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RESUMO

GUIMARAES, HELENA IPE (HIPG). “O impacto dos cupins Syntermes wheeleri na
microbiota do solo do cerrado” (64). Dissertagdao de mestrado em Ciéncias Biologicas (Biologia
Molecular) — Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade de Brasilia, 2020.

Os cupins sdo conhecidos como os “engenheiros” do ecossistema e possuem grande impacto
nos biomas de savana. Em algumas savanas tropicais aridas ou semi-aridas, os cupins s3o 0s
unicos invertebrados ativos capazes de decompor matéria organica durante a estacdo seca.
Dentro das suas atividades como animais eusociais, os cupins constroem ninhos no solo, os
cupinzeiros, com a finalidade de proteger a colonia. O manejamento do solo por esses animais
pode resultar em uma variagdo nos parametros fisicos e quimicos em relagdo ao solo adjacente.
O cerrado ¢ o segundo maior bioma no Brasil e ¢ caracterizado por ser um ecossistema de
savana, com invernos secos e verdes chuvosos. Os cupins sdo particularmente abundantes nessa
regido, com cerca de 140 espécies registradas e, entre essas, uma grande diversidade de espécies
de cupins endémicos, como o Syntermes wheeleri. Esse trabalho teve como objetivo
caracterizar a microbiota do solo do cupinzeiro da espécie S. wheeleri em regido de cerrado a
fim de avaliar a composicao e diversidade bacteriana desse solo em relacdo ao solo adjacente.
Para isso, o solo do cupinzeiro foi coletado em duas profundidades: 60cm e o seu topo(Ocm),
e o do cerrado a 60 cm na fotofisionomia do campo sujo para extracdo do DNA e
sequenciamento do gene 16S rRNA. Os filos mais abundantes entre os solos foram:
Proteobacteria,  Actinobacteria, = Verrucomicrobia, = Acidobacteria, = Chloroflexi ¢
Planctomycetes. A abundancia relativa de Proteobacteria e Actinobacteria foi maior para as
amostras de solo do cupinzeiro. A analise de coordenada principal separa as amostras de solo
como trés amostras distintas em relagdo a comunidade bacteriana. O solo mais rico ¢ o solo do
campo sujo na estacdo seca. No entanto, a analise de inferéncia funcional a partir da taxonomia
aponta para uma redundancia funcional entre as amostras. O conteudo de nitrato para as
amostras de solo coletadas no topo do cupinzeiro (0-10cm) foram maiores do que em relagdo
as amostras de solo coletadas no campo sujo (50-60cm) e o pH foi menos &cido para as amostras
coletadas no no cupinzeiro profundo (50-60cm) do que em relag@o as amostras de solo coletadas
no topo (0-10cm). A umidade possui efeito na distribuicdo da comunidade e da diversidade
bacteriana e a analise de numero de OTUs observados para as amostras de solo indica que a
riqueza bacteriana do campo sujo ¢ mais susceptivel a mudanga da sazonalidade do que as
amostras do cupinzeiro, que pode ser uma consequéncia do papel protetor do cupinzeiro para a
colonia de cupins.

Palavras chaves: cupinzeiro; cerrado; diversidade; microbiota.



ABSTRACT
The termites are known as ecosystem “engineers” and have a great impact on savana biomes.
In arid or semi-arid tropical savanas, the termites are the only active invertebrates able to
decompose organic matter during the dry season. As eusocial animals, the termites build their
nest in the soil, the mounds, with the purpose of protecting the colony. The soil manipulated by
these animals can result in a physical and chemical variation in regard to the adjacent soil. The
cerrado is the second biggest biome in Brasil and is characterized as a savanna biome, with dry
winters and wet summers. The termites are particularly abundant in this region, with 140
estimated species and, among those, a great variety of endemic termite species, such as the
Syntermes wheeleri. The main objective of this work is to characterize the soil microbiota of
the soil associated to the termite mound of the S. wheeleri specie in the cerrado region in order
to evaluate the bacterial composition and diversity in comparison to the adjacent soil. Thus, the
mound soil was collected at two different depths: 50-60 cm and its peak (0-10cm), and the
cerrado at 50-60 cm at the campo sujo phytophysiology for DNA exctration and 16S rRNA
gene sequencing. The most abundant phyla between the soil samples were: Proteobacteria,
Actinobacteria, Verrucomicrobia, Acidobacteria, Chloroflexi and Planctomycetes. The relative
abundance of Proteobacteria and Actinobacteria was greater for the mound soil samples. The
principal coordinate analysis separated the samples as three different samples in regard to the
bacterial community. The richest soil is the campo sujo at the dry season. However, the
functional inference analysis based on taxonomy indicates functional redundancy. The nitrate
content from the soil collected at the mound peak (0-10cm) is higher than the campo sujo soil
(50-60cm) and the pH is higher for the soil collected deeper within the mound (50-60cm) than
the peak (0-10cm). The humidity has an effect over the community distribution and diversity
and the observed OTUs analysis shows that the bacterial richness of the campo sujo samples is
more susceptible to seasonality changes than mound samples, which can be a consequence of

the protective role of the mound to the termite colony.

Key words: mound; cerrado; diversity; microbiota.
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1.0 INTRODUCAO

1.1 O cerrado e sua termitosfera

O cerrado ¢ considerado a savana tropical mais rica do mundo, com 44% da sua flora
endémica e estima-se que 23% dos cupins do neotrdpico se localizam neste bioma (KLINK &
MACHADO, 2005). Esse bioma representa cerca de 24% do territorio do brasileiro,
caracterizando o segundo bioma mais influente ap6s a floresta Amazdnica, (MARQUES et al.,
2004; SOURCE, 2009). Sao classificados como Latossolos (Ou Oxisols na classificagdo Norte-
Americana) por conta da acidez, coloragdo avermelhada, pobreza em nutrientes, baixa
capacidade de troca de céations (CTC), textura argilosa e alta satura¢do por aluminio, o qual
muitas plantas acumulam em suas folhas como um atributo de resisténcia (SCALON et al.,
2013; SOURCE, 2009; TESTONI et al, 2017). O bioma se caracteriza por invernos secos ¢
verdes chuvosos, quando a precipitacdo anual ¢ em torno de 1.500 mm e ocorre, praticamente,
entre os meses de Outubro até Marco (ARAUJO et al., 2012). A fungdo biologica do solo e
atividade microbiana sdo afetadas pela mudanca de estacdo da seca para chuvosa, o que indica
a importancia da disponibilidade de dgua para os processos do solo (MENDES et al., 2012;
SILVA, 2004).

A flora do cerrado possui caracteristicas de uma vegetacdo adaptada ao fogo, com
arvores contorcidas de tronco firme e resistente. O fogo ¢ um fator de importancia ecologica no
cerrado para redistribui¢do e ciclagem de nutrientes acumulados nas camadas de serrapilheira
e matéria organica (MIRANDA et al., 2003). Uma caracteristica marcante da vegetacdo do
cerrado ¢ que muitas plantas florescem ou produzem folhas novas na época da seca, uma
indicagdo de que o estresse hidrico ndo € tdo severo para a vegetagao local (POLLARD, 2009).
A vegetacao do cerrado ¢ subdivida de acordo com a cobertura vegetal, compreendendo trés
tipos de formagdes vegetais basicas: formacdes florestais, savanicas e campestres (RIBEIRO et
al., 1998). A microbiota presente no solo varia entre os tipos de vegetagdo do cerrado em fungao
das diferengas abidticas, como fertilidade, umidade, pH e temperatura, sendo normalmente mais
rico em fisionomias de alta cobertura vegetal (ARAUJO et al., 2018). O campo sujo ¢ registrado
como uma fisionomia campestre e ¢ exclusivamente herbaceo-arbustivo, com baixa cobertura
vegetal (RIBEIRO e WALTER, 1998).

O cerrado possui uma fauna de cupins diversa com pelo menos 42 espécies conhecidas

(OLIVEIRA et al.,, 2013) e 140 espécies registradas (CONSTANTINO et al., 2005). A fauna
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de cupins do cerrado ¢ distinta daquela encontrada em florestas imidas, com uma larga
propor¢ao de espécies que se alimentam de serapilheira e material organico na superficie,
incluindo os grupos: Syntermes, Velocitermes, Ruptitermes, Rhynchotermes, Cornitermes ¢
Nasutitermes (CONSTATINO et al., 2007). Os cupins do género Syntermes (Figura 1-d)
normalmente constroem cupinzeiros pequenos com a maior parte subterranea (pode chegar a
1,5m) e podem ser encontrados no campo sujo (Figura 01-c) (NEGRET e REDFORD, 1982).
As coldnias de cupins sdo distribuidas de acordo com a suas preferéncias de habitat, como
abundancia de madeira e matéria organica, umidade e tipo de solo (CONSTANTINO et al.,
2007). A construgdo do ninho pode variar desde cupinzeiros complexos até galerias
subterraneas, cuja atividade permite que particulas de solo sejam transportadas por uma
profundidade significativa, contribuindo para a sua aera¢do (SANDS, 1972). As paredes do
cupinzeiro sao diferentes do restante da construgdo, pois elas tém papel crucial na estabilidade
do ninho durante periodos de chuva. A estruturacdo externa ¢ feita de poros de diferentes
tamanhos, de forma que os poros maiores recebam a dgua e a repassem para poros menores.
Assim, os poros maiores ficam disponiveis para troca de gas e ventilagdo do ninho enquanto
poros menores drenam agua da chuva (SINGH et al., 2019).

A relacdo entre cupins e o solo ¢ um assunto amplamente estudado (LEE ¢ WOOD,
1971), mas pouco se sabe a respeito da interagdo entre espécies especificas de cupins e
diferentes tipos de solo (CONSTANTINO et al.,, 2005). A por¢do do solo e do ecossistema que
sofre o impacto dos cupins ¢ chamado de termitosfera, que possui caracteristicas como a textura
do solo e contetido de matéria organica distintos do que quando comparado ao solo adjacente
(LAVELLE, 2018). A a¢ao dos cupins no solo do cerrado pode estar relacionada ao aumento
do valor de o pH, da concentragdo de calcio, de fosforo, de potassio e a diminui¢do da saturagao
por aluminio (FAGERIA e BALIGAR, 2005). Muitos cupins usam as propriedades termais do
seu cupinzeiro para auxiliar no controle de temperatura. Em areas quentes e secas, isso significa
cultivar o solo como um ambiente termalmente tamponado (TURNER et al., 2008). Mudangas
nos parametros fisicos e quimicos do solo do cupinzeiro sdo fundamentais para o

estabelecimento da comunidade microbiana local (ARAUJO et al., 2012).
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Figura 1. Fitofisionomia campo sujo em drea de cerrado e local de coleta das amostras de solo no IBGE em
2017 e 2018. Vegetacdo associada ao cupinzeiro da espécie S. wheeleri identificada como Davilla eliptica da
familia Dileniaceae (a) e Chresta sphaerocephala da familia Asteraceae (b). O cupinzeiro da espécie S. wheeleri
indicado pela seta vermelha (b), a vegetagao do campo Sujo na época da chuva (c) e o cupim trabalhador da espécie
Syntermes wheeleri no solo de cupinzeiro (d).

1.2 A colonia de cupins e o género Syntermes

Os cupins, ou térmites, sdo animais da ordem Isoptera considerados “baratas sociais”
por serem ancestralmente comuns a estas e por serem animais eusociais, caracteristica que
permite a distribui¢do de tarefas pelo sistema de castas polimorficas, ou seja, o estagio adulto
destes animais ¢ caracterizado por mais de uma morfologia, no qual apenas uma possui o
sistema reprodutor (BIGNELL e ROISIN, 2013). Dessa forma, os genes das castas estéreis sao
suficientemente semelhantes aos genes dos reprodutores para garantir que os trabalhadores da
proxima geragdo continuem assistindo as castas reprodutoras, ao invés de investirem em suas
proprias gonadas para serem um animal completo (HIGASHI et al., 2000). Podemos entdo,
visualizar a coldonia como um Unico organismo que ¢ dividido de acordo com as suas fungdes:
Reproducdo (alados, reis e rainhas); alimentagdo e estrutura (trabalhadores); defesa (soldados)
e protecao, fortificagdo e homeostase (cupinzeiro) (BIGNELL et al, 2011).

A rainha ¢ o unico individuo da colénia capaz de gerar descendentes apos o
acasalamento e, ao atingir um certo nivel de maturagao, os alados sdo gerados para deixarem o
ninho a procura de um par e gerar uma nova colonia, o que ocorre geralmente durante o periodo
de chuva (BIGNELL ¢ ROISIN, 2013). Os trabalhadores, no entanto, raramente deixam a
colonia, apenas para forragear. Eles também sdo responsaveis pela constru¢do do cupinzeiro,
que ¢ fortemente defendido por soldados, e pela alimentagdo dos demais individuos do ninho,
o que reflete em uma composicao similar da microbiota intestinal entre os integrantes da colonia
(MOREIRA et al., 2018). A construgdo de um ninho ¢ uma caracteristica propria de animais
eusociais, que, no caso dos cupins, serve para protecdo contra predadores; evitar correntes de

ar, o que reduz a perda de d4gua e mantém a homeostase (BIGNELL, 2005).
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O habito alimentar ndo ¢ a Unica varidvel capaz de afetar a microbiota bacteriana dos
cupins (SANTANA et al., 2015). No entanto, as categorias nutricionais dos cupins definem a
sua mandibula e possuem influencia direta na composi¢cao microbiana intestinal, sendo estas:
solo, matéria organica e madeira; que podem ser consumidas em diferentes niveis de
decomposi¢do (BIGNELL, 2005; COLEMAN, 2015). Ancestralmente, os insetos costumavam
ser mais ativos no solo como decompositores, antes do desenvolvimento do herbivorismo, por
meio de associagdes simbioticas (COLEMAN, 2015). A estabilidade do ninho e outros
elementos chave da comunidade de cupins como tamanho da coldnia, desenvolvimento de
castas e construcdo de um cupinzeiro estdo associados a nutri¢do destes animais, sendo esta
uma caracteristica fundamental para o desenvolvimento da eusocialidade e, portanto, para o seu
sucesso evolutivo (TRANIELLO & LEUTHOLD, 2000).

O intestino dos cupins ¢ dividido em trés partes: anterior, médio e posterior. A digestao
¢ feita, de maneira geral, via enzimas no intestino médio e fermentacdo no intestino posterior
por meio de simbioses microbianas, que sdo, em sua maior parte, arquéias e bactérias
(BIGNELL, 2005; BIGNELL e ROISIN, 2013). Alguns cupins mais desenvolvidos também
cultivam fungos basidiomicetos externamente em seu cupinzeiro (COLEMAN, 2015) e alguns
mais primitivos, contam com a presenca de protistas flagelados em sua porcao final do intestino
para auxiliar na digestdo do material celulésico (BIGNELL e ROISIN, 2013). Esses
microrganismos sao capazes de exercer diversas fungdes como: metabolismo dissimilatdrio de
carboidrato, consumo de oxigénio, metabolismo assimilatério e dissimilatorio de nitrogénio,
metanogénese (ROULAND-LEFEVRE e BIGNELL, 2006), pedogénese (BIGNELL, 2005) e
agirem como um sistema de defesa contra agentes externos (DILLON e DILLON, 2003). O
maior evento evolutivo dos cupins foi a utilizagdo do solo para constru¢do do seu ninho e
também o seu consumo, o que coincidiu com a perda de protistas e subsequente substitui¢ao
por simbiontes bacterianos (BIGNELL et al., 2008).

A familia Termitidae ¢ a maior familia de cupins na regido tropical e agrega diversas
espécies de cupins endémicas do cerrado (CONSTANTINO, 2005). O trato digestivo da familia
Termitidae é altamente estruturado e compartimentalizado por gradientes distintos de pH, O? e
H?, de maneira que, o alimento seja degradado por diferentes nichos da microbiota e por
diferentes vias metabolicas, dependendo da sua posi¢ao no trato gastro-intestinal (BRAUMAN,
2000; SANTANA et al., 2015). O género Syntermes inclui os cupins da subfamilia
Nasutitermitinae, familia Termitidae, que sdo amplamente distribuidos nas savanas tropicais e

caracterizados pelo seu grande tamanho, ninhos normalmente subterrdneos e alimentacdo de
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folhas de serrapilheira (MICHEL e BATISTA, 2013). Esses animais fazem parte do clado de
cupins superiores que utilizam apenas bactérias como simbiontes intestinais.

A perda de flagelados acelerou evolugdes fisiologicas e anatdomicas no intestino, com
um desenvolvimento e compartimentalizagdo do intestino posterior, a fim de sofisticar os
sistemas de fermentacdo dessa regido (BIGNELL e ROISIN, 2013). Os filos bacterianos mais
abundantes nestes cupins sdo: Firmicutes, Spirochaetes, Bacteroidetes e Synergistetes,
(SANTANA et al., 2015) que estdo distribuidos de acordo com as suas preferéncias no intestino
e mantidos em seus determinados compartimentos mesmo apos movimentos peristalticos, o que
¢ explicado devido a presenca de genes para quimiotaxia (WARNECKE et al., 2007). Estudos
comparativos entre a microbiota intestinal ¢ o solo do cupinzeiro dos cupins do género
Syntermes demonstram que ambos s3o diferentes entre si, com uma prevaléncia maior de
Actinobacteria e Proteobacteria no cupinzeiro e Firmicutes e Spirochaetes no intestino

(MOREIRA et al., 2018; SANTANA et al., 2015).

1.3 A microbiota do solo e os ciclos biogeoquimicos

A matriz do solo ¢ construida por vérios agregados de diferentes tamanhos e formas,
formando poros e microambientes importantes para distribui¢do e especializagdo de nichos da
comunidade microbiana, (YOUNG e CRAWFORD, 2004) cuja atividade varia com a
profundidade e ¢ mais dependente das caracteristicas intrinsecas do solo a medida que se afasta
da superficie (MENDES et al., 2012). Pesquisadores tem demonstrado continuo interesse na
enorme diversidade microbiana encontrada em ambientes terrestres, responsavel por governar
produtividade vegetal e manter ciclos biogeoquimicos importantes. Aproximadamente, 80%
dos processos que ocorrem no solo sao mediados pela microbiota (NANNIPIERI ef al., 2003).

O ciclo do carbono compreende da interagcdo entre a fotossintese terrestre e marinha,
respiracdo e formagao de matéria organica, dependente de dois gases principais: CO> e metano,
que fazem parte do efeito estufa e regulam a temperatura da Terra. A microbiota do solo
consome parte dessa biomassa primdria de carbono na forma de decomposi¢ao e auxilia na
formacdo e manuten¢do da matéria organica do solo (HORWATH, 2007). Desde o final dos
anos 1800s, o uso de combustivel fossil, desmatamento e conversdo de areas para pasto e
agricultura, resultaram em uma transferéncia do carbono para a atmosfera (FALKOWSKI et
al., 2008), que possui um efeito direto nas mudancas climaticas.

O nitrogénio ¢ um elemento essencial para a vida e assume diversas formas sdo

altamente dependentes da atividade de microrganismos do solo (HORWATH, 2007). A
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transformagao de N> para a forma organica do nitrogénio permite a entrada deste elemento no
ciclo biologico (PIRES, 2016), que consiste em trés processos: decomposi¢do da matéria
organica e degrada¢do do N organico em amodnia ou fixacdo de N atmosférico via
microrganismos do solo, assimilacdo do N orgéanico em nitrito e processos dissimilatorios
(PAJARES e BOHANNAN, 2016). A fixagdo biologica de N> por microrganismos ¢ a maior
fonte de nitrogénio na natureza (GALLOWAY et al, 2003). O ciclo do fosforo (P) esta
interligado ao ciclo do N, uma vez que a mobilizacdo desse elemento ¢ dada pela enzima
fosfatase no processo de mineralizacdo, cuja sintese requer grande quantidade de N (PAJARES
e BOHANNAN, 2016). A vegetagdo do cerrado ¢ mais limitante em fosforo (P) do que
nitrogénio (N), mas a limitagdo de nitrogénio ainda ¢ maior do que em outros ecossistemas
como florestas chuvosas tropicais (NARDOTO et al., 2006). Assim como nos demais ciclos, o
ciclo do fosforo ¢ afetado por diversos fatores do solo como: umidade, pH, composi¢do da
matéria organica e concentragdo de O> (ESPINOZA et al., 1914).

A comunidade microbiana do solo ¢ altamente numerosa e diversa e geralmente tem que
lidar com baixa abundancia de recursos e condi¢des ndo favoraveis que reduzem a taxa de
crescimento e metabolismo dos microorganismos (HORWATH, 2007). A atividade microbiana
no solo estd menos associada a vegetacao, sazonalidade e ano quando este ¢ coletado entre 5 a
20 cm do que na superficie do solo, 0 a 5 cm. Com o aumento da profundidade, a comunidade
microbiana fica mais dependente das caracteristicas intrinsecas do solo (MENDES et al.,, 2012).
Em relacdo a microbiota do solo do cerrado, o impacto do fogo € menor do que a sazonalidade,
ndo havendo diferengas significativas na biomassa microbiana logo apos a queimada (SILVA,
2004), indicando o quao importante ¢ a sazonalidade para este ambiente.

O estudo de filos dominantes em determinados ambientes permite compreender a
capacidade funcional de uma comunidade microbiana. Apesar da relagdo entre a diversidade
bacteriana e os diferentes pardmetros do solo ser ainda pouco conhecida (BAVEYE et al.,
2018), alguns filos representam um grupo "core" de dominantes que sdo relativamente
invaridveis e presentes em abundancias proporcionais entre amostras de solo (DELGADO-
BAQUERIZO et al., 2018). Uma analise anterior mostra que os filos mais abundantes do solo
de cerrado sdao: Acidobacteria, Proteobacteria, Actinobacteria, Verrucomicrobia,
Planctomycetes, Gemmatimonadetes e Bacteroidetes, (ARAUJO et al., 2012; DE CASTRO et
al., 2016), o que enquadra a comunidade do solo do cerrado como semelhante & comunidade
de outros solos, uma vez que Proteobacteria, Acidobacteria e Actinobacteria sdo os filos mais
abundantemente distribuidos (DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018; JANSSEN, 2006), o que

indica que esses filos sdo componentes importantes os processos de fungdo microbiana no solo.
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2.0 HIPOTESES

1. O solo do cupinzeiro tera menor diversidade bacteriana do que o solo do cerrado;

a. Os cupinzeiros sdo feitos a partir das proprias fezes dos cupins ou solo cimentados

com saliva, ou uma combinagao dos dois (CONSTANTINO et al, 2006). A saliva
dos cupins normalmente possui peptideos antimicrobianos e antifungicos que
auxiliam na defesa contra patdgenos da colonia e podem afetar diretamente a
microbiota do solo do cupinzeiro (HAMILTON e BUMMER, 2011). As suas fezes,
por sua vez, possuem uma composi¢do microbiana distinta daquela do solo, que ¢
especifica para processos digestorios e intestinais e sdo geralmente anaerdbicas e

alcalinofilicas (SANTANA et al., 2015; BRUNE e DIETRICH, 2015).

2.0. O conteudo de nitrogénio e pH do solo de cupinzeiro ¢ maior do que do solo do

cerrado;

a.

As atividades dos cupins no ecossistema alteram o conteudo de carbono organico,
umidade e o pH do solo (LEE e WOOD, 1971), que ¢ normalmente mais alcalino
em regides de cupinzeiro em relacdo ao solo adjacente (LI et al., 2017). Apesar do
conteudo de nitrogénio nas fezes dos cupins resultante da sua fixagdo de nitrogénio
pelos seus simbiontes intestinais ser baixa, ela pode ainda ser fonte de nitrogénio

sob determinadas condi¢des (BREZNAK, 1982).

3. A sazonalidade ndo altera a riqueza bacteriana do solo do cupinzeiro;

a. O cupinzeiro possui papel protetor para a colonia, mantendo condi¢cdes de

temperatura e umidade favoraveis aos cupins (SINGH et al., 2019; TURNER et al.,
2008) e permite o armazenamento de reservas de alimento, uma vantagem
especialmente em regides que ocasionalmente ocorrem queimadas, inundagdes ou
condi¢cdes ambientais diversas que impecam o forrageamento (BIGNELL e
ROISIN, 2013). Desta forma, o cupinzeiro se mantém estavel a agdes externas como

a mudanca de estagdes e do fogo no cerrado brasileiro.
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3.0 OBJETIVO

3.1 Objetivo geral

O objetivo desse trabalho de mestrado ¢ caracterizar a comunidade bacteriana do solo
do cupinzeiro, espécie Syntermes wheeleri, e comparar com a microbiota do solo do cerrado,

Campo sujo.

3.2 Objetivos especificos

a) Caracterizar a comunidade bacteriana das amostras de solo de campo sujo(50-60cm) e
cupinzeiro (0-10cm e 50-60cm);

b) Avaliar o impacto da sazonalidade sob parametros de diversidade entre as amostras;

¢) Analisar e comparar parametros do solo associados ao conteudo de nitrogénio e pH;

d) Comparar indices de diversidade e riqueza entre os sitios das amostras e entre as
estagdes propriedades quimicas do solo de cupinzeiro e de cerrado campo sujo;

e) Analisar o efeito da sazonalidade sob a estrutura da comunidade microbiana do solo de

cupinzeiro.
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4.0 METODOLOGIA

4.1 Coleta e amostragem do solo

A fim de caracterizar as propriedades do solo do cupinzeiro e do cerrado, a coleta foi
feita em triplicatas na fitofisionomia identificada como Campo Sujo no IBGE (15°56°54.6”’S ;
47°52°11.7°W) do solo de cupinzeiro da espécie S. wheeleri, identificado por meio da
observac¢ao do soldado da espécie e coletada em dois niveis de profundidade diferentes com um
intervalo de 10cm, no topo (0-10 cm) e entre 50-60 cm de profundidade, enquanto o solo do
campo sujo foi coletado a 100 metros de distancia do cupinzeiro na mesma profundidade entre
50-60 cm para controle. As amostras foram coletadas em diferentes periodos para avaliar o
efeito da sazonalidade, o periodo da seca foi em setembro de 2017, a da transi¢do em novembro
do mesmo ano, e a da chuva em marco de 2018 (figura 03). As amostras foram peneiradas no
local e armazenadas em sacos plasticos herméticos e levadas em caixas térmicas com gelo até

o laboratdrio para armazenamento a -80°C no mesmo dia.

Precipitagdo (mm)

350 ¢

300

250 ¢
200

150

100

50 ¢

ol > B B B B B

jul17 ago/17  set/17 out/17  nov/17  dez/17  jan/18 fev/18  mar/18

Figura 2. Dados da precipitacio mensal de julho de 2017 2 Marco de 2018 em Brasilia disponibilizados pelo
Instituto Nacional de Meterologia (INMET). As setas indicam os meses em que foram coletados as amostras de
solo: estacdo seca em setembro de 2017, transi¢do em novembro de 2017 e estagdo chuvosa em marcgo de 2018.

4.2 Parametros fisicos e quimicos

Para analisar a composi¢ao quimica do solo, o pH em 4gua foi medido em laboratério a
partir de 10g de solo em 25mL de agua destilada e medido com o potencidmetro pH HANNA
HI 2221 Calibration Check pH/ORP meter calibrado, apds 1 hora de repouso da solucdo. A
mineralizagao liquida de nitrogénio foi feita com 2 gramas de solo armazenado e 25 mL de KCl

IM. Apés 1 hora de agitagdo continua, foram filtrados 10 mL do sobrenadante em tubos
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identificados. A determinacdo do nitrato e do amdnio foram feitas pelo espectrofotometro
Shimadzu UV-1203 para medi¢des em 218, 228, 254, 280 nm para o nitrito € com reagente de
Nessler para o amodnio. Para o célculo de umidade do solo, parte da amostra coletada foi
disposta em pequenos recipientes de aluminio que foram pesados e colocados destampados
durante 72 horas a 105°C em uma estufa para secar e foram pesados novamente. Em ambas
pesagens, desconsiderando o peso do recipiente, foi feito o célculo para umidade gravimétrica

(CLAESSEN e BARRETO, 1996).

4.3 Extracdo de DNA genémico

O solo armazenado no freezer -80° foi parcialmente descongelado para extragao de DNA
de acordo com a metodologia do protocolo de Griffiths, et al 2000 com 0,5g de solo em um
tubo com “beads” de vidro, utilizando CTAB 5%, cloroféormio e alcool isoamilico (24:1) e
precipitando o material genético com 30% PEG 6000 durante 12 horas. O DNA foi quantificado

pelo método Qubit BR e a qualidade do material foi verificada com gel de agarose.

4.4 Biblioteca do gene rRNA 16S e sequenciamento

Para descri¢do da comunidade bacteriana do solo, as 27 amostras de DNA foram
enviadas para sequenciamento na Macrogen, Coréia do Sul. A empresa foi responsavel pela
constru¢do da biblioteca de 16S marcando para a regido V3-V4 do gene com primers padrao
(Bakt 341F: CCTACGGGNGGCWGCAG Bakt 805R: GACTACHVGGGTATCTAATCC).
O sequenciamento do amplicon rRNA 16S foi feito na plataforma Illumina Miseq, “pair-
ended”, 300 pares de base, 100k reads/amostra e entregue em formato fastq. A qualidade do
sequenciamento foi analisada pelo programa FASTQC versao 0.11.8, Andrews S (2010).
FASTQC: A quality control tool for high throughput sequence data. Available online at:

http://www.bioinformatics.brabraham.ac.uk/projects/fastqc.

4.5 Analise de Bioinformatica e estatistica

As sequéncias brutas foram pré-processadas pelo programa bbduk no pacote do
BBTools para remog¢do de adaptadores Nextera e sequéncias Phix ( BBMap — Bushnell B.

— sourceforge.net/projects/bbmap/). As sequéncias foram entdo importadas para o programa
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QIIME2 2019.7 (BOLYEN et al., 2019) e o pipeline executado como sequencias “paired-
ended”. Para caracterizacdo bacteriana com base na taxonomia, foram utilizados os plug-ins

disponiveis do programa (https://docs.qgiime2.0rg/2019.10/plugins/) para unir os pares de

sequéncias, retirar os primers (MARTIN, 2011), filtrar por qualidade (minimo 20)
(BOKULICH et al., 2013), dereplicar , clusterizagdo de OTUs utilizando o método de novo
VSEARCH com 97% de identidade, remogao de chimeras (UCHIME de novo) (ROGNES et
al., 2016) e taxonomia utilizando o banco de dados SILVA (2018) (QUAST et al,, 2012).
Para comparacio da comunidade bacteriana entre os solos, foi feita a analise a partir de
graficos de “Principal Component Analysis” (PCoA), curva de rarefacdo, numero de OTUs
observadas e indices de Pielou e Shannon através do programa QIIME2 (BOLYEN et al.,
2019). A andlise de inferéncia funcional também foi avaliada por meio do pipeline do
PICRUST2 (LANGILLE et al., 2013) adaptado para ser utilizado dentro QIIME2 como um
plug in. As andlises estatisticas foram feitas para validar os dados entre as amostras e avaliar o
impacto da sazonalidade. Testes de normalidade (Shapiro), paramétricos (t e anova) e ndo
paramétricos (Kruskall-Wallis) foram feitos pelo programa Prism versdo 8.0.2 e pelo programa
Rstudio versdao 1.1.456 — © 2009-2018 RStudio, Inc. Graficos de NMDS, RDA e heatmap
foram feitos por pipelines no Rstudio, com os pacotes: Vegan (OKSANEN et al., 2019),
Phyloseq  (MCMURDIE e HOLMES, 2013) e Pheatmap (KOLDE et al, 2019),

respectivamente.

Tabela 1. Relatorio do niimero de sequéncias das amostras de solo do campo sujo e cupinzeiro na estacio
seca, chuvosa e a transicio. Amostras estdo dispostas em triplicatas de acordo com a sua estagdo coletada, de
maneira que: CS representam amostras do solo do campo sujo, CO representam amostras do solo do topo do
cupinzeiro (0-10 cm) e C60 representam as amostras do solo do cupinzeiro profundo (50-60 cm). O niimero de
sequéncias para cada amostra esta representado pelo ‘n°® de reads’.

Amostra Estacao n’ de reads
CS1 Seca 292.964
CS1 Transigao 316.672
CS1 Chuva 313.396
CS2 Seca 325.076
CS2 Transigao 290.122
CS2 Chuva 348.036
CS3 Seca 316.966
CS3 Transicdo 321.988
CS3 Chuva 346.532
Co1 Seca 349.610
Co1 Transigao 320.894

CO01 Chuva 303.686
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C02
C02
C02
C03
C03
C03
C60 1
C60 1
C60 1
C60 2
C60 2
C60 2
C60 3
C60 3
C60 3

Seca
Transicdo
Chuva
Seca
Transicdo
Chuva
Seca
Transicdo
Chuva
Seca
Transicdo
Chuva
Seca
Transicdo
Chuva

291.644
352.714
337.440
325.634
321.140
351.796
318.624
338.964
302.450
328.794
303.334
305.224
315918
320.978
325.526
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367 5.0 RESULTADOS
368

369 5.1 O solo do cupinzeiro serda menos diverso do que o solo do cerrado em relagdo aos

370  grupos bacterianos.

371

372 Os filos mais abundantes nas amostras de solo foram: Acidobacteria, Actinobacteria,
373  Chloroflexi, Planctomycetes, Proteobacteria, Verrucomicrobia e WPS-2 (Figura 3 e Figura S1).
374 A andlise estatistica (tabela suplementar S1) mostrou que Actinobacteria e Proteobacteria eram
375  significativamente mais abundantes nas amostras do cupinzeiro do que nas amostras do campo
376  sujo. Os filos raros foram considerados como aqueles que representam menos de 1% da
377  comunidade bacteriana total e compreendem cerca de 2% da comunidade total do campo sujo

378  ecercade 1,5% da comunidade dos cupinzeiros (Figura 4).
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381  Figura 3. Abundincia relativa dos filos bacterianos abundantes para as amostras de campo sujo (60cm),
382  cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60 cm) na estacdo seca de 2017. Filos cuja abundéncia relativa
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representa mais de 1% da comunidade bacteriana total estdo dispostos no grafico com a sua respectiva porcentagem
descrita em branco (ou preto para WPS-2). Os valores sdo médias aritméticas das triplicatas de campo sujo,
cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) na estagdo seca.
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Figura 4. Abundéincia relativa dos filos bacterianos raros de 1% para as amostras de campo sujo (60cm),
cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) na estacdo seca de 2017. Filos cuja abundancia relativa
representa menos de 1% da comunidade bacteriana total estdo dispostos no grafico com a sua respectiva
porcentagem descrita em branco. Os valores sdo médias aritméticas das triplicatas de campo sujo, cupinzeiro topo
(Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) na estagdo seca.

Para confirmar essa diferenca entre os solos, foi feito um heatmap com o nimero de
sequéncias dos filos na esta¢do seca (Figura 5). As triplicatas do solo controle se agrupam
filogeneticamente quanto a sua similaridade pela distribuicdo dos filos microbianos da mesma
forma que as amostras do cupinzeiro. Dentro do clado dos cupinzeiros, existe uma subdivisao
para as amostras do topo (0-10cm) e do solo profundo (50-60cm), demonstrando que elas

também diferem entre si quanto a distribui¢ao dos filos.
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Figura 5. Analise de ‘heatmap’ da disposicio dos filos bacterianos de acordo com a sua abundéincia relativa
para amostras de campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) na estagdo seca
de 2017. As triplicatas das amostras do campo sujo, cupinzeiro 0 cm e cupinzeiro 60 cm estdo dispostas
horizontalmente de acordo com a sua similaridade na parte inferior do grafico. Os filos bacterianos estdo dispostos
verticalmente de forma que os tons quentes (vermelho, laranja e amarelo) representam maior abundancia daquele
filo na amostra em comparagdo as demais. Os tons frios em azul representam menor abundancia do filo na amostra.

O gréfico de PCoA analisa as amostras pela matriz de dissimilaridade Bray Curtis que

as separa de acordo com a sua composi¢do microbiana (Figura 6), indicando uma separagdo
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entre 0 campo sujo e o cupinzeiro (Axis 1 — 45,34%) e uma uma separacgao entre as duas

profundidades do cupinzeiro (Axis 2 — 23,95%) quanto a sua composicao taxondmica.

Axis 2 (23.95 %) M Cupinzeiro 60 cm
W Campo Sujo
o Cupinzeiro 0 cm
o
()
(8]
[} o
(]
— S — ‘*"54_(45'34 %)
// O
Axis 3 (11.09 %)

Figura 6. Anilise de coordenada principal (PCoA) da comunidade bacteriana das amostras de solo do
campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) na estacio seca de 2017.
Coordenadas principais da analise de Bray Curtis separam as amostras do campo sujo em vermelho, cupinzeiro
topo (Ocm) em laranja e cupinzeiro profundo (60cm) em marrom (Axis 1 —45,34% e Axis 2 —23,95% e Axis 3 —
11,09%).

A diversidade das amostras e das estagdes foi medida pelo indice de shannon. Na estacao
seca ¢ onde encontra-se o maior indice de shannon na amostra do solo de campo sujo (50-60cm)
que ¢ significativamente maior que o indice de shannon do cupinzeiro profundo (50-60cm),
indicando que o solo do cupinzeiro ¢ menos diverso que o solo do campo sujo na seca. Para a
estacdo chuvosa e a transi¢ao, ndo ha diferenga estatistica entre o valor do indice de Shannon

para as amostras (Figura 7 e Figura S2).
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Figura 7. Valor do indice de Shannon para diversidade bacteriana das amostras de solo de campo sujo
(60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm), coletados no IBGE em Brasilia, 2017 e 2018.
As amostras estdo dispostas no eixo x do grafico e os valores do indice de Shannon no eixo y. As estacdo seca,
chuvosa e a transicdo estdo representadas pela escala de cor cinza e preto de acordo com a legenda. Valores
significativos foram considerados com o valor de p <0,05 e estdo indicados com “*’.

Apesar da diferenca entre as amostras, a analise de predi¢ao funcional permite inferir, a
partir de uma andlise dissimilatoria, a influéncia do sitio de coleta ou estagdao no funcionamento
de processos da comunidade microbiana. A predi¢do gendmica ¢ feita para cada amostra e o
output tem a relagdo completa da soma das vias funcionais que pode ser usado em uma analise
dissimilatoria. A andlise de inferéncia funcional da comunidade microbiana das amostras do
campo sujo e do cupinzeiro (Figura 8) e das estacdes (Figura S3) mostra uma aglomeragao no

centro do grafico de dissimilaridade, indicando provavel redundancia funcional.
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Figura 8.Analise de coordenada principal (PCoA) dos dados de inferéncia funcional das amostras de solo
do campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm). Coordenadas principais da
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analise de Bray Curtis separam as amostras do campo sujo em vermelho, cupinzeiro topo (Ocm) em azul e
cupinzeiro profundo (60cm) em laranja (Axis 1 — 61,25%; Axis 2 — 13,51% e Axis 3 — 9,925%).

A andlise funcional a partir da taxonomia permitiu a anota¢@o de enzimas que participam
do metabolismo do nitrogénio. Desta forma, as amostras de solo do campo sujo e do cupinzeiro
sdo potencialmente capazes de: executar a fixa¢do de nitrogénio, pela enzima nitrogenase;
reduzir nitrato a nitrito, pela enzima nitrato redutase; reduzir 6xido nitrico, pela enzima 6xido
nitrico redutase; produzir percursores do metabolismo do glicerol, pela enzima glicerol-3-
fosfato desidrogenase; oxidar amdnia em nitrito, pela enzima amdnia monoxigenase; produzir
glutamina a partir de amonia e glutamato, pela enzima glutamina sintetase e produzir glutamato
pela enzima glutamato sintase (Apéndice 1 — tabela suplementar 3). A enzima glutamina
sintetase (GS) ¢ mais abundante nas amostras da transi¢do e chuva do campo sujo e cupinzeiro
topo (0-10cm) enquanto que, para as amostras do cupinzeiro profundo (50-60cm), ela ¢ mais
abundante na estagdo seca. A glutamato sintase, por sua vez, ¢ mais abundante na estagdo seca
para amostras de solo do campo sujo (50-60cm) e cupinzeiro topo (0-10cm) (Apéndice 1 —

tabela suplementar 4).

5.2 O conteudo de nitrogénio e pH do solo de cupinzeiro é maior do que do solo do cerrado.

Os valores de nitrito, amonio, umidade e pH foram medidos em laboratério e estdo
dispostos na Tabela 2. Nitrito e amonio foram os pardmetros usados para representar o contetdo
de nitrogénio das amostras. A andlise estatistica para dados ndo paramétricos foi aplicada a
todos os parametros. A sazonalidade ndo foi estatisticamente diferente para as analises do
nitrato, amonio e pH. Portanto, a estatistica aplicada para esses parametros em relagdo aos
grupos de campo sujo, cupinzeiro topo (0-10cm) e cupinzeiro profundo (50-60cm) foi feita

desconsiderando as estagoes.
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482  Tabela 2. Tabela dos parimetros quimicos do solo em relagiio as diferentes esta¢des para as amostras de
483  campo sujo (60cm) e cupinzeiro (0 e 60cm) medidos em laboratério a partir do solo coletado no IBGE em
484 2017 e 2018. Os valores estdo dispostos consistem na média aritmética das triplicatas de campo sujo ou cupinzeiro
485 em uma determinada estag@o. Os valores de desvio padrdo para cada parametro esta representado por ‘DP’.
amostra Profundidade | [N-NO3] |DP |[N-NH4] |[DP umidade |DP |pH |DP
Estacio (mg/kg) (mg/ kg) (%)
campo sujo 50-60 cm 3,59 0,34 |3,18 1,12 17 1,8 (49 (0,3
Seca cupinzeiro topo 0-10 cm 4,26 0,25 4,15 1,63 12 0,1 52 (0,02
cupinzeiro 50-60 cm 3,99 1,23 4,51 0,74 16 0,3 53 (0,06
profundo
campo sujo 50-60 cm 3,5 0,17 |4,13 0,24 19 2,1 |54 10,14
. . | cupinzeiro topo 0-10 cm 6,36 1,9 5,08 1,66 20 6 54 10,08
Transicao
cupinzeiro 50-60 cm 3,48 0,47 |3,95 136 |18 2.82]5.8 [0,04
profundo
campo sujo 50-60 cm 3,54 0,42 |4,95 1,84 26 1,37(5,7 (0,02
Chuva cupinzeiro topo 0-10 cm 5,66 3,23 15,05 1,58 23 0,94 (4,7 (0,45
uv
cupinzeiro 50-60 cm 3,46 0,7 14,31 0,87 25 1,86 (5,6 (0,02
profundo
486
487 Os dados de nitrato para as amostras de solo coletadas no topo do cupinzeiro (0-10cm)
488  foram estatisticamente maiores do que em relagdo as amostras de solo coletadas no campo sujo
489  (50-60cm) (p = 0,01) (Figura 9). Os dados de amonio entre as amostras de solo coletadas no
490  campo sujo ambas profundidades do cupinzeiro ndo foram estatisticamente diferentes entre si
491  (Figura 10) e os dados de pH foram estatisticamente maiores para as amostras de solo coletadas
492 no cupinzeiro profundo (50-60cm) do que em relagdo as amostras de solo coletadas no topo (0-
493  10cm) (Figura 11).
494
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496  Figura9. Analise dos dados de nitrato [N-NO3] das amostras de solo do campo sujo (60cm), cupinzeiro topo
497 (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) coletados no IBGE em 2017 e 2018. As amostras de campo sujo e
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cupinzeiro estdo representados no eixo x como cs (campo sujo), c0 (cupinzeiro topo) e c60 (cupinzeiro profundo).
Os dados estatisticamente significativos ndo-paramétricos Kruskal-Wallis estdo representados entre cs e c0 por
¥ valor de p <0,05.
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Figura 10.Analise dos dados de amonio [N-NH4] das amostras de solo do campo sujo (60cm), cupinzeiro
topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) coletados no IBGE em 2017 e 2018. As amostras de campo sujo e
cupinzeiro estdo representados no eixo x como cs (campo sujo), c0 (cupinzeiro topo) e c60 (cupinzeiro profundo).
Os dados estatisticamente significativos ndo-paramétricos Kruskal-Wallis estdo representados por ‘*’, valor de p
<0,05.
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Figura 11.Analise dos dados de pH das amostras de solo do campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e
cupinzeiro profundo (60cm) coletados no IBGE em 2017 e 2018. As amostras de campo sujo e cupinzeiro estao
representados no eixo X como cs (campo sujo), c0 (cupinzeiro topo) e c60 (cupinzeiro profundo). Os dados
estatisticamente significativos ndo-paramétricos Kruskal-Wallis estdo representados entre c0 e c60 por “*’, valor
de p <0,05.
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Os valores de nitrato superiores no cupinzeiro topo (0-10cm) tendem a separar essa
amostra dos demais solos pela anélise de componente principal (PCA) (Figura 12). Os valores
de correlagdo de cada variavel com os eixos do grafico estdo dispostos no material suplementar

(Tabela S2).
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Figura 12. Analise de componente principal dos parimetros das amostras de solo e campo sujo (60cm),
cupinzeiro topo (0cm) e cupinzeiro profundo (60cm) coletados no IBGE, Brasilia em 2017 e 2018. Os valores
de nitrato, amonio, umidade e pH sdo aqueles dispostos na tabela 2 para cada amostra de solo, que sdo separadas
pelos eixos 1 (35,49%) e eixo 2 (24,60%). As amostras de cupinzeiro topo (0-10cm) estdo representadas como cO0,
as amostras de cupinzeiro profundo (50-60cm) como c60 e as amostras de campo sujo (50-60cm) como cs. As
formas indicam as triplicatas de cada estac@o; a bola cheia representa a seca, a bola vazia representa a chuva e o
trago representa a transicao.

A influéncia da sazonalidade sob a comunidade bacteriana das amostras de solo do
campo sujo e cupinzeiro foi analisada através do grafico de escalonamento multidimensional
ndo-métrico (NMDS), em que os valores de umidade foram pré-fixados e a comunidade
bacteriana foi disposta de acordo com a sua dissimilaridade (Figura 12). As amostras mais
umidas sdo aquelas coletadas no cupinzeiro profundo (50-60cm) durante a chuva, associando
os grupos bacterianos dessa amostra a essa variavel. O filo Verrucomicrobia foi o tnico que se

relacionou positivamente de maneira significativa com a umidade (R?>=0,68) (Figura 13).
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Figura 13. Escalonamento multidimensional ndo-métrico (NMDS) da comunidade bacteriana das amostras
de campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) em relacdo 2 umidade medida
das estacdes seca, transicdo e chuva em 2017 e 2018. Dados da matriz de OTUs bacterianas foram distribuidos
de acordo com a andlise dissimilaridade Bray Curtis e dispostas de acordo com os seus valores de umidade. As
amostras de campo sujo estdo representadas pela cor vermelha com a sigla “cs” em triplicatas, enquanto amostras
do cupinzeiro topo (Ocm) estdo representadas pela cor verde e pela sigla“c0” e as amostras do cupinzeiro profundo,
pela cor roxa e a sigla “c60”. O gradiente de verde indica os valores da umidade do solo, de forma que o verde
mais escuro sdo as amostras mais iimidas ¢ o verde mais claro, amostras mais secas.
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Figura 14. Anilise de regressao linear entre os filos bacterianos mais abundantes para as amostras de campo
sujo e cupinzeiro na estacio chuvosa em relagio a umidade. Os valores nos quadrantes correspondem ao valor
R da regressdo linear e o * vermelho sdo para valores significativos estatisticamente. Os graficos representam a
relacdo do filo com outro filo ou a variavel umidade.

A influéncia da umidade para diversidade das amostras foi disposta em uma analise de
componente principal. A transicdo entre as estagdes mostra que as amostras do campo sujo e
cupinzeiro topo (0-10 cm) estdo mais proximas entre si do que as amostras do cupinzeiro
profundo (50-60 cm) (Figura 14), que ¢ um padrao diferente daquele observado na estacdo seca

(Figura 6) e chuvosa (Figura 15), em que as amostras estdo mais distantes entre si.
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Figura 15. Andlise de coordenada principal (PCoA) da comunidade bacteriana das amostras de solo do
campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (0cm) e cupinzeiro profundo (60cm) na transi¢do de 2017. Coordenadas
principais da analise de Bray Curtis separam as amostras do campo sujo em vermelho, cupinzeiro topo (Ocm) em
laranja e cupinzeiro profundo (60cm) em marrom (Axis 1 —44,14%; Axis 2 —20,90% e Axis 3 — 13,07%).
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Figura 16. Analise de coordenada principal (PCoA) da comunidade bacteriana das amostras de solo do
campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (0cm) e cupinzeiro profundo (60cm) na estacio chuvosa de 2018.
Coordenadas principais da analise de Bray Curtis separam as amostras do campo sujo em vermelho, cupinzeiro
topo (Ocm) em laranja e cupinzeiro profundo (60cm) em marrom (Axis 1 — 34,68%; Axis 2 —29,60% e Axis 3 —
14,56%).

5.3 A sazonalidade ndo altera a riqueza bacteriana do solo do cupinzeiro.

O namero de espécies detectado em uma amostra ¢ fortemente influenciado pelo nlimero

de sequéncias analisadas (SCHLOSS e HANDELSMAN, 2006). O nimero de OTUs das
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amostras de cupinzeiro e campo sujo aumenta de acordo com o niimero de sequéncias na curva
de rarefacdo até atingir um maximo, o que estima uma cobertura significativa para amostragem,
apesar de ndo atingir um plato (Figura 16 e 17).

O nimero de OTUs observados também foi utilizado para medir a riqueza microbiana
das amostras e das estacdes. A estacdo seca € a que possui maior nimero de OTUs observados
e a estagdo chuvosa o menor numero (Figura 16). Em relacdo as amostras, o solo de cupinzeiro
profundo (50-60cm) ¢ a que possui menor numero de OTUs observados e a amostra de solo

coletado na regido de campo sujo (50-60cm) possui maior numero (Figura 17).
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Figura 17. Curva de alpha-rarefacio do nimero de OTUs observadas nas estacdes da seca, chuva e a
transicio do solo coletado em area de campo sujo (60cm), solo de cupinzeiro na superficie (Ocm) e solo do
cupinzeiro profundo (60cm) no IBGE, Brasilia no ano de 2017 e 2018. Eixo y nimero de OTUs observadas e
eixo x cobertura do sequenciamento para as amostras. A estacdo da seca estd representada em azul escuro, a
transi¢do em laranja e a chuva em azul claro.



40

= @ Campo sujo
= O Cupinzeiro 0 cm
= @ Cupinzeiro 60 cm

3000 7 e
2800
2600
2400
2200 o
2000 H
1800
1600 AT
1400 |

1200

1000 | /

OTUs observadas

f T T T T T T T T T T 1
-5000 0 5000 10000 15000 20000 25000 30000 35000 40000 45000 50000 55000

Cobertura de sequenciamento

Figura 18. Curva de alpha-rarefaciao do nimero de OTUs observadas para o solo coletado em area de campo
sujo (60cm), solo de cupinzeiro na superficie (Ocm) e solo do cupinzeiro profundo (60cm) no IBGE, Brasilia
no ano de 2017 e 2018. Eixo y numero de OTUs observadas e eixo x cobertura do sequenciamento. As amostras
do solo da superficie do cupinzeiro (cupinzeiro 0 cm) esta representada em azul claro, enquanto as amostras do
solo de cupinzeiro profundo (cupinzeiro 60cm) estd em laranja e as amostras do solo da regido de campo sujo (60
cm), em azul claro.

Durante a estagdo da seca, o nimero de OTUs observados no campo sujo ¢
significativamente maior que as amostras de cupinzeiro topo (0-10cm) e profundo (50-60cm).
Na estacdo chuvosa o niumero de OTUs observados no cupinzeiro profundo (50-60cm) ¢
significativamente menor do que as amostras de solo do topo (0-10cm) e do campo sujo (Figura
18). Durante a transi¢do, o nimero de OTUs observados para as trés amostras ndo ¢ diferente
estatisticamente (Figura 18). A amostra de solo do campo sujo ¢ a unica que possui diferenca
significativa entre o numero de OTUs entre as estagdes, diminuindo a sua riqueza a medida que
a as estagdes avangam. A sazonalidade ndo possui efeito significativo para a riqueza das

amostras de solo do cupinzeiro topo (0-10cm) e cupinzeiro profundo (50-60cm) (Figura 19).
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Figura 19. Analise do valor do nimero de OTUs observados para as amostras de solo coletado em regiiio de
campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm) nas estaces seca, transicio e
chuva. O niimero de OTUs observadas esta representado no eixo y do grafico enquanto as amostras estdo no eixo
x. A estacdo seca ¢ representada pela cor vermelha, a transi¢ao pela cor laranja e a estagdo chuvosa pela cor azul.
Valores significativos foram considerados com o valor de p <0,05 e estdo indicados com “*’.
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Figura 20. Analise do valor de OTUs observados dentro de cada amostra de solo coletado em regiio de
campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (0 cm) e cupinzeiro profundo (60cm) para as estacées da seca, transicao
e chuva. O nimero de OTUs observados esta representado no eixo y enquanto as amostras estdo no eixo x. A cor
rosa indica a estaco seca, a laranja a transicao e azul a estagdo chuvosa. Valores significativos foram considerados
com o valor de p <0,05 e estdo indicados com “*’.
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A equitabilidade da comunidade microbiana foi medida a partir do indice de Pielou, que
¢ calculado pelo nimero total de individuos dividido pelo nimero de espécies que representa a
distribuicdo de espécies dentro de uma amostra (PIELOU, 1966). Nao ha diferenca entre o
indice de Pielou das amostras do campo sujo, topo do cupinzeiro (0-10 cm) e cupinzeiro
profundo (50-60 cm). Em relacdo as estagdes, a amostra com maior indice de Pielou ¢ a seca

(Apéndice 2 — Figura S2).

6.0 DISCUSSAO

6.1 O solo do cupinzeiro sera menos diverso do que o solo do cerrado em relagdo aos grupos

bacterianos.

A maior parte dos filos bacterianos do solo sdo raros e apenas uma pequena parte ¢
abundante. No entanto, essa “pequena” parte abundante representa cerca de 41% das sequéncias
totais do gene 16S rRNA e muitos sdo encontrados em uma grande variedade de solos
(DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018). Os filos com maior abundancia relativa nas amostras
de solo mostrados nesse trabalho (Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia, Chloroflexi, Planctomycetes) podem ser encontrados como mais
representativos na maior parte dos solos amostrados em outros estudos (ARAUJO et al., 2012;
DE ARAUIJO et al., 2018; DELGADO-BAQUERIZO et al., 2018; RAPPE e GIOVANNONI,
2003; SILVA et al, 2019; HORWATH, 2007). As Actinobacteria possuem uma relagao
simbidtica com os cupins que provém, além da ciclagem e troca de nutrientes, protecao destes
contra patdégenos externos através da producao de antimicrobianos, encontrados em abundancia
nos cupinzeiros (SUJADA et al, 2014). Actinobacteria ¢ considerado o segundo filo mais
abundante no intestino de cupins superiores e mais prevalente naqueles que se alimentam de
himus e solo (LIU et al, 2019). Um estudo recente sobre a diversidade funcional da
comunidade bacteriana do solo de cupinzeiro revelou sequéncias de viruléncia, patogenicidade
e defesa predominantes nesse solo, responsaveis por uma prote¢do significativa do ninho
(ENAGBONMA et al., 2019).

No dominio Bacteria, o filo Proteobacteria constitui atualmente o maior grupo e também
o mais diverso fenotipicamente. Varios representantes desse filo possuem importancia
ecologica no ciclo do carbono, enxoftre, nitrogénio e sdo reconhecidos por sua capacidade de

interagir com raizes das plantas, como as Rhizobia que induzem nodulos do sistema de raizes
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de leguminosas, capazes de fixar o nitrogénio atmosférico, criando um relagdo simbidtica com
a planta (ROBERTSON e KUENEN, 2006). A amoénia ¢ o produto primario resultado da
fixagdo de N por vias simbidticas (BROWN e DILWORTH, 1975) e também ¢ o produto de
fixagdo primaria a partir dos aminodcidos glutamato e glutamina pelas rotas das enzimas
glutamina sintetase e glumatato sintase (KENNEDY, 1966). A atividade dessas duas enzimas
¢ normalmente mais alta em situagdes em que o nitrogénio ¢ um elemento limitante (BROWN
e DILWORTH, 1975).

Nesse trabalho, a dindmica entre elas ¢ trazida pela analise de inferéncia funcional, de
forma que, a enzima glutamina sintetase ¢, potencialmente, mais abundante nas amostras de
cupinzeiro profundo na estagdo seca enquanto que, para as demais amostras, ela é mais
abundante na presenca da umidade, sendo responsavel pela fixagdo de nitrogénio e producao
de glutamina (WOOLFOLF et al.,1966), aminoacido geralmente associado ao crescimento
bacteriano (FILDES e GLADSTONE, 1939). Da mesma maneira, a glutamato sintetase estaria
mais abundantemente presente nas amostras de campo sujo e cupinzeiro topo no periodo da
seca, catalisando entdo a via contraria de formacao de glutamato (VANONI e CURTI, 1999),
associado a resposta de estresse bacteriano contra ambientes 4dcidos (FEEHILY e KARATZAS,
2013) (Figura 20).

Um estudo comparativo da comunidade microbiana do solo em diferentes gradientes de
nitrogénio na forma de nitrato de amonio demonstrou que as amostras com niveis maiores de
adi¢do de nitrogénio tinham maior abundancia em Proteobacteria do que amostras com niveis
baixos de adicao (FIERER et al., 2012). Na maioria dos sistemas, altos niveis de nitrogénio
estdo relacionados a produtividade vegetal, correspondendo a mudangas na composi¢cdo da
comunidade (NARDOTO et al., 2006). A possivel abundancia das enzimas glutamina sintetase,
glutamato sintase e glutamato desidrogrenase nas amostras de solo do campo sujo e cupinzeiro

indicam o potencial metabolismo de nitrogénio associado a essas amostras.
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N.O

GOGAT

_ Glutamato + NHs+ ATP «—— ADP + Glutamina

Glutamato + NHs+ ATP ADP + Glutamina

Figura 21. Ilustracdo do metabolismo do solo do campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (0cm) e cupinzeiro
profundo (60cm) na estacio da seca a partir da analise de inferéncia funcional. O cupinzeiro 0 cm e 60 cm
estdo representados pela cor laranja (Ocm) e vermelha (60 cm) e o campo sujo estd representado pela cor azul e
“CS”. As reagdes que possivelmente ocorrem em maior abundancia no cupinzeiro 0 cm sdo: metabolismo do
nitrogénio, desde a sua fixagdo até transformacao em nitrito, nitrato e glicerol e a via e producdo de glutamato pela
GOGAT. A reacdo de formagdo de glutamina pela GS ocorre no cupinzeiro 60 cm e no campo sujo a reagao ¢
dirigida pela GOGAT no sentido de produgdo de glutamato. Figura autoral feita pelo www.biorender.com.

6.2 O conteudo de nitrogénio e pH do solo de cupinzeiro é maior do que do solo do cerrado

No solo, os processos quimicos e a atividade da comunidade microbiana estdo
intimamente conectados. No entanto, a relagdo entre esses ainda ¢ pouco conhecida (BAVEYE
et al, 2018). A andlise simultdnea da comunidade microbiana e os parametros do solo,
demonstraram que o pH ¢ o fator mais significativo para composi¢do, diversidade e biomassa
da microbiota local, sendo capaz de moldar a disponibilidade de nutrientes do solo
(ZHALNINA et al., 2014). O solo ¢ normalmente mais 4cido em locais proximos a superficie
e amostragens mais profundas podem, potencialmente, diluir a acidez do pH (REEVES e
LIEBIG, 2016). A umidade, por sua vez, ¢ capaz de alterar a composi¢do quimica do solo do
cerrado, como o pH (SILVA et al., 2019). Esse mesmo estudo mostrou que Verrucomicrobia
era o filo mais associado a estagdo chuvosa no cerrado, corroborando com os dados
apresentados neste trabalho.

O filo Verrucomicrobia forma um grupo distinto dentro do dominio Bacteria,
caracterizado por membros amplamente distribuidos no solo e em ambientes aquaticos e que
sdo filogeneticamente préximos ao filo Planctomycetes (LEE et al., 2009). Um estudo sobre
preferéncias de habitat para Verrucomicrobia indicou que a abundancia do filo estava

negativamente relacionada a temperatura e que a mudanca de estacdo era o vetor mais
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importante para varia¢do da comunidade dessas bactérias, diminuindo a medida que as estagdes
avancam e a temperatura aumenta (CHIANG et al., 2018; SILVA et al., 2019). Similarmente,
niveis de fosforo e nitrogénio das amostras foram identificados como parametros geoquimicos
correlacionados a variacdo da composicao da comunidade de Verrucomicrobia (CHIANG et
al., 2018; ZHALNINA et al., 2014).

A andlise metagendmica do intestino do cupim S. wheeleri demonstrou que Firmicutes
e Spirochaetes representam cerca de 80% da comunidade enquanto que Proteobacteria
representam cerca de 2% e Actinobacteria menos de 1% (SANTANA et al, 2015). As
caracteristicas fisico-quimicas do hospedeiro, como gradientes de pH e oxigénio no intestino,
sugerem que os microorganismos ndo estdo distribuidos randomicamente (BRUNE, 2013).
Desta forma, o intestino anterior (maior por¢ao do intestino da espécie S wheeleri,), que possui
pH alcalino (entre 9 e 11) e ¢ um nicho para bactérias alcalinofilicas pertencentes ao filo
Firmicutes (SANTANA et al., 2015) . Estudos anteriores (BRAUMAN, 2000; ENAGBONMA
et al., 2019; FALL et al., 2007; SUJADA et al., 2014) e esse trabalho corroboram que o solo
do cupinzeiro ¢ mais semelhante ao solo no qual ele foi construido do que com o intestino dos

cupins.

6.3 A sazonalidade ndo altera a riqueza bacteriana do solo do cupinzeiro.

A resiliéncia € a taxa na qual a composi¢do microbiana retorna ao seu estado original
apos ser perturbada, via crescimento ou adaptagdes genéticas e/ou fisiologicas (ALLISON e
MARTINY, 2008; CRUZ-MARTINEZ et al., 2009). Ainda que a comunidade ndo retorne a
composi¢do original, existe também redundancia funcional, em que diferentes taxons sdo
capazes de exercer um mesmo processo, na mesma medida e sob as mesmas condi¢des
ambientais (ALLISON e MARTINY,2008). A equitabilidade da comunidade se relaciona com
a estabilidade do ecossistema e a tolerancia a perturbagdes, pois a probabilidade de resisténcia
da comunidade ¢ maior do que quando essa ¢ dominada por poucas populacdes (WITTEBOLLE
et al., 2009). Desta maneira, a seca ¢ a estagao mais estavel de acordo com o indice de Pielou
e ndo ha diferenga estatistica entre as amostras de solo coletadas em campo sujo e no cupinzeiro,
o que indica que esse parametro ¢ mais afetado pela sazonalidade do que pela atividade dos
cupins.

O solo ¢ um dos ecossistemas mais ricos, com cerca de 10.000 espécies bacterianas por
grama de solo (ROESCH, 2007). A riqueza ¢ definida como o numero de diferentes taxons

observados na comunidade sem levar em consideragdo a sua frequéncia (WAGNER, 2018).
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Conclui-se entdo que as amostras da seca e do campo sujo sdo aquelas com maior nimero de
OTUs observadas, e sdo também as amostras mais ricas. E importante ressaltar que a
comunidade microbiana pode sofrer uma mudanga na (distribuicdo dos taxons) composicao que
ndo acarreta necessariamente em uma mudanga efetiva de taxons. Um estudo recente sobre a
composi¢do funcional do solo de cupinzeiro mostrou que, apesar de ndo haver mudancas
significativas no nimero de OTUs, a composi¢do da microbiota variava significativamente
entre amostras de solo do cupinzeiro e do solo controle (ENAGBONMA et al., 2019).

Diferentes espécies utilizam diferentes recursos. Logo, uma comunidade rica em
espécies ¢ mais produtiva porque mais recursos serdo utilizados (LOREAU e HECTOR, 2001).
No entanto, no ambiente natural as espécies de bactéria sdo, geralmente, funcionalmente
redundantes (YIN et al., 2000), especialmente no solo, em que, apesar de possuir comunidades
microbianas altamente numerosas e diversas, estdo também geralmente metabolicamente
inativas, estabelecendo uma discrepancia entre a atividade metabolica e o total de biomassa
bacteriana (LAVELLE, 2018). Comunidades pobres em espécies podem ser tdo ativas quanto
comunidades mais ricas, uma vez que a composicdo dessa comunidade e a interacdo entre
espécies sdo variaveis importante para determinar o nivel de funcionamento do ecossistema
(BELL et al., 2005).

Técnicas moleculares de sequenciamento do gene 16s do rRNA permitem identificar
espécies de bactérias e compreender a composi¢do da microbiota e a sua relagdo com elementos
abidticos, independente do cultivo desses organismos (ARAUJO et al., 2012; QUIRINO et al.,
2009; SANTANA et al., 2015). No entanto, apenas o sequenciamento completo do genoma
permite o acesso a todos os genes (LANGILLE et al.,2013). Desta maneira, inferéncias
funcionais baseadas nos dados de taxonomia t€ém conseguido recapturar os principais aspectos
funcionais de uma comunidade (FERREIRA et al., 2018; SUN et al, 2020; WANG et al.,
2020), dentro de suas limitagcdes: a ndo resolucdo de variagdes de linhagens dentro de uma
espécie, anotacdo de genes baseada em bancos de dados disponiveis e viéses do processo de
sequenciamento (LANGILLE et al., 2013).

Quanto mais acesso a informacdo de sequenciamento, mais percebe-se a presenca de
dois tipos core de genes: um conjunto grande de genes ou pseudogenes ndo essenciais e
evolutivamente neutros € um conjunto de genes especifico e selecionado pelo ambiente.
(FALKOWSKI et al., 2008). A analise metagenOmica por shotgun de cupinzeiros mostrou que
o esse solo era funcionalmente similar ao solo adjacente, com exce¢do da abundancia de
sequéncias de viruléncia, patogenicidade e defesa no cupinzeiro, responsaveis para uma

protecdo significativa do ninho (ENAGBONMA et al., 2019). A abundancia de genes de defesa
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encontrados no cupinzeiro pode ser explicada pelo extenso reservatorio de Actinobacteria
geralmente encontrado nesses ninhos (SUJADA et al., 2014), bacterias também associadas a

ecossistemas com menor riqueza de espécies (QUIRINO et al,, 2009).
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7.0 CONCLUSAO

Os cupins s3o conhecidos como engenheiros do ecossistema por conta da sua
capacidade de modular o ambiente através de suas atividades. De acordo com esse trabalho, os
filos mais relativamente abundantes sio comuns as amostras de solo do campo sujo e cupinzeiro
e sdo: Acidobacteria, Actinobacteria, Chloroflexi, Planctomycetes, Proteobacteria,
Verrucomicrobia e WPS-2, com maior abundancia relativa de Actinobacteria e Proteobacteria
para as amostras de cupinzeiro. A interagdo entre esses grupos microbianos e elementos
abidticos do ecossistema ainda ¢ uma questao a ser respondida.

A diversidade e a redundancia funcional sdo aspectos de uma comunidade microbiana
que permite a coexisténcia de grupos diferentes capazes de exercer um mesmo processo, o que
contribui para a estabilidade do ecossistema. A analise de coordenada principal da comunidade
bacteriana das amostras do solo separam as amostras de campo sujo (50-60 cm), cupinzeiro
topo (0-10cm) e cupinzeiro profundo (50-60cm) e, pelo indice de Shannon, a amostra do campo
sujo ¢ a mais diversa. A estacdo seca ¢ a mais rica € possui também maior equitabilidade. Ao
contrario da estacdo chuvosa, a seca €, possivelmente, uma estacdo em que ndo se observa a
predominancia de microorganismos especificos no solo.

A sazonalidade ¢ uma varidvel importante para o bioma do cerrado e possui grande
influéncia na microbiota do solo. A umidade possui efeito na distribui¢do da comunidade e na
estrutura bacteriana das amostras de solo de campo sujo e cupinzeiro, demonstrando que o
nimero de OTUs observados nas amostras de solo de campo sujo (50-60cm) diminuem
significativamente com o avanco das estagdes, indicando que a riqueza bacteriana dessa
amostra € mais susceptivel a mudancas sazonais do que as amostras do cupinzeiro.

Os resultados desse trabalho relacionam elementos da comunidade microbiana
associada ao solo de cupinzeiro a elementos abidticos presentes no cerrado brasileiro. Esse
estudo pode ser objeto de trabalhos posteriores que almejam elucidar a dindmica existente na
interagdo entre a atividade dos cupins e a microbiota do solo, como a forma na qual a dieta
desse animal pode influenciar a microbiota presente no seu ninho e a influéncia da modulagdo

da microbiota e o macrobioma em sua superficie.
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9.0 APENDICE

1) Tabelas

Tabela Suplementar 1. Analise estatistica dos filos bacterianos na estacio seca para as amostras de campo
sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm). Método ANOVA e Tukey’s test para
comparar as trés amostras: cs (campo sujo), cO (cupinzeiro 0 cm) e c60 (cupinzeiro 60 cm). “Mean diff,” ¢ a
diferenca entre as médias dos valores; “95% CI of diff,” significa 95% do intervalo de confian¢a da diferenca entre
as médias, “Summary” € o sumadrio das analises significativas (* ou mais) ou ndo significativas (ns) e valor de p
ajustado na tltima coluna como “Adjusted P value”.

Tukey's multiple comparisons test -

ANOVA Mean Diff, 95% Cl of diff, Summary Adjusted P Value
Acidobacteria
csvs cO 314 0,7811t0 5,499 - 0,0062
cs vs. c60 2,087 -02722t04 446 ns 0,0931
c0vs. c60 -1.053 -3.4121t0 1,306 ns 0,5343
Actinobacteria
csvs c0 -15.24 -1760t0-12,88 i <0,0001
cs vs. c60 -10,91 -13.27 to -8,554 . <0,0001
c0vs. c60 433 1,971 to 6,689 b 0,0001
Chloroflexi
csvs cO 394 1.581 to0 6,299 i 0,0005
cs vs. c60 2,583 0,2245t0 4,942 i 0,0286
c0vs. c60 -1357 -3,716 to 1,002 ns 0,3566
Planctomycetes
csvs c0 5,033 2,674t07,392 i <0,0001
cs vs. c60 5 2,6411t07,359 i <0,0001
c0vs. c60 -0,03333 -2,392t0 2,326 ns 0,9994
Proteobacteria
csvs cO -3.29 -5,649t0-0,9311 i 0,0039
cs vs. c60 -4,983 -7,342 10 -2,624 i <0,0001
c0vs. c60 -1.693 -4,052 to 0,6655 ns 0,2043
Verrucomicrobia
csvs cO 4,593 2,234 t0 6,952 . <0,0001
cs vs. c60 4,103 1,744 t0 6,462 i 0,0003
c0vs. c60 -0.49 -2,849 to 1,869 ns 0,872
others
csvs cO 0,7133 -1,646 to 3,072 ns 0,7487
cs vs. c60 0,8967 -1,462 to 3,256 ns 0,6339
c0vs. c60 0,1833 -2,176 t0 2,542 ns 0981

Tabela Suplementar 2. Valores de correlacio das variaveis nitrato, umidade, amonio e pH com os eixos do
grifico de anilise de componente principal (PCA). O nitrato e amonio estdo representados em suas formulas
[N-NO3] e [N-NH4] respectivamente. Os eixos dispostos estao de acordo com as duas dimensoes do grafico, PC1
(31%) e PC2 (27,6%).

PC1 PC2
[N-NO3] -0,51 0,53
umidade 0,73 0,28
[N-NH4] 0,23 0,83
pH 0,62 -0,2
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Tabela Suplementar 3. Nimeros EC obtidos a partir da anélise de inferéncia funcional das amostras do
campo sujo e cupinzeiro relacionados ao metabolismo de N na estacfo seca. A andlise funcional a partir da
taxonomia permite a associagdo de um determinado grupo de taxons e a propor¢ao de sequéncias para uma uma
determinada enzima (#OTU ID). A analise estatistica foi feita para os grupos do campo sujo, cupinzeiro 0 cm e
cupinzeiro 60cm e os grupos significativos estdo dispostos na tltima coluna.

#OTU ID cs c0 c60 significativo?

EC:1.18.6.1 15440 15098 12318

EC:1.7.71 21559 20844 20264

EC:1.7.2.2 670 438 1023

EC:1.7.21 3382 3728 2375

EC:1.7.24 3361 3543 2313

EC:1.1.5.3* 75324 87308 80029 csvscO*
EC:1.14.99.39 651 556 592

EC:1.7.2.6 88 48 65

EC:1.7.25 3818 4085 2950

EC:1.7.24 3361 3543 2313
EC:1.14.13.25 3 4 1

EC:6.3.1.2* 184059 202370 190113 cs vs c0; c0 vs c60 ***

EC:1.4.1.14 125500 131432 125720

EC:1.4.1.13 125500 131432 125720

EC:14.71 24413 24500 21758

Tabela Suplementar 4. Nimeros EC obtidos a partir da anilise de inferéncia funcional que sio
significativamente diferentes entre as amostras do campo sujo e cupinzeiro relacionados ao metabolismo
de N nas estagdes seca, chuvosa e a transi¢do. A andlise funcional a partir da taxonomia permite a associagao
de um determinado grupo de taxons e a propor¢do de sequéncias para uma uma determinada enzima (#OTU ID).
A analise estatistica foi feita para os grupos do campo sujo, cupinzeiro 0 cm e cupinzeiro 60cm.

#OTU ID Cs-seca cs-trans cs-chuva c0-seca cO-trans c0-chuva c60-seca c60-trans c60-chuva
EC:6.3.1.2 161919 189888 200369 198417 203146 205547 202076 187095 181168
EC:1.4.1.14 115577 127986 132937 127069 134904 132323 131168 121904 124088
EC:1.4.1.13 115577 127986 132937 127069 134904 132323 131168 121904 124088
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Figura Suplementar 1) Abundincia relativa dos grupos bacterianos na estacio chuvosa e a transicio em
relacdo as amostras de campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (Ocm) e cupinzeiro profundo (60cm). As amostras
do cupinzeiro 0 cm estdo representadas pelo ‘cupinzeiro superficie’e grupos bacterianos raros (que representam

menos de 1% da comunidade) estdo representados como ‘others’.

76 4 *

72

7.0

6.8

Shannon

6.6

6.4 [ N ]

6.2 1

g

6.0

Seca
Transi¢do

Chuva

Figura Suplementar 2. Valor do indice de Shannon para diversidade bacteriana das amostras de solo
coletados no IBGE em Brasilia para as estacdes seca, chuvosa e a transi¢do em 2017 e 2018. As estacdes estdo
dispostas no eixo x do grafico e os valores do indice de Shannon no eixo y. Valores significativos foram

considerados com o valor de p <0,05 e estdo indicados com “*’.
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Figura Suplementar 3. Valor do nimero de Pielou para equitabilidade bacteriana das amostras de solo de
campo sujo (60cm), cupinzeiro topo (0cm) e cupinzeiro profundo (60cm) coletados no IBGE em Brasilia
para as estacdes seca, chuvosa e a transicio em 2017 e 2018. As estacdes (a) e as amostras de campo sujo e
cupinzeiro (b) estdo dispostos no eixo x enquanto o nimero de Pielou para equitabilidade estd no eixo y. Valores
significativos foram considerados com o valor de p <0,05 e estdo indicados com “*’.
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Figura Suplementar 4. Analise de coordenada principal (PCoA) dos dados de inferéncia funcional das
amostras de solo para as estacdes seca, chuvosa e a transi¢iao. Coordenadas principais da analise de Bray Curtis

separam as amostras da seca sujo em amarelo, chuva em azul e transi¢do em verde (Axis 1 — 61,25%; Axis 2 —
13,51% e Axis 3 —9,925%).
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Abstract

Current antifungal drugs present poor effectiveness and there is no available vaccine for fungal infections.
Thus, novel strategies to treat or prevent invasive mycosis, such as cryptococcosis, are highly desirable.
One strategy is the use of immunomodulators of polysaccharide nature isolated from mushrooms. The
purpose of the present work was to evaluate the immunostimulatory activity of 8-(1,3)-glucan-containing
exopolysaccharides (EPS) from the edible mushrooms Auricularia auricula in phagocytes and mice infected
with Cryptococcus neoformans. EPS triggered macrophages and dendritic cell activation upon binding
to Dectin-1, a pattern recognition receptor of the C-type lectin receptor family. Engagement of Dectin-1
culminated in pro-inflammatory cytokine production and cell maturation via its canonical Syk-dependent
pathway signaling. Furthermore, upon EPS treatment, M2-like phenotype macrophages, known to sup-
port intracellular survival and replication of C. neoformans, repolarize to M1 macrophage pattern associ-
ated with enhanced production of the microbicidal molecule nitric oxide that results in efficient killing of
C. neoformans. Treatment with EPS also upregulated transcript levels of genes encoding products associ-
ated with host protection against C. neoformans and Dectin-1 mediated signaling in macrophages. Finally,
orally administrated g-glucan-containing EPS from A. auricular enhanced the survival of mice infected with
C. neoformans. In conclusion, the results demonstrate that EPS from A. auricula exert immunostimulatory
activity in phagocytes and induce host protection against C. neoformans, suggesting that polysaccharides
from this mushroom may be promising as an adjuvant for vaccines or antifungal therapy.

Key words: Cryptococcus neoformans, macrophages, 8-glucan, Auricularia auricula exopolysaccharides.

Introduction candidiasis, histoplasmosis, and cryptococcosis are nowadays

Over the last few decades, the prevalence of fungal diseases has ~ €O™™MO™ partially due to the global human immunodeficiency

increased considerably. In fact, systemic fungal diseases such as virus (HIV) epidemic and other immunosuppressive conditions.
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ABSTRACT

Sandy kaolinite-rich soils, collected in a Hz-emitting circular depression (ca. 500 m in diameter), located in the Sdo Francisco basin (Brazil), were exposed to Hy gas
concentrations in the 500-5000 ppm range for up to eight weeks. The samples were found to consume Hy at a rate of approximately 0.05-0.1 mmol Hy/soil kg/day
due to the microbial activity. DNA extraction from these soil samples before and after H; exposure, followed by Ribosomal Intergenic Spacer Analysis (RISA) and 16S
rRNA gene amplicon sequencing, indicated that (i) the bacterial community is dominated by phyla that have been previously recognized to scavenge atmospheric Ha,
and (ii) Hy exposure leads to a significant modification of the bacterial community distribution. Measured H; uptake rates were fitted to the integrated form of the
Michaelis-Menten equation and were further implemented in a 1-D reactive transport model. The model simulates gas-soil interactions in a 1-m vertical soil column,
assuming homogeneous distribution of Hy-consuming bacteria. The evolution of the H concentration in the unsaturated soil porosity along the column was simulated
considering two different scenarios: a deep H, source (Case 1) and a biogenic surface source (Case 2). It was shown that, in the case of diffusion-dominated Hj,-
transport as considered in this study, bacterial activity will control the amplitude of the H; flux across the column. Moreover, we determined that bacterial activity
can dramatically decrease the H, concentration in the soil porosity, by a factor of two compared to the source concentration. According to the simulation, the time-
resolved concentration data collected in the Sdo Francisco depression [Prinzhofer et al., 2019; International Journal of Hydrogen Energy] are consistent with the

combination of a deep (Case 1) and a surficial biogenic (Case 2) H; source in this locality.

1. Introduction

Dihydrogen (Hy) is an appealing source of energy that is expected to
play a central role in energy transition. Currently however, Hz is mostly
produced by reforming of methane, a process which generates large
amounts of COz. In the quest for “greener” hydrogen, natural sources of
hydrogen are attracting increasing interest. Whereas different processes
of natural H production have been identified (e.g., Wakita et al., 1980;
Janecky and Seyfried, 1986; Savary and Pagel, 1997; Nandi and Sen-
gupta, 1998), the evaluation of the H, resource volume and the defini-
tion of reliable exploration tools are two main scientific challenges that
need to be tackled. To date, the only exploited geological accumulation
of natural H; is located north of Bamako at Bourakebougou, in Mali.
Since 2011, a pilot well has been producing a gas composed of 98% H;,
(Briere and Jerzykiewicz, 2016; Prinzhofer et al., 2018), which is con-
verted into electricity for local use. Despite the known difficulty in
storing Hy, a small and highly diffusive molecule, the Bourakebougou
example demonstrates that natural Hy can actually accumulate, at least
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transiently, in porous geological formations. Dolerite sills and aquifers
have been identified as likely Hy-upward-migration barriers (Prinzhofer
et al., 2018).

Whereas the background atmospheric Hz concentration is close to
0.5 ppm (Ehhalt et al., 1977; Schmidt, 1978), H, concentrations above a
few hundred ppm have been measured at approximately 1 m below the
surface in circular depressions located in Central Russia (Larin et al.,
2010, 2015), in the Carolina Bay, United States (Zgonnik et al., 2015), in
Mali (Prinzhofer et al., 2018) and in South-Eastern Brazil (Prinzhofer
et al., 2019). Dihydrogen daily emissions were estimated at a few
thousandths to a few tenths of thousandths of cubic meters of Hz per
km?. Prinzhofer et al. (2019) installed a series of seven H, sensors in a
circular depression of the Sdo Francisco basin (Minas Gerais, Brazil) in
order to monitor H; soil concentrations at 80 cm depth. The soil Hy
concentration data have been collected since mid-2019, at 1-h intervals.
The Hz concentration dataset published in Prinzhofer et al. (2019)
corresponds to the first 2 months of monitoring. Concentrations were
found to be highly variable, with daily pulses lasting between 6 and 12
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