os
pontos no grafico representam a importancia das caracteristicas (familias bacterianas) na
predicdo das categorias das amostras, medida pela Diminuigdo Média da Acurécia. A barra a
direita indica a presenca relativa dessas familias nas trés categorias de amostras.

Cada ponto no grafico principal corresponde a importancia relativa de uma familia
bacteriana especifica. As familias bacterianas identificadas ou néo atribuidas durante a analise
estdo listadas no eixo Y. O eixo X representa a Diminui¢cdo Média da Acuracia, uma métrica
que indica a importancia relativa dessas familias na classificacdo das amostras. A presenca
relativa dessas familias nas trés categorias de amostras pode ser vista na barra a direita do

gréfico principal.
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3.4.4 Analise de network

A anélise de Network utilizando o programa Gephi, com base nos dados da tabela de
OTUs e empregando a correlacdo de Spearman entre as OTUs, revelou informacoes
significativas sobre a estrutura e interconexdo das comunidades microbianas. Os resultados

referentes as propriedades da network verificados pela anélise podem ser vistos na Tabela 3.

Tabela 3. Parametros topologicos e propriedades da network do microbioma dos solos
ultramaficos de Niquelandia.

Pardmetros Topoldgicos Valores de Network
NUmero de nost 49
NUmero de linhas? 572
Linhas positivas? 348
Linhas negativas* 224
Modularidade® 2,186
Numero de comunidades® 24
Diametro da network’ 5
Comprimento médio do caminho® 1,714
Grau médio® 23,347
Média do coeficiente de agrupamento®® 0,757

INumero de nos: Representa o total de elementos na rede; 2Numero de linhas: Indica o total de
conexdes entre as OTUs na rede, refletindo as interagdes entre as diferentes unidades
taxon6micas; S3Linhas positivas: Refere-se ao numero de conexdes positivas, indicando
associagBes positivas entre as OTUs; “Linhas negativas: Representa o nimero de conexdes
negativas, indicando possiveis relacbes de competicdo ou inibicdo entre as OTUs;
*Modularidade: Medida que avalia a qualidade da divisdo da rede em comunidades ou médulos,
indicando a presenca de agrupamentos distintos; ®Numero de comunidades: Indica quantos
grupos ou comunidades distintas foram identificados na rede; ‘Didmetro da network: Reflete a
distancia maxima entre dois nds na rede, indicando o tamanho da rede; 8Comprimento médio
do caminho: Média das distancias entre todos os pares de nds, fornecendo uma medida da
eficiéncia da comunicacdo na rede; °Grau médio: Representa a média dos graus (ndmero de
conexdes) de todos os nos na rede; °Média do coeficiente de agrupamento: Indica a propensio
dos vizinhos de um no estarem interconectados.

A rede gerada consiste em 49 nos, representando as diferentes OTUs, e 572 linhas que
denotam as correlagfes entre essas unidades taxondmicas. Dessas linhas, 348 sdo positivas,
indicando associagdes positivas entre as OTUs, enquanto 224 sdo negativas, sugerindo relacoes
negativas (Figura 10). A modularidade de 2,186 sugere que a rede de intera¢cdes microbianas é
modular, ou seja, composta por subcomunidades distintas. Cada mddulo pode representar uma
comunidade microbiana funcionalmente especializada ou uma resposta a condi¢cdes ambientais
especificas. A network foi dividida em 24 comunidades, destacando a complexidade e a

especializacdo funcional das relacfes entre as OTUs. O didmetro da network, que representa a
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distancia maxima entre dois nds, é de 5, indicando uma proximidade relativa entre as diferentes
unidades taxonémicas. O comprimento médio do caminho, calculado em 1,714, sugere uma

eficiente conectividade entre as OTUSs na rede.

Figura 10. Graficos da analise de network gerados a partir dos dados de sequenciamento do
gene 16S rRNA de grupos procarioticos a partir de amostras de solo derivados de rochas
ultraméficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies de plantas hiperacumuladoras de

niquel J. lanstyakii e L. lupulina.
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(A) Gréfico de network do microbioma do solo derivado de rocha ultramafica na Niquelandia
ilustrando as relacdes positivas (linhas em azul) e negativas (linhas em vermelho). O tamanho
dos nos, bem como a intensidade de cor foram ajustados de acordo com o grau e a influéncia
significativa dos nds-chaves no fluxo de informacgdes e na comunicacgédo eficiente dentro da
network; (B) Detalhamento do gréfico de network do microbioma do solo derivado de rochas
ultraméficas da Niguelandia, mostrando relac6es positivas (linhas em azul) e negativas (linhas
em vermelho). Os nos identificados representam membros com alto grau e influéncia,
destacando sua importancia no fluxo de informacbes e comunicacdo na network; (C)
Detalhamento do gréafico de network do microbioma do solo derivado de rochas ultraméaficas
da Niguelandia, mostrando o percentual de abundancia por filo e suas correlacGes entre 0s
nichos edaficos, bem entre os filos.

O grau médio, representando o niumero meédio de conexdes para cada no, € de 23,347,
indicando uma rede densamente interconectada. A média do coeficiente de agrupamento,
avaliando a tendéncia de nds semelhantes se agruparem, € de 0,757, ressaltando a presenca de
agrupamentos e a formacdo de estruturas mais densas em certas regides da network.

Esses resultados fornecem uma visdo abrangente das interagbes microbianas,
destacando padrdes de cooperacdo e competicdo dentro do microbioma. A estrutura modular
da rede sugere uma organizagdo complexa, enquanto a presenca de comunidades distintas
destaca a especializacdo microbiana em nichos especificos. Essa analise de Network contribui

para uma compreensao mais profunda da dindmica microbiana no contexto estudado.
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3.4.5 Analise de predicao funcional do metagenoma

O resultado da andlise de predicdo de metagenoma retornou 1165 EC numbers (Anexo
I). Foram analisados 3495 dados de abundancia relativa referente as enzimas identificadas para
cada grupo amostral (BS, JL e LL). O teste de Tukey (p 0,05) revelou diferencas significativas
entre as abundancias para 0s grupos amostrais. As maiores abundancias na predigao foram para
0 solo adjacente (BS) com média de 5,253, sendo a rizosfera de J. lanstyakii o segundo maior
nicho de predi¢cdo com média de 1,917 e a rizosfera de L. lupulina o menor entre eles com média
de 0,979 (Tabela 4, Figura 11).

Tabela 4. Estatisticas descritivas das abundancias relativas das enzimas gerados a partir dos
dados de sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procariéticos a partir de amostras de
solo derivados de rochas ultramaficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.

Solo N Media UK Mediana DESVIO- Amplitude Minimo Maximo
(0,05) padrao

BS 3495 5.253 A 4.00 6.83 93.4 0.00 93.4

JL 3495 1.917 B 2.00 2.80 40.0 0.00 40.0

LL 3495 0.979 C 0.00 1.91 30.0 0.00 30.0

BS: sigla para amostras de solo adjacente (Bulk Soil); JL: sigla para o conjunto de amostras da
rizosfera de J. lanstyakii; LL: sigla para o conjunto de amostras da rizosfera de L. lupulina.

Figura 11. Grafico de dispersdo das abundancias relativas das enzimas gerados a partir dos
dados de sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procaridticos a partir de amostras de
solo derivados de rochas ultramaficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.
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BS: sigla para amostras de solo adjacente (Bulk Soil); JL: sigla para o conjunto de amostras da
rizosfera de J. lanstyakii; LL: sigla para o conjunto de amostras da rizosfera de L. lupulina.
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A Figura 12 apresenta o heatmap com a abundancia relativa das 50 fun¢des enzimaticas
de maior abundancia. As linhas representam as amostras de solo, sendo trés grupos principais:
BS, JL e LL. As colunas representam as descri¢cBes das funcdes enzimaticas. As cores no
heatmap indicam a abundancia relativa percentual dessas funcdes, variando do amarelo (baixa
abundancia) ao roxo escuro (alta abundancia). Observam-se padrdes distintos de abundancia

entre 0s grupos de amostras.

Figura 12. Gréafico de heatmap contendo as 50 fun¢des mais abundantes identificadas pelo
PICRUSt e as respectivas abundancias relativas por amostra a partir dos dados de
sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procaridticos de amostras de solo derivados de
rochas ultraméficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.
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BS sigla para amostras de solo adjacente (Bulk Soil) a numeracéo ao final marca a repetigédo
amostral; RS sigla para amostras de solo rizosférico que é sucedida pelas iniciais da espécie de
planta hiperacumuladora de niquel da qual foi coletado, sendo JL para J. lanstyakii e LL para
L. lupulina.

As dez principais enzimas preditas com maior abundancia foram: NADH:ubiquinona
redutase (H(+)-translocadora), DNA polimerase dirigida, DNA helicase, histidina quinase,
proteina quinase serina/treonina ndo especifica, 3-oxoacil-[acil-transportador -proteina]
redutase, Citocromo-c oxidase, RNA polimerase dirigida por DNA, Peptidilprolil isomerase e
Piruvato desidrogenase (acetil transferase). De forma geral, as amostras do grupo BS
apresentaram maiores abundancias de certas fungdes enzimaticas, evidenciadas pelas regides
com cores mais escuras no heatmap. Por outro lado, as amostras dos grupos JL e LL exibem

abundancias relativamente menores para essas mesmas fungfes, com cores mais claras no
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heatmap. No entanto, também é possivel notar algumas func¢des enziméticas com abundancias
mais altas nos grupos JL e LL em comparagdo com o grupo BS, indicadas por regides mais
escuras nesses grupos.

A Figura 13 apresenta um grafico de barras empilhadas que ilustra as 30 principais
funcBes procarioticas identificadas pelo PICRUSt, com suas respectivas abundancias relativas
por amostra. Observa-se que os padrfes das enzimas verificadas no solo adjacente divergem do
solo rizosférico de ambas espécies. O solo rizosférico apresenta propor¢cdes maiores das
enzimas NADH ubiquinona redutase, Kkinases e ATPases. O solo adjacente é
predominantemente composto por epimerase, metiltransferase, ribonucleosideo difosfato
redutase e piruvato desidrogenase.

Figura 13. Grafico de barras empilhadas contendo as 30 fun¢Ges mais abundantes identificadas
pelo PICRUSt e as respectivas abundancias relativas por amostra a partir dos dados de
sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procariéticos de amostras de solo derivados de
rochas ultraméficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies de plantas
hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.
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As enzimas predominantemente identificadas sdo responsaveis por fungGes relacionadas
ao metabolismo, producdo de aminoacidos e hormdnios, bem como participam de processos de
replicacdo, tradugdo e transcricdo do DNA (Tabela 5). A Figura 14 apresenta as vias
metabdlicas principais e auxiliares identificadas pela analise de predicdo metagenémica.
Percebe-se que as fungcbes se concentram no metabolismo de carboidratos, aminoécidos,

terpenoides, energeético e metabolismo de vitaminas e cofatores.
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Tabela 5. Descricdo das fungdes, substratos e produtos das 30 principais enzimas identificadas
pelo PICRUSt a partir dos dados de sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procaridticos
de amostras de solo derivados de rochas ultraméaficas e de amostras de solo da rizosfera das

espeécies de plantas hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.

Enzima Funcao Substrato Produto
NADH:ubiquinona O transporte reverso de elétrons NADH
redutase (H(+)- através desta enzima pode reduzir ubi uino’ne NAD-+, ubiquinol
translocating) NAD+ a NADH. q
DNA-directed DNA A principal funcdo da DNA

olymerase olimerase é sintetizar DNA a partir DNA molde, .
POy (Fj)e desoxirribonucleotideos, os%locos dNTPs DNA nova fita

de construgdo do DNA.

DNA helicase A fungéo da DNA helicase é

Histidina kinase

Na&o especifica
serine/threonine
protein kKinase

3-oxoacyl-[acyl-
carrier-proteina]
reductase

Cytochromo-c oxidase

reconhecer a origem de replicacéo e
desenrolar a dupla-hélice de DNA, na
forquilha de replicagéo.

Sistema quimiorreceptor em bactérias
e persistiu em fungos e plantas, onde é
usado para detectar a osmolaridade e
alguns horménios, respectivamente.
As serina/treonina quinases
desempenham um papel na regulacéo
da proliferagéo celular, morte celular
programada (apoptose), diferenciacio
celular e desenvolvimento
embrionério.

Proteina transportadora de 3-
cetoacil-acil redutase, uma enzima da
biossintese de acidos graxos
encontrada em muitas espécies de
plantas e bactérias.

Reduzem o oxigénio molecular para
produzir 4gua e gerar conservacao de
energia pela formagdo de um
gradiente eletroquimico
transmembrana que impulsiona a
sintese de ATP e outros processos que
exigem energia nas células.

DNA fita dupla

Histidina

Proteina, ATP

3-oxoacyl-ACP,
NADPH

Citocromo ¢
reduzido, O2

DNA fita simples

Histidina fosforilada

Proteina fosforilada, ADP

Hidroxyacyl-ACP, NADP+

Citocromo c oxidado, H20

Peptidylprolyl Catalisa a isomerizacao de ligagdes Peptideo com Peptideo com prolina
isomerase peptidicas prolina prolina isomerizada
Piruvato

desidrogenase (acetil-  Converte piruvato em acetil-CoA Piruvato Acetil-CoA
transferente)

Glutaminil-tRNA Glutamina +

sintetase (glutamina- Liga glutamina ao tRNA RNA Glutaminil-tRNA

hidrolisante)
Asparaginil-tRNA
sintetase (glutamina-

Liga asparagina ao tRNA

Asparagina +

Asparaginil-tRNA

hidrolisante) RNA
Acetil-CoA Converte acetil-CoA em malonil-CoA Acetil-CoA + Malonil-CoA
carboxilase CO2
Acetolactato sintase Converte piruvato e acido acético em Piruvato + acido
o Acetolactato
acetolactato acético
Cisteina desulfurase Remove o enxofre da cisteina Cisteina H2S + alanina
DNA _metlltran,sferase Adiciona um grupo metil & adenina do DNA+ S DNA metilado + S-adenosil
(adenina-especifica) adenosil L
DNA metionina homocisteina

DNA-(apurinico ou
apirimidinico sitio)
liase

Remove nucleotideos danificados do
DNA

DNA danificado

DNA reparado

Continua na p“roxima folha
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Continuagdo da
Tabela 5

DNA topoisomerase
(ATP-hidrolisante)

Fosfoglicerato mutase
(2,3-bisfosfoglicerato-
independente)
Monoxido de carbono
desidrogenase
(aceptor)

UDP-glicose 4-
epimerase
Peroxiredoxin

Carbamoil-fosfato
sintetase (glutamina-
hidrolisante)
Glucocinase
H(+)-transportando
ATPase de dois
setores
3-Isopropilmalato
desidratase
(R)-2-metilmalato
desidratase
Fosforibosilformilglici
namidina sintase

Proteina-
serina/treonina
fosfatase
Ribonucleosideo-
difosfato redutase

Altera a topologia do DNA

Converte 3-fosfoglicerato em 2-
fosfoglicerato

Oxida mondxido de carbono a diéxido
de carbono

Converte UDP-glicose em UDP-
galactose

Reduz peroxidos de hidrogénio
Converte carbamato em carbamoil-
fosfato

Fosforila glicose a glicose-6-fosfato

Transporta ions H+ através da
membrana plasmatica

Converte 3-isopropilmalato em metil-
acetoacetil-CoA

Converte (R)-2-metilmalato em acido
piravico

Converte 5-aminoimidazol-4-

carboxamida ribonucleotideo em
fosforibosilformilglicinamidina

Remove grupos fosfato de proteinas

Converte ribonucleosideo-difosfatos
em desoxirribonucleosideo-trifosfatos

DNA

3-Fosfoglicerato

CO + H20

UDP-glicose

Peroxido de

hidrogénio

Carbamoil-
fosfato + H20

Glicose + ATP
ATP + H20

3_
Isopropilmalato
(R)-2-
Metilmalato
5_
Aminoimidazol-
4-carboxamida
ribonucleotideo
+ ATP

Fosfoproteina
Ribonucleosideo-

difosfato +
NADPH + H+

DNA com topologia alterada

2-Fosfoglicerato

CO2 + H2

UDP-galactose

H20

Carbamoil-fosfato + NH3
Glicose-6-fosfato + ADP

ADP + Pi + H+
Metil-acetoacetil-CoA

Acido piravico

Fosforibosilformilglicinamidina
+ ADP + Pi

Proteina + Pi

Desoxirribonucleosideo-
trifosfato + NADP+ + H20
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Figura 14. Vias metabdlicas das 30 principais enzimas identificadas pelo PICRUSt a partir dos
dados de sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procarioticos de amostras de solo
derivados de rochas ultraméficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies de plantas

hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.

Os ciclos biogeoquimicos do carbono, metano, nitrogénio, fosforo e enxofre foram

avaliados quanto a propor¢do das enzimas identificadas pelo PICRUSt a partir dos dados de

sequenciamento (Figura 15).
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Figura 15. Abundéancia relativa proporcional percentual das enzimas relacionadas aos ciclos
biogeoquimicos do carbono, metano, nitrogénio, fosforo e enxofre identificadas pelo PICRUSt
a partir dos dados de sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procarioticos de amostras
de solo derivados de rochas ultramaficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies das
plantas hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.
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No solo adjacente as enzimas relacionadas a ciclagem do carbono foram predominantes,
compondo cerca de 50% da proporcéo das enzimas relacionadas aos ciclos biogeoquimicos do
carbono, metano, nitrogénio, fésforo e enxofre. Proporcionalmente, as enzimas relacionadas a
ciclagem do fésforo foram a segunda maior correspondéncia. Dessa forma, no solo adjacente,
a proporcao de enzimas agrupadas por biociclo fora ordenada na seguinte ordem decrescente:
carbono, fosforo, metano, enxofre e nitrogénio. As principais vias utilizas na ciclagem carbono
foram as vias redutiva do ciclo do citrato e 3-hidroxipropionato biciclo. A principal via predita

para a ciclagem do metano foi a assimilagdo de formaldeido (ribulose monofosfato). O
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metabolismo de purina foi a principal via predita relacionada a ciclagem do fosforo. A via de
reducdo dissimilatoria do sulfato e a utilizacdo de enxofre foram as principais relacionadas ao
ciclo do enxofre.

O solo da rizosfera de J. lanstyakii apresentou como principais enzimas relacionadas a
ciclagem de nutrientes aquelas ligadas aos ciclos do carbono e fésforo, compondo cerca de 75%
da abundancia relativa de enzimas por biociclo. Enzimas relacionadas ao ciclo do enxofre
demonstram a terceira maior abundancia. Entretanto, enzimas ligadas a ciclagem do nitrogénio
revelaram abundancia menor que 10%. As principais vias utilizas na ciclagem carbono foram
as vias redutiva do ciclo do citrato, ciclo dicarboxilato-hidroxibutirato e 3-hidroxipropionato
biciclo. A principal via predita para a ciclagem do metano foi a assimilacdo de formaldeido
(ribulose monofosfato). O metabolismo de purina foi a principal via predita relacionada a
ciclagem do fosforo. A via de resposta celular a privacdo de enxofre e a reducdo dissimilatoria
do sulfato foram as principais relacionadas ao ciclo do enxofre.

O solo da rizosfera de L. lupulina apresentou como principais enzimas relacionadas a
ciclagem de nutrientes aquelas ligadas aos ciclos do carbono, compondo mais de 50% da
abundancia relativa de enzimas por biociclo. Enzimas relacionadas ao ciclo do fdsforo
demonstram a terceira maior abundéncia. Entretanto, enzimas ligadas a ciclagem do nitrogénio
e enxofre revelaram abundancia relativa de 25% e menor que 10%, respectivamente. As
principais vias utilizas na ciclagem carbono foram as vias redutiva do ciclo do citrato e 3-
hidroxipropionato biciclo. A principal via predita para a ciclagem do metano foi a assimilacdo
de formaldeido (ribulose monofosfato). O metabolismo de purina foi a principal via predita
relacionada a ciclagem do fosforo. A via de utilizacdo do enxofre, assimilacdo do enxofre e a
reducdo dissimilatéria do sulfato foram as principais relacionadas ao ciclo do enxofre.

A identificacdo das vias com maiores abundancias correspondentes relacionadas aos
ciclos biogeoquimicos do carbono, metano, nitrogénio, fosforo e enxofre identificadas pelo
PICRUSt podem ser visualizadas de forma completa por meio do grafico heatmap disposto na

Figura 16.
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Figura 16. Heatmap das principais vias identificas para os ciclos biogeoquimicos do carbono,

metano, nitrogénio, fésforo e enxofre identificadas pelo PICRUSt a partir dos dados de
sequenciamento do gene 16S rRNA de grupos procarioticos de amostras de solo derivados de

rochas ultraméaficas e de amostras de solo da rizosfera das espécies das plantas

hiperacumuladoras de niquel J. lanstyakii e L. lupulina.
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3.5 Discussao

O presente estudo busca avancar no entendimento da complexidade que envolve
universo microbiano presente em solos derivados de rochas ultraméaficas, bem como aqueles
associados as espécies vegetais endémicas desses sitios. A incipiéncia de estudos acerca dessa
temética é reflexo tanto da complexidade envolvendo os processos de analise, quanto da
raridade de ocorréncia desses solos a nivel de mundo. Assim, o presente trabalho configura um
avanco em direcdo ao microbioma presente em nichos ultraméaficos no Brasil e que pode refletir
em estratégias agricolas.

Com base nos indices de diversidade avaliados, foi possivel perceber que as amostras
de solos rizosféricos apresentaram maiores indices em compara¢do com o solo adjacente.
Portanto, infere-se que a riqueza seja maior na rizosfera das espécies vegetais avaliadas em
comparagdo com o solo naturalmente ultraméafico sem vegetagcdo. Analisando os indices de
diversidade, é possivel verificar que a rizosfera de L. lupulina abriga uma maior riqueza de
espeécies, seguido pela rizosfera de J. lanstyakii. Os menores indices de diversidade foram
verificados no solo adjacente. A rizosfera pode exercer efeitos de enriquecimento ou deplecéo
sobre comunidades microbianas. O enriquecimento microbiano ja foi verificado na rizosfera de
soja e milho. As flutuagdes no comportamento da diversidade associada aos nichos edaficos é
resultado da interagdo entre a quimica do solo e o genétipo vegetal, bem como de sua atividade
(ANCOUSTURE et al., 2023; ZHANG et al., 2023). Os microbiomas associados ao solo
adjacente e a rizosfera exibem diferencas notaveis, sugerindo a presenca de micro-organismos
adaptados capazes de mitigar os efeitos adversos do estresse gerado por concentracdes elevadas
de metais e desequilibrios nas proporc¢des de Ca:Mg. Essa distingdo nos microbiomas destaca
a plasticidade e a especificidade dessas comunidades microbianas em resposta as condicdes
Unicas da rizosfera, onde a presenca da planta influencia significativamente a dinamica
microbiana e, consequentemente, a ciclagem de metais e nutrientes (SENTHIL KUMAR et al.,
2023).

A andlise de beta diversidade evidenciou uma nitida distincdo entre as comunidades
presentes nas amostras analisadas neste estudo. O solo adjacente revelou divergéncias
significativas tanto em termos de composic¢ao quanto de diversidade, quando comparado com
0s solos rizosféricos associados a ambas as espécies de plantas investigadas. Essa configuracdo
resulta do impacto direto da rizosfera, que atua como um filtro seletivo, promovendo a

adaptacdo de uma comunidade microbiana especifica capaz de facilitar o estabelecimento e a
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adaptacdo da espécie vegetal no ambiente (MARTOS et al., 2021). A ampliacéo da diversidade
observada na rizosfera das espécies reflete ndo apenas o recrutamento ativo de microrganismos
do solo circundante para compor o microbioma rizosférico, mas também a contribuicdo do
microbioma herdado do genotipo vegetal durante o processo de propagacdo (ANCOUSTURE
etal., 2023; BERG et al., 2020). Esses resultados corroboram a compreensdo de que a rizosfera
desempenha um papel vital na modelagem da estrutura microbiana, apresentando-se como um
ambiente diferenciado e enriquecido em termos de diversidade e composi¢cdo quando
comparado ao solo adjacente. Essa dinamica reflete interacdes complexas entre as plantas e 0s
microrganismos do solo, evidenciando a influéncia significativa do microambiente rizosférico
na conformagdo das comunidades microbianas associadas as plantas.

Os filos mais abundantes nas amostras de solo adjacente foram Acidobacteriota
(23,5%), Spirochaetota (19%) e Chloroflexota (15,93%), 0s quais juntos correspondem a cerca
de 60% da composi¢do do microbioma dessas amostras. A ocorréncia desses filos em solos
derivados de rochas ultraméficas ja foi registrada (IGWE; VANNETTE, 2019; KHILYAS et
al., 2019). Entretanto, com menores indices percentuais de abundancia. Acidobacteriota é um
dos filos mais comuns em amostras de solo e é composto por bactérias capazes de degradar o
carbono presente em polissacarideos complexos como celulose e lignina (LOPEZ et al., 2020).
Spirochaetota, um filo composto por bactérias anaerdbicas mesofilicas gram-negativas,
demonstra habilidades versateis na degradacdo de compostos complexos de carbono, além da
capacidade de biossintetizar grupos de fosfato (HOOVER et al., 2003). Chloroflexota,
constituido por bactérias fotossintéticas anaerobicas gram-positivas, também conhecidas como
bactérias verdes ndo sulfurosas, exibem capacidades como a oxidacao de carbono, fixacdo de
CO- e degradacdo de compostos xenobidticos, como alguns organoclorados (THIEL et al.,
2019). Esses resultados corroboram a riqueza desses filos no contexto especifico do solo
adjacente, evidenciando sua contribuicdo para processos essenciais no ciclo biogeoquimico do
carbono e na adaptacdo a condic@es especificas de solos derivados de rochas ultramaficas.

A composic¢do do microbioma rizosféerico revelou padrdes distintos em relagéo ao solo
adjacente. Ambas as espécies apresentaram como principais filos associados as suas rizosferas
Actinobacteriota, Acidobacteriota e Verrucomicrobia que compunham cerca de 79% da
comunidade total de J. lanstyakii e 73% da comunidade de L.lupulina. Actinobacteriota,
Acidobacteriota e Verrucomicrobia estdo entre os filos mais abundantes e recorrentes em
pesquisas envolvendo a rizosfera em ecossistemas serpentinos (SENTHIL KUMAR et al.,
2023). Entretanto, as altas proporg¢des encontradas denotam uma conformacao de microbioma

particular dessas espécies endémicas da Niquelandia.
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Actinobactérias representam cerca de 30% do total de microbiomas do solo e séo
extremamente importantes na reciclagem do carbono, decomposicdo de biomassa animal e
vegetal e manutencao da saude e fertilidade do solo. Actinobactérias também sdo capazes de
crescer em ambientes extremos devido sua tendéncia de esporulacdo em ambientes estressantes,
producdo de enzimas hidroliticas extracelulares e metabdlitos secundarios (BOUBEKRI et al.,
2022).

Verrucomicrobia € considerado o quarto filo mais abundante em ecossistemas de solo,
correspondendo até 23% da composicao de solos a nivel de mundo. Bactérias pertencentes ao
filo Verrucomicrobia sdo caracterizadas por possuirem hidrolases capazes de degradar
polissacarideos. Além disso, analises metagenémicas revelaram genes relacionados a sintese
do citocromo c, sugerindo que membros desse grupo séo potenciais transferidores de elétrons
extracelulares (FUERST, 2019).

Apesar disso, os filos anteriormente descritos sdo apenas parte da composicdo do
microbioma dessas espécies. Outros dois filos presentes nas amostras de solos rizosféricos
foram Spirochaetota e Chloroflexota. O filo Spirochaetota é composto por bactérias gram-
negativas que possuem células alongadas e enroladas helicoidalmente. Bactérias pertencentes
a este filo sdo de metabolismo quimiorganotrofico e algumas espécies sdo patogénicas para
humanos e animais. Outras funcdes associadas a esses filos sdo: decomposicdo da matéria
organica do solo, fixacdo bioldgica de nitrogénio, ciclagem do carbono e melhoria da estrutura
do solo devido a producéo de exopolissacarideos (HAAKE, 2009; HOOVER et al., 2003; LEE
et al., 2013). Dessa forma, filos com menor representacdo também configuram importantes
atores que podem contribuir para uma visdo holistica da ecologia microbiana associada a J.
lanstyaki e L. lupulina.

Os resultados da analise do solo adjacente revelaram uma composicdo predominante,
destacando as familias Chthoniobacteraceae (22,4%), Sphingomonadaceae (21,2%),
Geodermatophilaceae (12,1%) e SG8-39 (10,9%). Essas familias representam parcelas
significativas da comunidade microbiana presente no solo adjacente derivado de rocha
ultraméafica, bem como das amostras de solo rizosféricos de ambas as espécies que salientam o
recrutamento a partir de uma selegdo do microbioma do solo.

Chthoniobacteraceae, uma familia de bactérias pertencente ao filo Verrumicrobiota,
desempenha papéis essenciais na ciclagem de nutrientes e na decomposicédo de matéria organica
complexa sendo formado por bactérias de vida livre que ndo formam esporos e sdo simbiontes
com nematoides, além disso sdo capazes de degradar moléculas de polissacarideos complexas
(JANSSEN; HEDLUND, 2015; KANT et al., 2011). Membros de Chthoniobacteraceae
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também foram verificados nas amostras de solo rizosféricos de J. lanstyakii e L. lupulina, porém
com menores propor¢des de abundancias quando comparado com o solo adjacente (22,4%),
20% e 14,3% respectivamente. Sphingomonadaceae é uma familia de bactérias pertencentes ao
filo Alphaproteobacteria que sdo conhecidas por sua versatilidade metabolica. Alem disso,
contribuem para a degradacéo de compostos organicos recalcitrantes, bem como tem seu papel
na degradacéo de poluentes devido a sua plasticidade gendmica para aquisicdo de genes via
Tranferéncia Horizontal de Genes (THG) (DAl et al., 2022).

Membros de Sphingomonadaceae foram verificados nas amostras de solo adjacente e
na rizosfera de J. lanstyakii, sugerindo uma provavel contribuicdo adaptativa para o
estabelecimento vegetal. Outra familia verificada foi Geodermatophilaceae, uma familia de
Actinobacteriota. E um grupo recorrente em ambientes extremos, caracterizado como pioneiros
bioldgicos uma vez que possuem mecanismos de resisténcia ao estresse ambiental como a
formacédo de esporos que confere longevidade em periodos inoportunos, pigmentacao de cor
rosa a preta, composicdo da parede celular e alto conteido GC que pode as proteger de danos
causados pela radiacdo UV alta (SUN et al., 2015). Ademais, outras familias bacterianas foram
identificadas, porém ndo possuem correspondéncia taxondmica predefinida com nenhuma
familia. Esses membros, possuem registros de fragmentos do seu gene 16S rRNA no banco de
dados, mas sdo considerados como candidatos. A saber, foram classificas em familias os
seguintes grupos: GS8-39, 70-9 e EWC2-71-9.

Chthoniobacteraceae demonstrou maior ocorréncia na rizosfera de J. lanstyakii e
L.lupulina, além de correlagdes positivas com as familias de bactéria Gaiellaceae,
Mycobacteriaceae e outras duas familias sem anotagdo taxonémica definida (CSP1_6 e 70_9).
Outra familia com alto grau de liga¢cdes na analise de network foi Geodermatophilaceae, porém
essa familia possui predominancia de correlagbes negativas que estdo ligadas a familias
derivadas do solo adjacente, tendo como unica correlacdo positiva a ligacdo com
Solirubrobacteraceae. Os membros centrais foram do solo adjacente dos quais a formacéo do
microbioma rizosferico deriva e é composto por ligacbes com as familias Bryobacteraceae,
Ktedonobacteraeae, Enterobacteriaceae, ShAl e 40CM_4 68 19. O microbioma de solos com
altas concentragdes de metais e/ou contaminantes possui membros centrais que estabelecem
correlagcdes com o rizobioma de espécies de plantas hiperacumuladoras de metais (HUANG et
al., 2023).

Os membros do microbioma do solo adjacente, bem como da rizosfera, podem produzir
metabolitos que interagem com os metais pesados presentes no solo. Yang et al. (2022)

observaram que terpenos, &cidos organicos, compostos fendlicos e aminoacidos estavam
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fortemente conectados com Acidobacteria, Bacteroidetes, Proteobacteria, Nitrospirae e alguns
fungos ndo classificados. Terpenos e &cidos organicos podem complexar metais pesados
formando ligantes quelantes ou quelatos sollveis em agua, influenciando a mobilidade dos
metais no solo (ASARE; SZAKOVA; TLUSTOS, 2022; YANG et al., 2022). Compostos
fendlicos, por sua vez, podem sorver ou adsorver formando complexos superficiais coloidais
(KHANNA et al., 2019). Alguns acidos organicos podem interagir com 0s metais pesados e
promover a precipitacdo em formas quimicas menos soltveis (LUO et al., 2024). Aminoacidos
podem exercer 0 papel de redutores, influenciando a espécie quimica do metal, bem como
podem modular a atividade microbiana (ASARE; SZAKOVA; TLUSTOS, 2022; COMPANT
etal., 2019).

A integracdo das técnicas de sequenciamento de ultima geracdo (NGS) neste estudo
proporcionou uma visdo aprofundada da dinamica entre o solo, as plantas e seus microbiomas.
Os resultados obtidos corroboram os achados anteriores, salientando que micro-organismos em
ambientes contaminados podem impactar positivamente a producdo de biomassa vegetal,
destacando o potencial desses micro-organismos na biorremediacdo. Essa eficicia esta
intrinsecamente relacionada as diversas funcdes desempenhadas pelos micro-organismos do
solo, incluindo a degradacdo, transformacdo e acumulagdo de contaminantes ambientais
(CICATELLLI et al., 2019). Além disso, a andlise comparativa da diversidade bacteriana na
rizosfera de plantas hiperacumuladoras de niquel sugere que fatores abiéticos exercem uma
influéncia mais significativa do que as préprias espécies vegetais na configuracdo dessa
comunidade bacteriana (LOPEZ et al., 2020). Essas conclus6es proporcionam uma base sélida
para a compreensdo das interacdes complexas no ambiente estudado e ressaltam a importancia
das abordagens integrativas para desvendar os intricados ecossistemas microbioldgicos

associados as plantas em solos especificos.
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3.6 Conclusbes

A rizosfera de L. lupulina demonstrou maior diversidade de micro-organismos em
comparacdo com J. lanstyakii. O solo adjacente exibiu os menores indices de diversidade. A
rizosfera das espécies vegetais hiperacumuladoras de niquel demonstraram efeito de
enriquecimento sobre as comunidades microbianas.

A estrutura das comunidades microbianas presentes na rizosfera das espécies vegetais
possui clara distin¢do, exibindo agrupamentos por espécie vegetal e sendo distinta do solo
adjacente. Os resultados do presente estudo comparando os microbiomas do solo devirado de
rocha ultraméfica sem vegetacédo e os solos rizosféricos de J. lanstyakii e L. lupulina, indicam
que a modulacdo do rizobioma é resultado do recrutamento de parte do core microbiano do solo
adjacente, além disso, a planta hospedeira influencia na diversidade, estrutura e composicao. O
microbioma associado a rizosfera das espécies de plantas hiperacumuladoras de niquel
estudadas exibiu notavel enriquecimento e formag&o de uma rede interacdo mais complexa.

As familias Ketodonobacteraceae e Sphingomonadaceae foram identificadas como
biomarcadores do solo adjacente sem vegetacdo. As familias Gaiellaceae,
Geodermatophilaceae e Chthoniobacteraceae podem ser usadas como biomarcadores da
rizosfera de J. lanstyakii. Ketodonobacteraceae, SbA1 e Sphingomonadaceae podem ser usadas
como biomarcadores da rizosfera de L. lupulina.

Os grupos identificados no compartimento rizosférico remontam bactérias
anteriormente descritas como tolerantes, porém alguns membros sem identificacdo. Os
principais e mais abundantes grupos microbianos identificados sdo responsaveis por papeis-
chave na ciclagem de carbono e nitrogénio. Entretanto, foi verificada a ocorréncia de bactérias
ligadas a familias auxiliares na atenuacdo do efeito dos metais pesados no solo, bem como
membros microbianos capazes de promover o crescimento das plantas por meio da modulacao
metabolica vegetal. Os resultados sugerem selecdo a partir dos taxons presentes no solo
adjacente por meio dos exsudatos radiculares das espécies vegetais hiperacumuladoras de
niquel que possam favorecer a disponibilidade de nutrientes ou que contribuam indiretamente

via modulagdo hormonal ou antibiose.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Foi realizada a analise do microbioma dos solos rizosféricos das plantas
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia e
comparado com a composi¢ao microbiana do solo adjacente a rizosfera.

A nivel de filo, os solos rizosféricos das espécies hiperacumuladoras de niquel
endémicas da Niquelandia demonstraram filos como: Actinobacteriota, Acidobacteriota,
Verrucomicrobia, Chloroflexota, Proteobacteria, Gemmatimonadota e Planctomycetota.

A modulacgdo do rizobioma é uma interagdo complexa entre a planta hospedeira e o core
microbiano do solo.

Este estudo destacou ndo apenas a diversidade e a estrutura desses microbiomas, mas
também ressaltou o enriquecimento notavel e a formacdo de redes mais complexas no nicho
rizosférico.

Ao avancar na pesquisa, reconhecemos a existéncia de desafios metodoldgicos,
principalmente na identificacdo de alguns membros microbianos sem classificacdo especifica.

Este estudo abre portas para pesquisas futuras que podem se aprofundar nas interagdes
especificas entre os exsudatos radiculares das plantas hiperacumuladoras e os tdxons presentes
no solo adjacente.

Sugerimos que investigacOes futuras empreguem abordagens émicas mais avangadas,
como metagendmica, metaprotebmica e metranscriptdmica, para obter uma compreensao mais
completa do microbioma, bem como o detalhamento dessas interacdes. Além disso, sugere-se
explorar 0s potenciais genes envolvidos na hiperacumulacdo de niquel em pesquisas

subsequentes.
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APENDICE A - Pré-processamento dos dados

A identificacdo e descricao das siglas utilizadas para referéncia das amostras consta na
Tabela 6. Foram geradas 453844 sequéncias foward e reverse, totalizando 907688 sequéncias
paired-end. A média de reads por amostra foi de 75640. O Phred Score médio alcangado foi de
33, indicando excelente qualidade de sequenciamento das bases com uma porcentagem de erro
de 0,05% (Tabela 7, Figuras 17 e 18). Apos o procedimento de remocéo das regides de baixa
qualidade, o perfil de qualidade das reads foi otimizado para um Phred Score médio ainda

maior, acima de 30 (Figuras 19 e 20).

Tabela 6. Metadados de identificacdo e descricdo do sequenciamento de alto rendimento
lllumina Mi-Seq para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

ID Seg® Sigla da Amostra Descricdo
P1B BS_NIQ1 Solo derivado de rocha ultramafica e sem vegetacéo,
P2B BS_NIQ2 adjacente as espécies hiperacumuladoras de niquel J.
P3B BS_NIQ3 lanstyakii e L. lupulina
P4B RS_JL1 Solo rizosférico derivado de rocha ultramafica aderido as
P5B RS_JL2 raizes da espécie vegetal hiperacumuladora de niquel J.
P6B RS_JL3 lanstyakii
P7B RS LL1 Solo rizosférico derivado de rocha ultraméafica aderido as
P8B RS LL2 raizes da espécie vegetal hiperacumuladora de niquel L.
P9B RS LL3 lupulina

2 |dentificacdo de sequenciamento da amostra; BS sigla para amostras de solo adjacente (Bulk
Soil) a numeracdo ao final marca a repeticdo amostral; RS sigla para amostras de solo
rizosférico que é sucedida pelas iniciais da espécie de planta hiperacumuladora de niquel da
qual foi coletado, sendo JL para J. lanstyakii e LL para L. lupulina.

Tabela 7. Metadados acerca da qualidade das sequéncias obtidas pelo sequenciamento de alto
rendimento Illumina Mi-Seq para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de
hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

Amostras PIB P2B P3B P4B P5B P6B P7B P8B P9B
14012 14879 15181 15053 16815 14827 14301 13788 14836
4 6 4 0 4 0 6 4 0
Numero total de 20972 22261 22686 22535 25166 22206 21348 20367 22154

bases 778 224 820 130 626 724 156 940 991
Comprimento 149,6 149,6 149,4 149,7 149,6 149,7 149,2 147,7 1493
médio das reads 73 09 38 05 64 72 71 17 32

Phred score médio 33 33 33 33 33 33 33 33 33
Score de qualidade 2.0/ 2.0/ 20/ 20/ 20 20/ 20/ 20/ 20/
(Min/Méax) 390 390 390 390 39.0 390 39.0 390 39.0

NUmero de reads
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Ap0s a remocado das posicOes iniciais e terminais com baixa qualidade (quality score),
observa-se que 0 sequenciamento atingiu uma excelente qualidade de sequéncias e com baixas
perdas de reads apés a etapa de trimagem (Tabela 7). As sequéncias filtradas atingiram Phred
score acima da média em relacéo as sequéncias brutas (acima de 33) com tamanho de fragmento
mantendo-se proximo de 150 pb. Tais informacdes e resultados sdo relevantes para as etapas
posteriores de anotagdo e contagem que sdo dependentes de que a qualidade pos-processamento

das sequéncias sejam de boas o suficiente e mantenham o seu tamanho de fragmento.
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Figura 17. Agrupamento grafico da qualidade das sequéncias foward obtidas pelo
sequenciamento de alto rendimento Illumina Mi-Seq para as amostras de solo associadas a
rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii

endémicas da Niquelandia.

P1B_S7_L001_R1_001fastq.gz P2B_S8_L001_R1_001.fastq.gz P3B_S9_L001_R1_001.fastq.gz
401 st s Rt R sy L mmim e e m o e e
304 T i
204
107 H100%
01 Reads: 70082 | Reads. 74398 | Reads: 75907 F 0%
P4B_S10_L001_R1_001.fastg.oz P5B_S11_L001_R1_001 fastg.gz PEB_S12_L001_R1_001.fastq.gz
E1 1 N —— S — T ———
© o
S 301
(=]
w
320
£
8 10 F100%
01 _Reads- 75265 Reads 84077 Reads 74135 F 0%
P7B_S13_L001_R1_001fasig.gz P3B_S14_L001_R1_001fastqg.gz P9B_S15_L001_R1_001 fastg.gz
40 P TR N S P R T el g T
304
204
10 F100%
01 _Reads: 71508 | Reads: 68942 | Reads 74180 0%
0 50 100 150 0 50 100 180 0 50 100 150
Cycle

Figura 18. Agrupamento grafico da qualidade das sequéncias reverse obtidas pelo
sequenciamento de alto rendimento Illumina Mi-Seq para as amostras de solo associadas a
rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii
endémicas da Niquelandia.
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Figura 19. Agrupamento gréafico da qualidade das sequéncias foward obtidas pelo
sequenciamento de alto rendimento Illumina Mi-Seq apds o procedimento de trimagem para as
amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia
lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.
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Figura 20. Agrupamento grafico da qualidade das sequéncias reverse obtidas pelo
sequenciamento de alto rendimento Illumina Mi-Seq apds o procedimento de trimagem para as
amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia
lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.
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Apo6s o procedimento de trimagem (remoc¢do de posi¢des com baixa qualidade de
amplificacdo), é possivel observar as taxas de erros de frequéncia por um score de qualidade
consenso a partir dos pares de cara um dos quatro nucleotideos que foram gerados a partir das

sequéncias foward e reverse (Figuras 21 e 22).

Figura 21. Taxas de erro transicionais observadas e estimadas para as sequéncias foward
obtidas pelo sequenciamento de alto rendimento Illumina Mi-Seq ap6s o procedimento de
trimagem para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de
niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.
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Figura 22. Taxas de erro transicionais observadas e estimadas para as sequéncias reverse
obtidas pelo sequenciamento de alto rendimento Illumina Mi-Seq apds o procedimento de
trimagem para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de
niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.
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No gréfico, cada ponto preto representa as taxas de erros observadas em relagdo a
pontuacéo de qualidade de consenso (Consensus Quality Score). A linha preta, que representa
as taxas de erro estimadas pelo algoritmo de aprendizado de maquina, demonstra como o
sistema se ajusta para minimizar erros ap6s analisar muitas sequéncias. A linha vermelha, por
outro lado, é uma referéncia que mostra como as taxas de erro deveriam ser idealmente, de
acordo com o Q-score.

Neste caso, as taxas de erro que o algoritmo estimou (linha preta) se alinham bem com
as taxas de erro que realmente foram observadas (pontos). Além disso, a medida que a qualidade
das sequéncias aumenta, as taxas de erro diminuem, como esperado. Isso € um sinal positivo,
indicando que o algoritmo est& funcionando bem e que as sequéncias de alta qualidade foram
identificadas corretamente.

O numero médio de sequéncias combinadas ausentes de quimeras utilizando o pacote
DADAZ2 no ambiente R foi de 72. A amostra P7B (RS_LL1) alcangou a maior profundidade de
informacbes com 199 agrupamentos, seguido pela amostra P5B (RS _JL2) com 100
agrupamentos. O valor minimo de sequéncias combinadas ausentes de quimeras foi de 25. A
perda média de informacdes do conjunto de dados utilizando a abordagem de agrupamento por
ASVs foi de 99,89% (Tabela 8).
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Tabela 8. Descrigédo do processamento dos dados de sequenciamento de amplicons do gene
16S rRNA por etapas do procedimento de andlise de acordo com a ferramenta bioinformatica
utilizada para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de
niquel Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

DADA2
ID Seq Entrada  Filtradas  Denoised F  Denoised R Merged NoChim
P1B 70062 67398 64022 65676 36 36
P2B 74398 71205 67986 69297 25 25
P3B 75907 73566 67830 71452 42 41
P4B 75265 73019 69370 70836 88 88
P5B 84077 81396 77614 79192 100 100
P6B 74135 71863 68275 69962 64 64
P7B 71508 68893 66909 67566 200 199
P8B 68942 64237 62559 63858 60 59
P9B 74180 71658 69504 70169 44 39
SHAMAN
ID Seq Entrada  Filtradas Denoised F  Denoised R Merged  NoChim
P1B 70062 65849 65842 65842 64215 64213
P2B 74398 69390 69386 69386 67702 67700
P3B 75907 72828 72813 72813 71007 71000
P4B 75265 72354 72335 72335 70606 70597
P5B 84077 80424 80399 80399 78411 78404
P6B 74135 71376 71364 71364 69511 69505
P7B 71508 68116 68100 68100 66673 66672
P8B 68942 65014 65000 65000 63571 63566
P9B 74180 71199 71179 71179 69703 69693

As observag0es resultantes do agrupamento por OTUs demonstraram menores perdas
em termos de profundidade de informacgdes. O nimero médio de reads de entrada foi de 74275,
das quais apds as etapas de processamento apenas 7% dos dados foram removidos por baixa
qualidade, resultado em um nimero médio de sequéncias agrupadas ausentes de quimeras de
69039.

Diante dos resultados obtidos ap0s a etapa de processamento das sequéncias, a melhor
abordagem para anotagdo taxondmica seria o agrupamento por OTUs. A inferéncia da anélise
por ASVs demonstrou significativa perda de profundidade de informacGes. Dessa forma,
proceder a analise com tal abordagem subestimaria a composi¢do do microbioma nos ambientes
de estudo do presente trabalho. Observando a curva de rarefacdo na Figura 23, percebe-se que
grande parte das amostras ndo atingiu o platd, indicando que possivelmente mais amostras
seriam necessarias para configurar a abordagem por ASVs como a melhor inferéncia.
Observando a Figura 24 e 25, percebe-se a melhoria na curva de rarefacdo mediante a analise
por OTUs.
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Figura 23. Curva de rarefacdo usando a abordagem por ASVs avaliada por espécies e tamanho
de amostral obtidas pelo sequenciamento de alto rendimento lllumina Mi-Seq para as amostras
de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e
Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.
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Figura 24. Curva de rarefacdo usando a abordagem por OTUs avaliada por familia e tamanho
de amostral obtidas pelo sequenciamento de alto rendimento lllumina Mi-Seq para as amostras
de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel Lippia lupulina e
Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.

P3B_59_L00T_001

[PABPSE_ 511 1001 _001[18_57_L001_001]

w - ._:—-"'_'__-——-“‘_'____ ——[PBB_512_L001_001

- PZE_5B_L00T_001
- [ P78_513_L007_007

PEB_G14_L001_001 POB 515 _L001 001}

|

Family

T T T T T T
0 100 200 300 400 500

Sample Size

Figura 25. Curvas de rarefagdo das amostras visualizadas de acordo com a diversidade
observada, indice Chaol e ACE dos dados de sequenciamento de amplicons do gene 16S rRNA
por etapas do procedimento de analise de acordo com a ferramenta bioinformatica utilizada
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para as amostras de solo associadas a rizosfera das espécies de hiperacumuladoras de niquel
Lippia lupulina e Justicia lanstyakii endémicas da Niquelandia.
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