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RESUMO

A microbiota das camadas organicas (folhas em diferentes estagios de decomposicéo e
hamus) dos solos florestais da Amazonia representa uma comunidade ainda pouco
conhecida. Sabe-se que a mudanca do uso do solo altera a diversidade e composi¢éo dos
microrganismos desse sistema, mas até o momento, pouco se conhece acerca dos
impactos sobre os microrganismos associados as camadas organicas. Considerando que
essas camadas abrigam elevada diversidade de microrganismos na floresta e sua perda
com a conversdo floresta-pastagem resulta, consequentemente, em perda de diversidade,
este estudo investigou a riqueza e diversidade de bactérias, fungos e fungos micorrizicos
arbusculares (FMA) contidas nas camadas organicas e também no solo mineral de uma
floresta e uma pastagem na Amazonia, por meio do sequenciamento dos amplicons 16S
rRNA, ITS e 18S rRNA, respectivamente. Para avaliar a funcionalidade das comunidades
presentes, quantificou-se genes funcionais envolvidos no ciclo do N através de qPCR
(fixadores de N2, AOB, AOA e desnitrificadores). Foram coletadas camadas em
diferentes estagios de decomposicdo da matéria organica de uma floresta (camada
composta por folhas inteiras — L, fragmentadas — F, himus - H e o solo mineral) e de uma
pastagem (camadas L, F, solo mineral e rizosférico) no Pard, Brasil. Avaliando a
diversidade das camadas organicas e do solo mineral em conjunto, a diversidade alfa de
bactérias e fungos foi maior na pastagem e de FMA ndo foi alterada. Para diversidade
beta, as camadas organicas foram essenciais para diferenciar os sistemas de uso do solo.
A composicdo das comunidades de bactérias, fungos totais e FMA diferiram entre as
camadas organicas e o solo mineral, mas também entre os dois sistemas, floresta e
pastagem. Os grupos funcionais do ciclo do N (exceto AOB) foram mais abundantes na
camada F da pastagem. Esses grupos foram abundantes no horizonte H da floresta e, assim
como na pastagem, AOB também foi abundante nas camadas de folhas L e F. Em
conjunto, esses resultados destacam as camadas organicas como um compartimento de
alta diversidade microbiana e de potencial relevancia para o ciclo do N ndo s6 em
ambiente florestal, mas também em pastagem.

Palavras-chave: Amazonia, 16S rRNA, ITS, 18S rRNA, Ciclodo N



ABSTRACT

The microbiota of organic layers (leaves in different stages of decomposition and humus)
of Amazonian forest soils represent a community that is still little known. It is known that
the change in land use alters the diversity and composition of microorganisms in this
system, but so far, little is known about the impacts on microorganisms associated with
organic layers. These layers harbor the diversity of microorganisms in the forest and their
loss with the forest-pasture conversion results, consequently, in a loss of diversity. This
study investigated the richness and diversity of bacteria, fungi and arbuscular mycorrhizal
fungi (AMF) contained in organic soil and also in mineral from a forest and pasture in the
Amazon, by sequencing 16S rRNA, ITS and 18S rRNA amplicons, respectively. To
assess the functionality of the communities present, genes affected in the N cycle were
quantified by gPCR (N2 fixers, AOB, AOA and denitrifiers). Layers at different stages of
organic matter decomposition were collected from a forest (layer composed of whole
leaves - L, fragmented - F, humus - H and mineral soil) and from a pasture (layers L, F,
mineral and rhizospheric soil) in the state of Pard, Brazil. Assessing the diversity of
organic layers and mineral soil together, the diversity of bacteria and fungi was greater in
the pasture and the AMF were not altered. For beta diversity, organic layers were essential
to differentiate land use systems. Bacterial, total fungal and AMF communities differed
between organic layers and mineral soil, but also between the two systems, forest and
pasture. The adaptive groups of the N cycle (except AOB) were more abundant in the F
layer of the pasture. These groups were abundant in the H horizon of the forest and, like
in the pasture, AOB was also abundant in the L and F leaf layers. Together, these results
highlight how the organic layers are a site of high microbial diversity and separate
potential for the cycle of N, not only in a forest environment, but also in a pasture.

Keywords: Amazon, 16S rRNA, ITS, 18S rRNA, N Cycle
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CAPITULO 1 - INTRODUGCAO GERAL

1 INTRODUCAO

As florestas tropicais, como a Amazonica, sdo importantes reservatorios de
biodiversidade acima e abaixo do solo, participando de processos ecossistémicos
essenciais como regulacdo do clima, reservatdrios de C orgénico e metano, entre outros.
Na Amazdnia, em resposta a solos de baixa fertilidade, a floresta desenvolveu estrategias
para melhorar o aproveitamento de nutrientes. A presenca de raizes em meio a
serapilheira e ao himus (quando presente) auxiliam a floresta na absorcéo de nutrientes
recém mineralizados, antes mesmo que sejam lixiviados ou complexados no solo mineral.
Além disso, associacfes com fungos micorrizicos, bactérias fixadoras de nitrogénio e
outros microrganismos benéficos do solo também suportam a produtividade da floresta.
Diante da relacdo da floresta com a serapilheira e 0s microrganismos associados,
presume-se que nesse compartimento do solo florestal ocorra uma dinamica e complexa
atividade microbiana, devido a sua participacdo na decomposicdo da serapilheira, a
interacdo entre os proprios microrganismos e também a elevada concentracao de raizes,
ja que a rizosfera é um importante hotspot microbiano.

A abertura de novas areas de pastagem, frente a expansdo de atividades
agropecudrias em direcdo a bacia amazonica, representa uma das maiores causas de
desmatamento das florestas da regido (TYUKAVINA et al., 2017). A mudanca do uso do
solo afeta diretamente a fauna e a flora, mas também as comunidades de microrganismos
do solo. Estudos mostram que as areas de pastagem abrigam composicdo de
microrganismos diferente em relagdo a floresta e que a conversao geralmente aumenta a
diversidade alfa de bactérias e fungos, apesar de ainda existirem poucas informagées para
fungos (JESUS et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2018). Em consequéncia disso, fun¢des
microbianas importantes também sdo alteradas como: modificagdes nos processos do
ciclo do C e do N, aumentando a emissao de gases de efeito estufa como CO; e N20O,
aumento da resisténcia a antibioticos, maior abundancia de patdgenos potenciais nas areas
convertidas, entre outros (PAULA et al., 2014; CERQUEIRA et al., 2018; LEMOS et al.,
2021). Além disso, a diversidade de plantas esta diretamente ligada a quantidade e
qualidade da serapilheira, que por sua vez afeta as comunidades microbianas e, portanto,
presume-se que a reducao da diversidade vegetal na pastagem afete também a diversidade

microbiana das camadas organicas. Entretanto, até o0 momento, estudos que consideram
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esse compartimento nos estudos de diversidade microbiana sdo escassos (RITTER et al.
2018; ROCHA et al 2021) e, portanto, pouco se sabe como as comunidades das camadas
organicas contribuem para a diversidade de microrganismos do solo na amazonia e,
sobretudo, como séao afetadas com a mudanca de uso do solo.

Diante desta lacuna, foi hipotetizado que as camadas organicas abrigam uma
elevada diversidade de microrganismos em relacdo ao solo mineral adjacente e, portanto,
a0 inclui-las nas andlises, observa-se uma reducdo de diversidade na pastagem. Em
consequéncia dessa maior diversidade nas camadas organicas, também foi hipotetizado
que esse compartimento do solo abriga maior abundancia de genes funcionais
relacionados ao ciclo do N em relacdo ao solo mineral adjacente, independente do uso da
terra. Assim, este estudo teve como objetivo geral avaliar os efeitos da conversao floresta-
pastagem sobre a diversidade de microrganismos ao incluir as camadas organicas nas
analises. Os objetivos especificos foram:

a) Determinar a composicdo da comunidade de bactérias (Capitulo 2), fungos
(Capitulo 3) e fungos micorrizicos arbusculares (Capitulo 4) nas camadas
organicas e no solo mineral da floresta e pastagem, assim como a estrutura de suas
comunidades e diversidade por meio do sequenciamento dos amplicons 16S
rRNA (bactérias), ITS (fungos) e 18S rRNA (FMA);

b) Calcular a diversidade de bactérias (Capitulo 2), fungos (Capitulo 3) e FMA
(Capitulo 4) do solo como um todo, considerando as camadas organicas e 0 solo
mineral, e comparar os valores entre floresta e pastagem;

¢) Quantificar a abundancia do gene taxondmico 16S rRNA de Bacteria e Archaea e
genes chave da fixacdo de nitrogénio (nifH), nitrificacdo (amoA de Bacteria e
Archaea) e desnitrificacdo (nirS e nosZ) nas camadas organicas e no solo mineral
da floresta e da pastagem (Capitulo 2);

d) Realizar a predicdo dos modos troficos dos fungos das camadas organicas e do
solo mineral da floresta e da pastagem (Capitulo 3).
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mudanga do uso do solo e diversidade microbiana na Amazoénia

A Floresta Amazénica é um ecossistema de alta importancia ambiental, pois
abriga elevada biodiversidade e desempenha servicos ambientais essenciais e
insubstituiveis, como manutencéo de ciclos biogeoquimicos e regulacéo do clima global
(Davison et al., 2012). Entretanto, nas Ultimas décadas, a Bacia Amaz6nica tem sido
submetida a elevadas taxas de desmatamento, sendo a abertura de pastagens um dos
principais contribuintes (TYUKAVINA et al., 2017; SOUSA-JUNIOR et al., 2020). A
mudanca do uso da terra, impulsionada pelas atividades antrépicas, é considerada
responsavel por grande perda de biodiversidade nos tropicos (SALA et al., 2000). O
desmatamento representa perda e alteragéo do habitat florestal, fragmentando a floresta
(VILLARD; METZGER, 2014) e gerando impactos sobre os servigos ambientais, a flora,
a fauna e também sobre a microbiota do solo e todos os processos pelos quais sdo
responsaveis (FRANCO et al., 2019; MELO et al., 2021).

Um grande esforgo tem sido realizado para entender os efeitos da mudanca do uso
do solo na composicdo taxonémica e na funcionalidade das comunidades microbianas.
Vérios estudos apontam para uma mudanca a nivel de estrutura, diversidade e
funcionalidade, impulsionadas por mudancas bioticas e abioticas no solo (JESUS et al.,
2009; NAVARRETE et al., 2011; RODRIGUES et al., 2013; MUELLER et al., 2014,
2016; PAULA et al., 2014; MENDES et al., 2015a; MENDES et al., 2015b;
CARVALHO etal., 2016; MERLOTI et al., 2019; PEDRINHO et al., 2019;)

Na conversdo da floresta ¢ utilizado o sistema de “corte € queima” que consiste
na retirada de arvores de importancia econémica e, posteriormente, no corte e queima do
restante da vegetacao, resultando na deposicédo de cinzas da vegetacdo queimada sobre o
solo e aumento da taxa de decomposi¢do da matéria organica JUO & MANU, 1996).
Esse sistema afeta principalmente as camadas superficiais do solo (DA SILVA NETO et
al., 2019) e a acdo do fogo reduz significativamente a biomassa microbiana (WANG et
al., 2012) e sua estrutura filogenética (FERRENBERG et al., 2013), o que,
consequentemente, altera a composigéo e funcionalidade das comunidades microbianas
(XIANG et al., 2015a).

Os efeitos da conversdo sobre as comunidades de bactérias foram os mais

estudados na Amazonia. Foi visto que a diversidade alfa bacteriana (mas tambem de
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arquéias) aumenta apos a conversdo da floresta e que ocorrem variagdes nas abundancias
relativas dos principais filos do solo como Proteobacteria, Acidobacteria, Actinobacteria,
Verrucomicrobia, Bacteroidetes e Firmicutes (JESUS et al., 2009; NAVARRETE et al.,
2011; NAVARRETE et al., 2013; RAJAN et al., 2015; PEDRINHO et al., 2019). Essas
alteracdes sdo consequéncias das mudancas nas propriedades quimicas do solo, devido a
alteracdo da cobertura vegetal e a0 manejo das &reas pds-desmatamento. A maioria dos
estudos relataram o efeito do pH do solo sobre as variagfes de abundancias dos grupos
taxonémicos (por exemplo, MENDES et al., 2015b). No ambiente do solo, o pH é uma
variavel principal e esta relacionada a alteracfes em outros fatores, como concentracédo
de Al e disponibilidade de nutrientes (NAVARRETE et al., 2013), que também podem
afetar as comunidades de microrganismos do solo (LAMMEL et al., 2015). Entretanto,
ao investigar as respostas da comunidade de Acidobacteria ao manejo agricola dos solos
em locais de producdo de soja, Navarrete et al. (2013) observaram que as respostas
dependiam dos subgrupos observados, ou seja, cada subgrupo de Acidobacteria respondia
a diferentes fatores do solo que ndo eram necessariamente relacionados a acidez do solo.
Outros estudos observando o filo Acidobacteria (NAVARRETE et al., 2015c) e
Verrucomicrobia (NAVARRETE et al., 2015b; RAJAN et al., 2015) também observaram
diferentes fatores influenciando na abundéncia dos filos (por exemplo, a fertilidade do
solo) e relataram que os estudos voltados para grupos especificos podem possibilitar sua
utilizacdo como bioindicadores do manejo dos solos da Bacia Amazénica.

Os fungos foram estudados em menor propor¢do em relacdo as bactérias, portanto
ainda ndo estdo claros os efeitos da mudanca do uso do solo, mas ja foi observada
diminuigdo da riqueza em pastagens (MUELLER et al., 2014; 2016) ou nenhuma
alteracdo (CERQUEIRA et al., 2018) e um aumento de diversidade alfa (CERQUEIRA
et al., 2018) ou nenhuma alteragio (FRACETTO et al.,, 2013). Apesar dessas
divergéncias, todos os estudos observaram mudancas na composi¢do da comunidade
fangica do solo. Os filos Ascomycota e Basidiomycota geralmente predominam nos solos
(MCGUIRE et al., 2012; PEAY; BARALOTO; FINE, 2013). Ascomycota foi dominante
na maior parte dos estudos tanto em florestas primarias e secundarias quanto em pastagens
(MUELLER et al., 2014; 2016; CERQUEIRA et al., 2018), entretanto, Basidiomycota
apresentou abundancias relativas variadas entre os estudos. No ecossistema florestal, a
composicdo e diversidade de fungos foram relacionadas as variaveis edéaficas, como pH
e nutrientes do solo, e diversidade de plantas (STRICKLAND; ROUSK, 2010; PEAY;
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BARALOTO; FINE, 2013; LUCHETA et al., 2016; VASCOS-PALACIOS et al., 2020).

De fato, alguns estudos de uso da terra encontraram forte influéncia da diversidade de
plantas na comunidade de fungos (FRACETTO etal 2013; MUELLER 2014) assim como
efeitos dos teores de Zn, Fe e Cu (CERQUEIRA et al., 2018). A distancia até a borda da
floresta priméaria também correlacionou-se com a composicao de fungos da pastagem, na
Amazonia (MUELLER et al., 2016), indicando a importancia da floresta como uma fonte
de propégulos fungicos.

Estudos de grupos de fungos mais especificos, como os FMA também séo
escassos na Amazonia e ainda ndo foi realizada nenhuma investigacéo a nivel molecular,
apenas através da caracterizacdo morfoldgica de esporos. Geralmente, areas perturbadas
apresentaram maior abundancia de esporos em relacdo a floresta intocada (LEAL et al.,
2009; STURMER; SIQUEIRA, 2011; LEAL et al., 2013). Stirmer & Siqueira (2011) ndo
observaram diferenca significativa na densidade de esporos entre floresta intocada e
pastagem, entretanto, o valor da pastagem foi 5 vezes superior. Além disso, esses autores
encontraram um aumento da riqueza e diversidade de espécies em areas de lavouras,
sistema agroflorestal e floresta secundaria jovem. Leal et al. (2013) observaram maior
abundancia de esporos de FMA na pastagem, entretanto, ndo encontraram diferencas
entre floresta e pastagem em relacdo a riqueza média de esporos, diversidade de Shannon
e equitabilidade de Pielou. Os resultados desses estudos indicam uma elevada resiliéncia
dos FMA e que a simbiose micorrizica pode ser uma estratégia pela qual fungos e plantas
superam estresses bioticos e abidticos que ocorrem com a mudan¢a do uso do solo
(PEREIRA et al., 2014).

Em relacdo a diversidade beta, que corresponde a diversidade entre locais de uma
area geografica de interesse (WITTAKER, 1972), um estudo bastante importante na
Amazonia observou que a conversdo floresta-pastagem diminuiu a diversidade beta de
bactérias, significando que as comunidades eram mais semelhantes em composicao
através do solo alterado, gerando uma homogeneizacdo bidtica (RODRIGUES et al.,
2013). Isso reflete em uma homogeneizagao de caracteristicas, que reduz a resiliéncia do
ecossistema a perturbacdo (OLDEN et al., 2004; RODRIGUES et al., 2013). Entretanto,
Carvalho et al. (2016) encontraram aumento da diversidade beta de bactérias em areas
convertidas para pastagem e agricultura mecanizada, argumentando que esses resultados
provavelmente estariam ligados a heterogeneidade do pH do solo.

As mudangcas na composicdo microbiana estdo frequentemente ligadas a
alteracdes nas taxas de processos ecossistémicos (ALLISON & MARTINY, 2008). Paula
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et al. (2014) avaliaram os impactos da conversdo em grupos funcionais de genes
envolvidos em diferentes processos microbianos, incluindo ciclos biogeoquimicos,
degradacdo de compostos organicos, resisténcias a antibioticos e estresse. Os autores
observaram maior diversidade de genes funcionais na floresta primaria em relacdo a
pastagem, o que foi oposto ao encontrado para diversidade taxonémica estimada no
mesmo local usando o gene 16S rRNA (CENCIANI et al., 2009; RODRIGUES et al.,
2013). Além disso, também observaram que na floresta primaria havia maior nimero de
sequéncias genéticas diferentes referentes as mesmas funcdes, sugerindo maior
redundancia funcional nesse local. Ja Mendes et al. (2015a), em uma abordagem
metagendmica, encontraram maior diversidade funcional e riqueza de géneros
bacterianos desempenhando funcbes especificas nos solos agricolas e pastagens, o que
estd de acordo com os achados de Pedrinho et al. (2019) para pastagens. Entretanto, na
floresta, a abundancia de genes relacionados a fun¢des importantes era de 2 a 4 vezes
superior, sugerindo que o equilibrio funcional na floresta € mantido com base na
abundancia e ndo na diversidade (Mendes et al., 2015a). Em um estudo recente, Lemos
et al. (2021) verificaram um aumento de genes de resisténcia a antibioticos em pastagens
e campos agricolas em comparacdo com florestas nativas e secundarias, na Amazénia, 0s
quais sdo passiveis de entrar na cadeia alimentar por meio do consumo de carne, vegetais
e outros alimentos (CHENG et al., 2020). Especificamente na comunidade de fungos,
houve um aumento de fungos generalistas em decorréncia da conversao da floresta-
pastagem (MUELLER et al., 2016), assim como o aumento de fitopatdgenos potenciais,
como Fusarium, e reducdo de géneros relacionados ao biocontrole, como Trichoderma
(CERQUEIRA et al. 2018). Portanto, todos esses resultados sugerem que as comunidades
microbianas nos solos das areas convertidas e da floresta abrigam diferentes contetdos
genéticos funcionais, indicando que o uso da terra pode afetar ndo apenas a taxonomia
(JESUS et al., 2009; RODRIGUES et al., 2013), mas também a composigéo funcional em
solos da Amazonia.

Com a regeneracdo das florestas secundarias, apds o abandono das pastagens,
algumas caracteristicas funcionais potenciais podem ser recuperadas e, apesar de ainda
distintas, a composicdo das comunidades bacterianas da floresta secundaria torna-se mais
proxima a da floresta primaria (PEDRINHO et al., 2019). Entretanto, na Amaz6nia

brasileira, as florestas secundarias estdo sendo perdidas em um ritmo acelerado nos
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ultimos anos (WANG et al., 2020) e a intensificacdo do uso da terra reflete-se em perda

de resiliéncia dessas florestas (JAKOVAC et al., 2015).

Uma outra linha de estudos tem surgido a fim de entender quais processos
governam a montagem e a diversificacdo das comunidades microbianas na Amazonia
(MENDES et al., 2015b; GOSS-SOUZA et al., 2017; 2020). Para responder a esses
questionamentos, é necessario entender as teorias ecoldgicas. Segundo um levantamento
de Goss-Souza et al., 2017, existem dois modelos contrastantes de montagem de espécies
em comunidades: modelo deterministico e modelo estocastico. O primeiro € baseado em
nicho, que considera fatores abi6ticos e bioticos como fatores primarios nas diferencas
do taxa (CARROL et al., 2011), e o segundo é baseado em um modelo neutro, com foco
em eventos probabilisticos e aleatdrios para explicar a estruturacdo de comunidades, que
se baseia na selecdo homogeneizadora (HUBBELL et al., 2001; ALONSO & MCKANE,
2004; DINI-ANDREOTE et al., 2015). Mendes et al., (2014) testaram a validade das
teorias neutra e de nicho para explicar os processos de montagem da comunidade da
rizosfera de soja em plantio sob solos amazo6nicos convertidos e constataram que a
comunidade presente € baseada em processos de nicho, como resultado do poder de
selecdo da planta e de outros fatores ambientais. Ou seja, a planta é capaz de selecionar
microrganismos benéficos a ela e as funcdes destes estavam relacionadas a promogao de
crescimento e nutricdo. Goss-Souza et al. (2017) avaliaram a montagem das comunidades
bacterianas em func¢éo de diferentes usos do solo amazénico (floresta, pastagem e plantio
direto) e concluiram que as comunidades de pastagem seguiram o0 modelo neutro,
indicando alta selecdo de homogeneizacdo com dispersdo moderada, levando a
homogeneizacdo bidtica, enquanto que as comunidades de plantio direto e solo florestal
seguiram um modelo de nicho, com baixas taxas de dispersdo e selecdo de
homogeneizacéo fraca, resultando na manutencdo da maior diversidade beta em relacdo
as pastagens, o que indica especializacdo em nicho ou selecdo de variaveis.

Apesar da indiscutivel contribuicdo de todos os estudos de mudanca de uso do
solo na Amazonia até o momento, é preciso considerar que floresta, areas agricolas e
pastagens tem estruturas de funcionamento totalmente distintas. Uma das principais
diferengas é que a floresta é totalmente dependente da ciclagem de nutrientes do solo, ja
sistemas agricolas manejados, por exemplo, recebem adubacdo. Sendo assim, o
compartimento organico do solo necessita de mais atencdo nos estudos de ecologia
microbiana. Recentemente, Rocha et al., (2021) reconheceram a importancia das camadas

orgénicas na Amazonia e as incluiram nas anélises de diversidade microbiana. Essas
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camadas incrementam os valores de todas as escalas de diversidade microbiana do solo e
foram fundamentais para perceber que a floresta apresenta maior turnover da comunidade
microbiana (diversidade beta) em relacdo a &reas convertidas em pastagens. Apesar de
ndo focar na mudanca do uso do solo, Ritter et al., 2018 também deram atencdo as
comunidades da serapilheira e ambos os estudos reconheceram que esse compartimento

deve ser incluido nas andlises de diversidade do solo.

2.2 Camadas organicas do solo e microrganismos

Na Bacia Amazonica, parte dos solos sdo arenosos e de baixa fertilidade, o que
levou as florestas a desenvolverem mecanismos de conservacdo dos nutrientes
disponibilizados pela mineralizagdo da serapilheira. Um desses mecanismos é o
desenvolvimento de raizes finas (<2 mm de didmetro) em meio a serapilheira como forma
de evitar a perda de nutrientes por lixiviacdo e complexacdo no solo mineral (HERRERA
etal., 1978b; STARK; JORDAN, 1978). Essa rede de raizes também pode contribuir para
0 acimulo de matéria organica no topo dos solos arenosos, pois sua taxa de decomposi¢éo
€ mais baixa nessa textura, quando comparada a solos argilosos (SILVER et al., 2005) e
porque florestas de solos arenosos atribuem mais biomassa, comprimento e area de
superficie as raizes finas por meio de um crescimento mais rapido (HUASCO et al.,
2021). A rizosfera, estreita zona de solo que circunda e é influenciada pelas raizes das
plantas, abriga um elevado ndmero de microrganismos, sendo considerada uma das
interfaces mais dindmicas da Terra (PHILIPPOT et al., 2013). Juntamente com a
rizosfera, a serapilheira (ou detritosfera) é considerada um hotspot microbiano
(KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015), e assim, presume-se que grande parte das
interacbes planta-microrganismos, bem como interacGes entre 0s microrganismos,
concentra-se nas camadas organicas da floresta.

Associacbes micorrizicas foram atribuidas como outro mecanismo de
conservacao de nutrientes na Amazonia. Herrera et al., (1978a), em estudo com folhas
marcadas com 2P, observaram que esse elemento foi transferido para raizes vivas através
das hifas fungicas, indicando a importdncia dessa associacdo para ambientes
oligotroficos. Com o avanco dos estudos de ecologia microbiana, cada vez mais foi sendo
relacionado o papel de microrganismos benéficos do solo na nutricdo de plantas em
ambientes limitados nutricionalmente, por exemplo, através da bactérias fixadoras de N

e solubilizadoras de fosfato.



19
O horizonte organico do solo é constituido pela serapilheira e os produtos de sua

decomposicgéo, que podem acumular-se ou ndo no topo do solo em diferentes camadas.
Essas camadas podem ser caracterizadas como: camada L, de “litter”, representando o
material organico recém depositado; camada F, de “fragmented”, composta por material
fragmentado, mas ainda reconhecivel, e matéria organica fina; e camada H, de “humus”,
composta majoritariamente por matéria organica fina, mas também podem ser observadas
raizes finas (KINDEL; GARAY et al. 2002; ZANELLA et al., 2011). O acumulo da
serapilheira no solo depende de um conjunto de fatores bioticos e abiodticos que véo
favorecer ou ndo a decomposicdo completa do material organico. O clima é um
importante preditor regional para as taxas de decomposicdo e acimulo da serapilheira,
entretanto, outros fatores podem desempenhar um papel local nesse processo, como tipo
de solo, comunidade de organismos decompositores e qualidade da serapilheira (PONGE,
2003; OLIVEIRA et al., 2019).

As camadas organicas do solo sdo importantes reservatérios de C organico e fonte
de nutrientes para a manutencdo da produtividade das florestas (SAYER, 2006; PAN et
al., 2011; PRESCOTT; GRAYSTON, 2013), assim, tendem a desempenhar um papel
cada vez mais importante no estudo dos ecossistemas florestais, pois sdo o local das
principais interacdes entre 0s componentes bioticos e abidticos (ANDREETTA et al.,
2013). Em regides de clima frio (temperado e boreal), onde frequentemente ocorre um
grande acumulo de material organico sobre o solo, as camadas organicas, juntamente com
a porcao superior do horizonte mineral A, sdo classificados em diferentes tipos de formas
de himus (ZANELLA et al., 2011), que podem ser definidas como padrdes morfoldgicos
observados na associacdo de matéria organica com matéria mineral no topo dos perfis de
solo (PONGE et al., 2003). De maneira andloga a classificacdo dos solos, existem
diferentes tipos de formas de himus (por exemplo, Mull, Moder e Mor) que podem ser
classificados com base na espessura das camadas organicas e propriedades do horizonte
A (GREEN et al., 1993; ZANELLA et al., 2011). Raros estudos no Brasil utilizaram essa
abordagem (KINDEL; GARAY, 2002), que pode ser importante para tragar estratégias
de manejo de nutrientes dos ecossistemas florestais e do armazenamento do C orgéanico
do solo (PONGE et al., 2003; ANDREETTA et al., 2011; DE NICOLA et al., 2014;
ANDREETTA et al., 2018).

Os microrganismos do solo sdo sensiveis a mudancas ambientais, portanto,
alteracOes na floresta podem influenciar suas comunidades e, consequentemente, oS
processos por eles realizados (RODRIGUES et al., 2013; PAULA et al., 2014; LIU et al.,
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2018). A comunidade de plantas, através da quantidade e qualidade da serapilheira
fornecida, pode influenciar diretamente na comunidade de bactérias e fungos (ZHENG et
al, 2018; NIE et al., 2021), o que ¢ frequentemente observado nos estudos de mudanca de
uso do solo na Amazénia. A qualidade da serapilheira pode se referir, por exemplo, a
razdo C/N, razdo N/lignina e contetdo de lignina, afetando bactérias e fungos de formas
distintas devido as suas diferentes capacidades metabdlicas em degradar materiais mais
ou menos labeis, embora possa haver sobreposi¢cdo de nichos entre esses grupos
(BANERJEE et al., 2016). Os fungos sdo considerados os principais agentes microbianos
decompositores, principalmente pela sua elevada eficiéncia em degradar substratos de
baixa qualidade e também mais recalcitrantes, como a lignina (OSONO, 2007). Bactérias
também participam ativamente desse processo e, apesar de serem mais eficientes na
degradacédo de compostos labeis, alguns grupos bacterianos conseguem utilizar substratos
recalcitrantes (GOLDFARB et al., 2011).

A comunidade de microrganismos da serapilheira € dindmica e complexa,
ocorrendo uma sucessdo de comunidades microbianas ao longo da decomposic¢éo, uma
vez que a quimica do substrato varia (BALDRIAN et al., 2012). Heijboer et al. (2018)
verificaram que o C derivado da serapilheira fluia sucessivamente entre grupos
microbianos do solo (fungos > bactérias Gram negativas > bactérias Gram positivas >
actinobactérias > microfauna). Purahong et al. (2016) também encontraram uma sucessao
clara de bactérias e fungos durante a decomposi¢do, onde inicialmente, a comunidade foi
dominada por ascomicetos tipicos de filosfera, em seguida por ascomicetos
especializados em substratos como celulose, hemicelulose, pectina e/ou quitina e, na fase
posterior da decomposicdo, representantes de Basidiomycota, especializados em
decompor substratos recalcitrantes como a lignina e substancias hdmicas, foram
dominantes. As bactérias iniciais também relacionaram-se com comunidades tipicas de
filosfera, como membros de Frigoribacterium e Sphingomona (BODENHAUSEN et al.,
2013; LOPEZ-GUERRERO et al., 2013), onde algumas persistiram até o estagio
posterior da decomposi¢do (PURAHONG et al., 2016).

Diante da dindmica das comunidades microbiana e das variagbes das
caracteristicas quimicas das camadas organicas (por exemplo, contetdo de matéria
organica e nutrientes), ja foi observado que as comunidades dessa regido podem ser

diferentes daquelas encontradas no solo mineral (BALDRIAN et al., 2012; LUO et al.,
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2021) e, frente a intensa mudanca no uso do solo das florestas tropicais, essas

comunidades estdo fortemente ameacadas.

2.3 Fungos micorrizicos arbusculares

Fungos micorrizicos arbusculares (FMA) pertencem ao filo Glomeromycota
(REDECKER et al., 2013) e representam uma das simbioses mais importantes para a
produtividade de plantas terrestres (SIQUEIRA; SAGGIN-JUNIOR, 2001; HEIJDEN et
al., 2015). Esses fungos sdo biotroficos obrigatdrios associando-se as raizes da maior
parte das espécies vegetais vasculares. Os FMA colonizam o cértex da raiz, formando
estruturas especializadas, os arbusculos, que atuam como uma interface de troca com o
hospedeiro. Ao mesmo tempo, o fungo desenvolve uma densa rede de hifas
extrarradiculares, que o possibilita explorar um grande volume de solo. Também pode
haver a participacao de outras estruturas proprias da associacao, como vesiculas e células
auxiliares relacionadas ao armazenamento de nutrientes (SMITH; READ, 2008). Nessa
endossimbiose, as plantas fornecem aos fungos uma fragdo consideravel de
fotoassimilados (BAGO et al., 2000) e, em troca, 0s FMA melhoram a absorcéo de
nutrientes pelo hospedeiro, principalmente de P e N, diminuindo consideravelmente as
perdas desses elementos por lixiviagdo (ASGHARI et al., 2005;2012; MARTINEZ-
GARCIA et al., 2017). Outros beneficios as plantas podem ser citados, como 0 aumento
da absorcéo de agua e resisténcia contra patégenos (SMITH; READ, 2006).

Apesar de ndo serem conhecidos como saproéfitas, tem sido relatado que os FMA
podem ter uma participacdo indireta na decomposicdo da serapilheira, por exemplo,
beneficiando microrganismos decompositores por meio da liberacdo de C labil em sua
hifosfera (regido proxima as hifas) (HERMAN et al., 2012). De fato, alguns estudos ja
observaram esses fungos colonizando matéria organica em decomposicdo e até mesmo
folhas ndo decompostas tanto de florestas quanto de sistemas agricolas (ARISTIZABAL
et al., 2003; CAMENZIND; RILLIG, 2013; BUNN et al., 2019; DIAZ-ARIZA et al.,
2021).

O estabelecimento da simbiose e composi¢cdo das comunidades de FMA séo
sensiveis as condigdes ambientais, incluindo a disponibilidade de nutriente como P e N,
pH do solo e intensidade do uso da terra (OEHL et al., 2010; BALZERGUE et al., 2013;
BONNEAU et al., 2013). Por exemplo, quando P foi disponibilizado no solo, houve
inibicdo da simbiose (BALZERGUE et al., 2013). Moora et al. (2014) encontraram
comunidades distintas de FMA entre areas de florestas, pastagens e agricultura,
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observando que taxa de Glomeraceae serviram como indicadores para habitats ndo
perturbados, enquanto taxa de Archaeosporaceae, Claroideoglomeraceae e
Diversisporaceae foram indicadores dos habitats perturbados. Estudos na Amazonia
também mostraram a mudanga na composicdo de fungos com a conversdo floresta-
pastagem (por exemplo, LEAL et al, 2013). O uso do fogo é geralmente praticado na
conversao de sistemas de floresta para pastagens ou agricultura e incéndios podem ser
mais recorrentes frente as mudancas climéticas. Foi observado que, um ano apés
incéndios de baixa intensidade em uma floresta da China, a composicao da comunidade
FMA, a diversidade alfa e a estrutura filogenética foram significativamente alteradas
(XIANG et al., 2015b). No entanto, as comunidades de FMA eram indistinguiveis dos
solos florestais ndo queimados 11 anos apos o incéndio, indicando que esses fungos séo
resilientes a acdo do fogo a longo prazo. Essa resiliéncia é imprescindivel para a
manutenc&o da diversidade de FMA em usos distintos de solos (STURMER; SIQUEIRA,
2011).

2.4 Ciclo do nitrogénio

O nitrogénio (N) é considerado um elemento essencial para o desenvolvimento
dos seres vivos. A ciclagem de N em ambientes terrestres € mediada por microrganismos
que desempenham processos especificos como, por exemplo, fixacdo bioldgica,
nitrificacdo, desnitrificacdo e reducdo dissimilatoria de nitrato aaménio (LEVY-BOOTH
etal., 2014).

As florestas tropicais sdo frequentemente caracterizadas por um ciclo do N
microbiano dindmico, com niveis relativamente altos de perda de N via desnitrificacdo
(TOWNSEND et al., 2011) equilibrados por altos niveis de fixacdo de N (REED et al.,
2007; CUSACK et al., 2009). Embora esses ecossistemas ocupem apenas 12% da
superficie da Terra, contribuem com, aproximadamente, 70% da fixacg&o terrestre de N e
emitem cerca de 50% do 6xido nitroso (N20) (TOWNSEND et al., 2011).

Ao longo de muitos anos, acreditou-se que membros do dominio Bacteria eram 0s
principais contribuintes para o ciclo do nitrogénio. No entanto, a contribuicdo dos
dominios Archaea e Eukarya na transformacéo do nitrogénio foi observada, onde fungos
filamentosos e arqueias mostraram estar envolvidos tanto na nitrificagdo como na
desnitrificacdo (HAYATSU et al., 2008).
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A fixacdo bioldgica de nitrogénio (FBN) pode ser considerada o primeiro passo

do ciclo global do nitrogénio (RAYMON et al., 2004) e consiste na conversdo do
nitrogénio atmosférico (N2) a aménio (NHs+), catalisada pelo complexo enzimatico da
nitrogenase. A FBN € responsavel por, aproximadamente, dois tercos do nitrogénio
fixado no planeta (RUBIO; LUDDEN, 2008) e é realizada por microrganismos
denominados diazotroficos. Esse processo € restrito aos dominios Bacteria e Archaea
(DIXON; KAHN, 2004; MARTINEZ-ROMERO, 2006). As bactérias diazotroficas sdo
as principais responsaveis pelo suprimento de N nas florestas tropicais, com dominio das
que realizam simbiose com plantas da familia Fabaceae, formando nédulos radiculares, e
das de vida livre no solo, na serapilheira e na filosfera do dossel da floresta (BARROS et
al., 2018; MOREIRA et al., 2021).

A comunidade diazotrofica pode ser estudada através dos genes nif que codificam
as subunidades do complexo da nitrogenase. O gene nifH codifica a subunidade da
nitrogenase redutase e se tornou o gene marcador para estudos de filogenia, diversidade
e abundancia de microrganismos fixadores de nitrogénio (GABY; BUCKLEY, 2012).

A nitrificacdo é um processo de oxidacdo do amdnio (amdnia, em termos de
substrato) para nitrito (NO2™ - etapa da nitritacdo) e, subsequentemente, para nitrato (NO3z~
- etapa da nitratacdo) realizado por microrganismos quimioautotréficos (nitrificacéo
classificada como autotrofica), que obtém o C do CO: e a energia da oxidagdo quimica
para a sintese de seus constituintes celulares (MOREIRA; SIQUEIRA, 2006). Na
nitrificacdo autotréfica, a oxidacdo da amonia é catalisada pela monooxigenase da amonia
(AMO), codificada pelo gene amoA, e é considerada uma etapa limitante desse processo
(L1 et al., 2015). Desse modo, 0 gene amoA é o mais utilizado para estudos moleculares
da nitrificacdo. Inicialmente, acreditava-se que a nitrificacdo poderia ser realizada apenas
por bactérias oxidantes de amonia (AOB). Posteriormente, observou-se a presenca do
gene amoA em arquéias, comprovando que também sdo capazes de conduzir a primeira
etapa da nitrificacio (KONNEKE et al., 2005; BROCHIER-ARMANET et al., 2008;
VIEIRA, 2017).

O processo de nitrificacdo sempre foi considerado resultante de duas etapas
realizadas por distintos microrganismos: a oxidacdo da amoénia para nitrito (nitritacdo) e
a oxidacdo do nitrito a nitrato (nitratacdo). Porém, estudos recentes comprovaram a
existéncia de bactérias pertencentes ao género Nitrospira capazes de mediar todo o
processo de nitrificagdo. Foi observado que no genoma das espécies avaliadas havia a
presenca dos genes envolvidos no processo de nitritacdo e nitratacdo (DAIMS et al., 2015;
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KESSEL et al., 2015). O processo completo da nitrificacdo € denomidado comammox
(complete ammonia oxidizer — oxidador completo da amonia).

Além da nitrificacdo autotréfica, alguns microrganismos sdo capazes de oxidar N
organico a nitrato, realizando, entdo, a nitrificacdo heterotréfica. Alguns estudos sugerem
que os nitrificadores heterotroficos também podem utilizar substratos inorgéanicos
(ZHANG et al., 2014) e alguns representantes sdo: as bactérias Burkholderia cepacia,
Pseudomonas putida, Paracoccus denitrificans; e os fungos filamentosos Aspergillus
wentii e Penicillium sp. (HAYATSU et al., 2008; VIEIRA, 2017).

Quando disponivel no solo, 0 NO3™ pode ser assimilado, perdido por lixiviagdo ou
utilizado por microrganismos como aceptor final de elétrons em duas diferentes vias
respiratdrias: desnitrificacdo ou reducgdo dissimilatéria de nitrato a amoénio (DNRA)
(PUTZ et al., 2018).

A desnitrificacdo € responsavel pela reducdo sequencial de nitrato ou nitrito a N2,
através dos intermediarios NO e N2O. E o principal processo bioldgico do solo que
devolve o N fixado pelos processos anteriores a atmosfera e, também, a principal via do
solo de emissdes de NO e N2O (PHILIPPOT et al., 2007; HOULTON; BAI, 2009;
PAJARES; BOHANNAN, 2016).

Vaérias enzimas estdo envolvidas no processo de desnitrificacdo e seus respectivos
genes sao utilizados como marcadores genéticos para estudos de microrganismos
desnitrificantes como: narG e napA (codifica a nitrato redutase), nirK e nirS (nitrito
redutase), norB (6xido nitrico redutase) e nosZ (6xido nitroso redutase) (LAMMEL et al.,
2015). A nitrito redutase é a enzima chave da desnitrificacdo, pois catalisa a redugdo do
NO>" aos produtos gasosos (HENRY et al., 2004). Os solos tropicais sdo considerados as
maiores fontes naturais de NO e N2O devido & combinagdo de fatores climaticos,
propriedades do solo e taxas rapidas de ciclagem de N (DAVIDSON et al., 2001; NEILL
et al., 2005; STEHFEST; BOUWMAN, 2006; PAJARES; BOHANNAN, 2016). O N.O
emitido do solo € particularmente preocupante pois € um gas com alta capacidade de
contribuir para o efeito estufa, que pode ser até 296 vezes superior a capacidade do COa.

Um outro mecanismo biolégico ja relatado em solos tropicais (ZHANG et al.,
2014), mas que ainda necessita de maiores elucidagdes, é a Reducdo Dissimilatdria do
Nitrato a Aménio (DNRA). Como 0 proprio nome sugere, nesse processo ha a conversao
de nitrato a nitrito e, posteriormente, a amonio. No solo, a DNRA pode ser realizada por

bactérias anaerdbicas obrigatorias (Clostridium), anaerdbicas facultativas (Enterobacter,
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Klebsiella, Citrobacter, Erwinia, Bacillus) e aerdébicas (Pseudomonas, Arrosbacter),

incluindo algumas espécies de rizobio (VIEIRA, 2017). O gene considerado chave para
o0 estudo da DRNA ¢é o nrfA, que codifica a enzima nitrito redutase.

A DNRA ¢ considerada como uma forma de conservacdo do N no solo, visto que
0 cation aménio é mais estavel e, portanto, menos movel. Apesar da conservacao de N,
na DRNA também ha liberagdo de N2O (COLE, 1988), mas sugere-se que essa liberacdo
seja um mecanismo de desintoxicacdo, a fim de evitar altas concentracbes de NO2~
(RUTTING et al., 2011).

A DRNA ainda é um processo pouco considerado nos estudos do ciclo de
nitrogénio, entretanto diversos trabalhos ja observaram a abundancia do gene nrfA em
diferentes ambientes, geralmente contrastando com a ocorréncia da desnitrificagdo
(TEMPLER et al., 2008; PUTZ et al., 2018). Os resultados ainda sdo contraditorios e 0s
fatores que podem influenciar a DNRA ainda ndo estdo bem definidos, mas, em suma,
sugere-se que o potencial redox e a relagdo C/NOz™ exercem influéncia na dindmica da
DRNA (RUTTING et al., 2011). Alguns estudos relatam que a ocorréncia de DNRA é
geralmente favorecida por condicdes redox baixas e flutuantes, como as encontradas em
solos de florestas tropicais Umidas (PAJARES. BOHANNAN, 2016).

A utilizacdo de genes marcadores para o estudo da abundancia relativa de grupos
do ciclo do nitrogénio, assim como de outros ciclos, é bastante difundida. Além disso, €
possivel a observacao de um panorama acerca do predominio de determinados grupos em
detrimento a outros e do estabelecimento de correlacGes entre abundancia e caracteristicas
do ambiente como pH, C organico, precipitacdo, entre outros. Porém, vale ressaltar que
ambientes como solos de florestas tropicais sdo altamente dindmicos e que as taxas de
muitos processos do N mediados por microrganismos mostram variacdo substancial em
pequenas escalas temporais e espaciais (SILVER et al., 2001; DAVIDSON et al., 2004;
PETT-RIDGE et al., 2006).

2.5 Biologia molecular no estudo de ecologia microbiana

As técnicas de biologia molecular aplicadas ao estudo da ecologia de
microrganismos tém revelado a existéncia de uma grande biodiversidade ainda néo
caracterizada em diferentes ambientes (LAMBAIS et al., 2001). Muitas espécies
procarioticas e eucarioticas ndo podem ser isoladas facilmente de amostras ambientais ou
ndo podem ser cultivadas in vitro. Para se conhecer a diversidade e atividade das espécies

microbianas no solo, assim como sua diversidade funcional em resposta a diferentes
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fatores ambientais, foi necessario o desenvolvimento de novas abordagens adaptadas a
estes organismos. Assim, a metagendmica aparece como uma ferramenta extremamente
poderosa para estes estudos.

A metagenémica baseia-se no estudo do genoma de uma comunidade microbiana
sem a necessidade de cultivos in vitro, ou seja, € uma técnica independente de cultivo. Na
metagendmica é realizada a extracdo direta de DNA de amostras ambientais que, de modo
geral, sdo submetidas a sequenciamento de parte ou de todo 0 genoma, 0 que permite a
construcdo de bibliotecas genémicas que servem como base para estudos filogenéticos.

O método de terminacédo de cadeia de Sanger, publicado em 1977, foi o primeiro
método popular de sequenciamento de DNA. Nesse método, 0 sequenciamento é
realizado a partir de uma fita simples do DNA, obtida por deshaturagdo da molécula
nativa, que é utilizada como molde para geracdo da fita complementar (SANGER,;
NICKLEN, 1977). Por meio de fluorescéncia, o ultimo nucleotideo incorporado na
extremidade do alongamento da cadeia é detectado na etapa de analise (FIGUEIREDO et
al., 2010).

Por muito tempo, 0 método de Sanger dominou os estudos de sequenciamento,
mas, a partir dos anos 2000, surgiram novos sequenciadores denominados
“sequenciadores de nova geragdao” (NGS). Em 2004 foi lancado pela Roche o
sequenciador 454, que realizava o pirosequenciamento, um tipo de sequenciamento
baseado em sintese (RONAGHI et al., 1998). Desde entdo, as tecnologias de
sequenciamento de DNA foram cada vez mais aperfei¢oadas, o que, consequentemente,
aumentou a capacidade de geracdo de sequéncias e otimizou custos e tempo empregados.
As metodologias de NGS sdo capazes de fornecer uma grande quantidade de informacoes,
desde relagGes filogenéticas, descoberta de novos genes e deducdo de vias metabdlicas
em bactérias ndo cultivaveis (PESSOA FILHO, 2010). Atualmente, existem diferentes
sequenciadores no mercado e que realizam o sequenciamento do DNA por diferentes
métodos. Uma tecnologia bastante utilizada é a lllumina, que realiza o sequenciamento
por sintese, onde, simplificadamente, uma fita simples do DNA de interesse € ligada a
adaptadores em uma placa (flowcell) formando uma estrutura de ponte. Essa fita passa
por amplificacdo por PCR (bridge-PCR) formando aglomerados de sequéncias iguais ou
proximas, denominado clusters. Uma enzima de linearizacdo separa as fitas duplas de
DNA formadas e inicia-se o sequenciamento com a adi¢do de nucleotideos terminadores
marcados com diferentes fluor6foros para cada base (aléem de primers e DNA



27
polimerase). Ao passo que uma base é adicionada a sequéncia, o terminador com o

fluordforo sdo clivados para a incorporacdo da proxima base. O fluoréforo clivado emite
um sinal indicando que sua base correspondente foi adicionada (SHENDURE; JI, 2008).

Em estudos de sequenciamento de amplicon de procariotos, o gene 16S rRNA é
frequentemente utilizado. A regido codificadora do 16S rRNA apresenta diversas
porcdes, dentre elas algumas conservadas e outras hipervariaveis, numeradas de 1 a9 (V1
a V9), que sdo diversificadas entre as espécies bacterianas. Assim, essas sequéncias se
tornaram padré@o na determinacéo de relacGes filogenéticas, na avaliacdo da diversidade
em amostras ambientais e na deteccdo e quantificacdo de populacdes especificas (LIU;
STAHL, 2002). O 16S rRNA (~1500 nucleotideos) gera grande quantidade de
informacgdes Uteis para inferéncias filogenéticas. Apesar do 23S rRNA (~3000
nucleotideos) conter duas vezes mais informacdes e, portanto, gerar maior acuracia nas
inferéncias, a molécula menor, por causa da maior facilidade de sequenciamento, tornou-
se referéncia (STAHL, 1997). Atualmente, existem diferentes bancos de dados publicos
com um grande ndmero de sequéncias de 16S rRNA disponiveis, o que também favorece
a utilizacdo desse gene como marcador molecular. Alguns exemplos desses bancos de
dados sdo: RDP - Ribossomal Database Project (rdp.cme.msu.edu, COLE et al., 2014),
SILVA (www.arb-silva.de, PRUESSE et al., 2007), NCBI (ncbi.nIm.nih.gov). A regido
do espacador transcrito interno (ITS) do DNA ribossémico nuclear é o codigo de barras
formal para a identificacdo molecular de fungos (SCHOCH et al., 2012). A regido do ITS
abrange de 500 a 700 bases de comprimento, mas a maioria dos estudos enfocam sub-
regidbes como ITS1 e ITS2 que apresentam de 250 a 400 bases de comprimento
(NILSSON et al., 2019a). Para Glomeromycota, o gene 18S rRNA (~500 pares de bases),
localizado na subunidade pequena (SSU — small subunit), tem sido preferencialmente
utilizado como um marcador (OPIK et al., 2010), uma vez que o ITS é considerado uma
regido subdtima como marcador para FMA (SCHOCH et al., 2012). Os banco de dados
mais utilizados para fungos sdo o0 UNITE (unite.ut.ee, NILSSON et al., 2019b) para ITS
e SILVA (arb-silva.de, PRUESSE et al., 2007) ou MaarjAM (maarjam.botany.ut.ee,
OPIK et al., 2010) para 18S.

Apesar da revolugdo dos métodos de sequenciamento de DNA, as técnicas de
biologia molecular tradicionais ainda sdo bastante difundidas nos estudos de ecologia
microbiana, como, por exemplo, a Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) e sua variante,
a Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa (QPCR, também denominada de PCR em
tempo real - RT-PCR.
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A PCR é uma técnica que permite a amplificacdo de fragmentos especificos de
acidos nucléicos, com a utilizacdo de dois oligonucleotideos sintéticos denominados
primers ou iniciadores, que sdo complementares a duas regides especificas do DNA alvo
a ser amplificado. Por meio da enzima Taq polimerase (DNA polimerase termoestavel) e
condicdes favoraveis para que a reacdo ocorra, novas fitas complementares ao DNA alvo
sdo sintetizadas. Essa técnica foi desenvolvida nos anos 80 pelo bioguimico Kary B.
Mullis, que em 1993, recebeu o prémio Nobel de Quimica devido ao grande potencial do
trabalho desenvolvido (NOVAIS et al., 2004).

A gPCR é derivada da PCR convencional e representou um salto tecnoldgico para
a pesquisa, devido a sua grande sensibilidade de detecgéo e a possibilidade de monitorar
em tempo real a geracdo dos produtos da PCR (ANDERSEN et al., 2006). Em relacéo a
PCR convencional, a qPCR apresenta a vantagem do processo de amplificacdo, deteccao
e quantificacdo do DNA ocorrerem em etapa Unica, reduzindo tempo de analise e risco
de contaminacdo das amostras. Além disso, a gPCR é um método mais preciso
(MACKAY etal.; 2002).

A gPCR se torna uma técnica interessante para o estudo de abundéncia relativa de
grupos de microrganismos funcionais do solo por meio da amplificacdo de genes
marcadores que codificam enzimas especificas de determinado processo, como a enzimas
relacionadas aos ciclos biogeoquimicos, por exemplo (MORALES et al., 2010;
PETERSEN et al., 2012).
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CAPITULO 2 - ONDE ESTA A DIVERSIDADE? A IMPORTANCIA DAS

CAMADAS ORGANICAS PARA AVALIACAO E PRESERVACAO DA
DIVERSIDADE DE BACTERIAS DO SOLO NA FLORESTA TROPICAL

RESUMO

As camadas organicas do solo, incluindo a serapilheira e seus produtos de
decomposicéo, sdo fontes essenciais de energia e nutrientes para 0s microrganismos do
solo, no entanto, eles tém recebido pouca importancia em estudos de diversidade
bacteriana realizados em florestas tropicais. Aqui, foi investigada uma floresta na
Amazonia Oriental e uma pastagem adjacente como sistemas modelo para testar como a
exclusdo dessas camadas afeta as estimativas de diversidade bacteriana do solo. Sete
camadas distintas foram identificadas no solo da floresta, incluindo as camadas L, F e H
e suas subdivisdes. Quatro camadas foram identificadas na pastagem, incluindo L e F, e
os solos mineral e rizosférico. Foi realizada a extracdo do DNA e o sequenciamento do
gene 16S rRNA por meio da plataforma Illumina. Os principais grupos de bactérias do
ciclo do N - bactérias oxidantes de aménia (AOB) e arquéias (AOA), bactérias fixadoras
de N2 e desnitrificadores - foram quantificados por gPCR. Os resultados mostram um
gradiente de comunidades bacterianas da serapilheira em direcdo a camada mineral em
ambos os sistemas. Considerar as camadas organicas aumentou significativamente as
estimativas de diversidade. O solo da pastagem apresentou as maiores diversidades
bacterianas alfa e gama, enquanto o solo da floresta abrigou a maior diversidade
bacteriana beta. Surpreendentemente, praticamente todos o0s grupos funcionais
envolvidos no ciclo do N, exceto para AOB, foram mais abundantes na serapilheira
fragmentada da pastagem do que no solo e na rizosfera. Esses grupos foram abundantes
no horizonte H da floresta e, assim como na pastagem, AOB também foi abundante na
serapilheira. Em conjunto, os resultados encontrados mostram que as camadas organicas
da floresta e do piso das pastagens sdo reservatorios de significativa diversidade
bacteriana e podem ser cruciais para a manutencao do ciclo do N nesses sistemas.

Palavras-chave: Amazonia, 16S rRNA, mudanca do uso do solo, ciclo do N, genes
funcionais
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WHERE IS THE DIVERSITY? THE IMPORTANCE OF ORGANIC LAYERS
FOR SOIL MICROBIAL DIVERSITY ASSESSMENT AND PRESERVATION
IN THE TROPICAL RAINFOREST

ABSTRACT

Soil organic layers, including the litter and its decomposition products, are essential
sources of energy and nutrients for soil microorganisms. Nevertheless, they have received
little importance in bacterial diversity studies carried out in tropical forests. Here, an
eastern Amazon Forest and an adjacent grassland were investigated as model systems to
test how the exclusion of these layers affects estimates of soil bacterial diversity. Seven
distinct layers were identified in the forest floor, including layers L, F and H and their
subdivisions. Four layers were identified in the pasture, including L and F, and mineral
and rhizospheric soils. DNA extraction and 16S rRNA gene sequencing were performed
using the Illumina platform. The main groups of N-cycle microorganisms - ammonia
oxidizing bacteria (AOB) and archaea (AOA), N2-fixing and denitrifying bacteria - were
quantified by gPCR. The results show a gradient of bacterial communities from litter
towards the mineral layer in both systems. Considering organic layers significantly
increased diversity estimates. The pasture soil had the greatest alpha and gamma bacterial
diversities, while the forest soil had the greatest beta bacterial diversity. Surprisingly, all
the functional groups involved in the N cycle, except for AOB, were more abundant in
the fragmented litter of the pasture than in the soil and rhizosphere. These groups were
abundant in the H horizon of the forest and, as in the pasture; AOB was also abundant in
the litter. Together, the results show that the organic layers of the forest and the floor of
the pastures are reservoirs of significant bacterial diversity and can be crucial for the
maintenance of the N cycle in these systems.

Keywords: Amazon, 16S rRNA, land use change, N cycle, functional genes



1 INTRODUCAO *

Nas Ultimas décadas, a abertura de novas areas para agricultura e pecuaria tem
representado uma ameaca para a Amazonia, com uma taxa media de expansao anual de
4,6% entre 1987 e 2017 (SOUZA-JUNIOR et al., 2020). Diante desse cenario, diversos
estudos avaliaram os impactos do desmatamento e da mudan¢a do uso do solo nas
comunidades microbianas do solo e a ocorréncia de mudangas em sua estrutura,
composicdo e funcionalidade (JESUS et al., 2009; NAVARRETE et al.,, 2011;
RODRIGUES et al., 2013; MUELLER et al., 2014; PAULA et al., 2014; MENDES et
al., 2015b; PEDRINHO et al., 2019).

Dentre os achados, foi observada a forte influéncia do pH do solo na estrutura e
diversidade das comunidades bacterianas (JESUS et al., 2019; RODRIGUES et al., 2013;
CARVALHO et al., 2016). Inesperadamente, as comunidades bacterianas no solo da
floresta eram menos diversificadas do que as de areas desmatadas para pastagem e
agricultura (JESUS et al., 2009), o que foi confirmado por pesquisas seguintes
(RODRIGUES et al., 2013; CARVALHO et al., 2016). Rodrigues et al. (2013)
observaram alta diversidade alfa associada a baixa diversidade beta em pastagens,
indicando uma possivel suscetibilidade a futuras perdas de diversidade. No entanto,
Carvalho et al. (2016) encontraram maior diversidade bacteriana em pastagens e solos
agricolas em todas as dimensBes (diversidades alfa, beta e gama). Esses autores
atribuiram os resultados contrastantes em comparacdo a Rodrigues et al. (2013) as
diferencas nos tipos de solo e floresta (CARVALHO et al., 2016). Assim, a questdo de
por que a diversidade bacteriana é maior na pastagem ainda precisa ser resolvida. A
diversidade funcional, no entanto, mostrou ser reduzida (PAULA et al., 2014; KROEGER
etal., 2018).

Apesar de suas contribui¢des indiscutiveis, com poucas excec¢des (RITTER et al.,
2018; MOREIRA et al., 2021), esses estudos enfocaram as comunidades microbianas do
solo mineral. A pratica comum é remover a serapilheira e amostrar imediatamente abaixo
da camada do solo, geralmente a por¢éo mineral do solo, em profundidades que variam
principalmente entre 5 e 20 cm (por exemplo, ver RODRIGUES et al., 2013;
NAVARRETE et al.,, 2015, CARVALHO et al.,, 2016; KROEGER et al., 2018;
MERLOTI et al., 2019; KHAN et al., 2020; KROEGER et al., 2020). Esta abordagem
provavelmente foi emprestada de estudos de fertilidade do solo e provavelmente foi

escolhida por uma questao de padronizacdo. No entanto, ignora a maior complexidade do
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solo florestal em comparacéo aos solos agricolas. Recentemente, foi mostrado que esse
foco pode levar a erros de interpretagéo e subestimar a diversidade microbiana (ROCHA
etal., 2021).

Uma caracteristica importante da floresta € o acumulo de quantidades
significativas de serapilheira, cujos produtos de decomposicdo fornecem uma fonte
significativa de nutrientes (HERRERA et al., 1978; QUESADA et al., 2011). Néo é
incomum observar a camada radicular entrelagada com a matéria organica em Vvarios
estagios de decomposicdo, formando um tapete radicular no topo do solo mineral. Esta
caracteristica foi relatada, pelo menos, desde a década de 1970 (HERRERA et al., 1978;
STARK; JORDAN, 1978) e foi sugerido ser um importante mecanismo de conservagéo
de nutrientes da floresta (JORDAN; HERRERA, 1981). Nesse ambiente, é possivel
verificar uma camada de folhas recentemente depositadas, (L), uma camada de material
fragmentado, mas ainda reconhecivel como serapilheira (F) e um horizonte organico (H)
(PONGE et al., 2003). Essas camadas sdo ambientes heterogéneos capazes de abrigar
comunidades microbianas com composi¢do e metabolismo especificos (BALDRIAN et
al., 2012; PRESCOTT et al., 2013; LOPEZ-MONDEJAR et al., 2015).

Uma gama de informacdes sobre a microbiota do solo é perdida por nédo se levar
em consideracgdo essas camadas, e é possivel que elas abriguem uma parte significativa
da microbiota florestal ativa. Assim, sua exclusdo pode levar a uma subestimacdo da
diversidade microbiana relevante relacionada a ciclagem de nutrientes no solo da floresta
(ROCHA et al., 2021). Semelhante ao solo, a estrutura e a diversidade das comunidades
microbianas nessas camadas mudam em resposta a fatores como diversidade das plantas
e qualidade da serapilheira (CHAPMAN; NEWMAN, 2010; SANTONJA et al., 2017;
PEI et al., 2017; ZHENG et al., 2017). Além disso, essas camadas sdo diretamente
impactadas pelo fogo (UHL et al., 1988, KAUFFMAN et al., 1995; DOS SANTOS;
NELSON, 2013), possivelmente levando a perda de um importante componente das
comunidades microbianas do solo.

Portanto, é necessario entender como as comunidades bacterianas do solo da
floresta tropical contribuem para a diversidade microbiana do solo e o quanto séo afetadas
pela mudanca na cobertura do solo. Este estudo trabalhou sob as hipdteses de que (1) as
camadas organicas do solo florestal contribuem para uma maior diversidade de
procariotos neste ambiente em relacdo a uma area convertida em pastagem e (2) que essas

camadas favorecem uma maior diversidade de microrganismos do ciclo do N.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Area de estudo e amostragem

O estudo foi realizado no Distrito de S&o Joaquim do ltuquara, municipio de
Baido, no estado do Pard, Brasil (Figura 1). Foram coletados material de uma floresta
primaria e de uma pastagem adjacente no més de dezembro de 2017. Os solos foram
classificados como Espodossolo na area de floresta, transicionando-se a Latossolo na
pastagem, de acordo com o Sistema Brasileiro de Classificacdo dos Solos. O clima da
regido € classificado como tropical de moncdes (Am — Classificacdo de Képpen), com

temperatura média de 26.3°C e pluviosidade média anual de 2.202 mm.

Figura 1 — Area de coleta e esquema representativo de amostragem.
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Fonte: Google Earth (julho de 2018).

Para a coleta, foi delimitado um transecto de 250 m em cada &rea, com cinco
pontos de coleta igualmente espagados (50 m) (Figura 1). A distancia entre o Gltimo ponto
de coleta da floresta e o primeiro ponto da pastagem foi de 100 m. Em cada ponto, com
auxilio de gabarito metalico de 25 x 25 cm, foram coletadas amostras compostas,

formadas por trés subamostras, de camadas organicas e, também, do solo mineral. Estas
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foram definidas como camadas L, F e H, subdivididas em subcamadas conforme sua
diferenciacdo morfolégica, além dos 10 primeiros cm da por¢do mineral do solo (Figura
2; Figura 3). A forma de distincdo e coleta do material foi baseada em trabalhos de
classificacdo de formas de hiumus e no exame visual do material amostrado (TOUTAIN,
1981; PONGE et al., 2003). Na Floresta, foram identificadas e coletadas sete camadas
distintas, assim denominadas: L (“litter”); F (“fragmented litter”); uma transicdo entre F
e 0 horizonte H, aqui denominada FH; Hi, Hz, Hs, que s&o subdivisbes do horizonte H e
cujas caracteristicas sdo destacadas adiante e o solo mineral. Ja& na pastagem, foram
identificadas e coletadass as camadas L e F, a por¢ao mineral do solo e o solo rizosférico
de plantas de Urochloa sp. As demais camadas identificadas na floresta ndo estavam
presentes na pastagem. Daqui em diante, utilizaremos os termos “piso da floresta” e “piso
da pastagem” para designar o conjunto de todas as camadas (organicas e mineral) desses

ambientes.

Figura 2 — Coleta das camadas orgénicas e solo mineral da floresta com auxilio de
gabarito metalico.

Fonte: Ederson C. Jesus (2018).
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Figura 3 — Coleta das camadas organicas e solo mineral da pastagem com auxilio de
gabarito metalico.

Fonte: Ederson C. Jesus (2018).

A camada L é constituida por folhas da serapilheira recém caidas e néo
fragmentadas. A F se constitui de folhas fragmentadas e pequenas quantidades de material
orgéanico fino. A FH é caracterizada por uma abundancia de raizes misturada as folhas
fragmentadas e contendo uma maior quantidade de matéria organica fragmentada com
didmetro menor que 2 mm. A camada H foi subdividida em trés subcamadas conforme
sua diferenciacdo morfolGgica: a primeira, Hi, se caracteriza pela abundancia de material
organico fragmentado e fino, com uma alta abundéncia de raizes de arvores e outras
plantas da floresta; a segunda, Ha, possui visivelmente uma menor abundancia de raizes;
e a terceira, Hs, se constitui numa transi¢do entre a camada orgénica e o solo mineral,
com uma mistura abundante de matéria orgénica e areia. Por fim, a por¢cdo mineral se
caracterizou por uma textura prioritariamente arenosa.

Apbs a coleta, as amostras foram peneiradas em malha de 2 mm (exceto L e F das
duas areas) e, posteriormente, armazenadas a -80°C. Dessa forma, foram coletadas cinco
repeticdes de oito camadas (incluindo o solo mineral) advindas da floresta e quatro

camadas da pastagem (incluindo solo mineral e rizosférico), totalizando 60 amostras.

2.2 Analise quimica das camadas organicas e solo mineral

As andlises foram realizadas pelo Polo INOVASOLQOS da Embrapa Solos, com
base nas recomendagdes do Manual de Analise de Solo (EMBRAPA, 1997).

As amostras das camadas organicas (L, F, FH, FHg, H1 e H2 da florestae L e F
da pastagem) submetidas inicialmente a um bloco digestor (exceto para analise de

potassio, que se deu por meio de digestdo em micro-ondas). O nitrogénio foi quantificado
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por destilador Kjeldahl e o potassio por fotdbmetro de chama. Os demais elementos (P,
Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn) foram analisados por espectrometria de absor¢do atomica.

Para as camadas organominerais (Hs da floresta e rizosfera da pastagem) e
minerais (solos de floresta e pastagem) foram analisados: carbono organico pelo método
do dicromato de potassio em meio sulfurico e titulacdo; nitrogénio total pelo método
Kjeldahl. O micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn foram extraidos por Mehlich-1 e
determinadas por espectrometria de absor¢do atdmica. Os céations Ca*, Mg?* e AI** foram
extraidos por meio da solucdo de KCI 1 mol L. Para H + Al foi utilizada a solugdo de
acetato de calcio 0,5 mol L apH 7,0. A extracdo de Na*, K* e P foi realizada com solugdo
de H,SO4 0,0125 mol L* + HCI 0,05 mol L. Os teores de Ca?* e Mg?" foram
determinados por espectroscopia de absorcao atdmica; K™ e Na* por fotometria de chama;
P por espectrofotdmetro UV-Vis; AI** e H + Al por titulometria. As bases trocaveis (ES)
foram calculadas pela soma de Ca?*, Mg?* e K*. A capacidade de troca catidnica (CEC)
foi calculada pela soma de BS e da acidez potencial (H + Al). A saturagéo por bases (V%)
foi calculada como a razdo entre cations trocaveis e CEC, multiplicada por 100.

A andlise de abundancia natural dos isotopos *C e N foi realizada para todas as
amostras pelo Laboratério John Day da Embrapa Agrobiologia, Seropédica - RJ, Brasil.
As amostras foram secas a 60°C, homogeneizadas e moidas em p6 fino em moinho de
bola. Apds, em triplicata, as amostras foram pesadas em cépsulas de estanho. A
quantidade analisada baseou-se nos valores de N total das analises anteriores, dividindo
o valor 4 (40 p de N total na amostra, que é a escala maxima de leitura do espectrometro

de massa utilizado - Finnigan MAT, Bremen, Germany) pelo teor de N total (%).

2.3 Extracéo de DNA

As amostras L, F e FH, que continham fragmentos de folha e raizes foram
maceradas em nitrogénio liquido. As amostras das demais camadas foram utilizadas
diretamente para extragdo de DNA. A extracdo de DNA foi realizada com o kit DNeasy
Power Soil (Qiagen, Hilden, Alemanha) de acordo com as recomendacdes do fabricante,
utilizando 0,25 g de amostras maceradas e 0,50 g das demais. O DNA obtido foi
quantificado em espectrofotometro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc.,
USA) observando sua pureza pela relagdo A260/280 e sua integridade por eletroforese
em gel de agarose a 1% (100 V por 30 min), corado em brometo de etidio, com
visualizagéo das bandas de DNA em fotodocumentador.
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2.4 Sequenciamento e analises de bioinformética

O sequenciamento em larga escala do gene 16S rRNA de Bacteria foi realizado
pelo Institute for Genomics and Systems Biology Next Generation Sequencing (IGSB-
NGS) do Laboratério Nacional de Argonne (Chicago, EUA), seguindo os protocolos de
amplificagdo do Earth Microbiome Project (THOMPSON ET AL., 2017). Foi utilizado
0 par de primer 515F e 806R (CAPORASO et al., 2011) que amplifica a regido V4 do
16S rRNA. O sequenciamento foi realizado pela plataforma Illumina MiSeq (2 x 250 pb
paired-end). As sequéncias obtidas foram analisadas por meio da pipeline DADA2 (1.8)
(CALLAHAN et al., 2016) incorporada ao software R (R CORE TEAM, 2021). As
sequéncias foram desmultiplexadas, filtradas quanto a sua qualidade (Q score menor que
20, com corte em 250 bp nas sequéncias Foward e 225 bp nas reverse), unidas e
classificadas utilizando o banco de dados SILVA v.138 (QUAST et al., 2013). A tabela
ASV gerada foi convertida em objeto phyloseq, usando o pacote phyloseq (MCMURDIE;
HOLMES, 2013) para as analises posteriores.

2.5 PCR em tempo real de genes do ciclo do nitrogénio

A abundancia de Bacteria, Archaea e dos genes funcionais do ciclo do nitrogénio
foi determinada por meio da PCR quantitativa em Tempo Real (QPCR) em nimero de
copias de gene por grama de solo. Foram avaliados os genes: 16S rRNA de Bacteria e
Archaea; nitrogenase (nifH) para fixacdo de nitrogénio; amoénio monooxigenase (amoA)
de Bacteria e Archaea para nitrificacdo (NHs* para NH2OH); nitrito redutase (nirS; NOy
para NO) e 6xido nitroso redutase (nosZ; N2O para N2) para desnitrificacdo. As analises
foram realizadas utilizando o sistema StepOnePlus ™ Real-Time PCR com placas de 96
pocos (Applied Biosystems, Foster City, CA, EUA). Foram construidas curvas padrdo
por meio de dilui¢cGes seriadas de genes de microrganismos conhecidos por conter as
enzimas do ciclo do N, previamente amplificados por PCR. Para uma melhor eficiéncia
das curvas padrdes, todos os genes utilizados nas curvas foram purificados com o kit
IllustraTM GFXTM PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare, UK), de
acordo com as recomendacdes do fabricante. Os microrganismos usados como padréo,
primers e condi¢Bes de amplificagdo encontram-se no Apéndice A. Todas as amostras
foram quantificadas em triplicata em um volume final de 10 pL. de reagdo, composta por
5.0 uL de SYBR Green ROX qPCR Master Mix (Thermo Scientific), de 0.67 a 1.0 uL de
cada primer (ver Apéndice A), 0.5 uL de bovine serum albumin (BSA, 6 mg.mL™?), 1.0
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uL de DNA diluido 50 vezes e agua para PCR suficiente para completar o volume final.
Para todos os ensaios, a eficiéncia da amplificacdo variou entre 96% e 106% e os valores
de R? foram de 0,98-0,99.

2.6 Analise de dados e estatistica

As analises foram realizas no software R (R CORE TEAM, 2021). Uma filtragem
foi aplicada para remocéo de sequéncias de baixa prevaléncia e sequéncias de eucariotos,
cloroplastos e mitocondrias. O comprimento do gradiente de distribuicdo das espécies foi
verificado pela analise de correspondéncia destendenciada (DCA). O escalonamento
multidimensional ndo métrico (NMDS) foi utilizado para visualizar as dissimilaridades
na estrutura da comunidade bacteriana com base na matriz de distancia de Bray-Curtis
(BRAY & CURTIS, 1957), no pacote phyloseq. A analise de variancia multivariada
permutacional (PERMANOVA) (ANDERSON, 2001) foi aplicada para observar
diferencas significativas nas estruturas das comunidades, também com base na matriz de
distancia de Bray-Curtis no pacote vegan (OKSANEN et al., 2020). Para avaliar a
composicdo de filo das comunidades entre as camadas de cada sistema de uso da terra, 0s
dados de abundéancia relativa foram verificados quanto a sua normalidade (Shapiro-Wilk)
e homogeneidade da variancia (Bartlett) no pacote easyanova (ARNHOLD, 2019). Os
dados de abundéancia relativa seguiram o pressuposto de testes ndo-paramétricos e foi
realizado o teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia com o método de ajuste FDR
(False Discovery Rate), pelo pacote agricolae (MENDIBURU, 2020).

Para medir os indices de diversidade alfa, os dados foram rarefeitos para 0 menor
namero de leituras obtido (10402 leituras). Uma amostra contendo 7007 leituras foi
removida da analise para evitar a reducdo do tamanho das demais amostras para um
namero tdo baixo de leituras. Assim, as medidas de diversidade alfa (Chaol e Shannon)
foram calculadas para cada camada organica e solo mineral e para os sistemas de uso da
terra como um todo pelo pacote phyloseq. Foi realizado o teste de Kruskal-Wallis a 5%
de significancia com o método de ajuste FDR (False Discovery Rate), pelo pacote
agricolae.

A analise de particdo de diversidade foi realizada utilizando numeros de Hill,
através do pacote Entropart (MARCON; HERAULT, 2015). Os nimeros de Hill geram
numeros efetivos de espécies igualmente frequentes para cada valor de ordem “q” em

uma estrutura unificada, tornando possivel a interpretacdo e comparagédo direta (CHAO
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et al., 2014). Foram utilizadas as ordens q = 0 (atribui peso igual a todas as espécies,

inclusive as raras, representando a riqueza de espécies), q = 1 (exponencial da entropia
de Shannon, que atribui as espécies peso proporcional a sua frequéncia, representando o
numero de espécies comuns da comunidade) e q = 2 (inverso de Simpson, representando
espécies dominantes) (JOST, 2006). O particionamento de diversidade foi aplicado em
todas as camadas tanto da floresta, quanto da pastagem, assim como para o piso da floresta
e piso da pastagem.

As abundancias dos genes funcionais do ciclo do N, obtidos através da qPCR,
foram analisados no programa StepOne Software v2.3 (Applied Biosystem, USA) quanto
a sua especificidade e eficiéncia. Os dados foram comparados pelo teste de Kruskal-
Wallis a 5% de significancia com o método de ajuste FDR no pacote agricolae.

3 RESULTADOS

3.1 Propriedades quimicas dos solos

Os nutrientes foram analisados com diferentes metodologias nas camadas de
natureza vegetal (L a Hz) e mineral (Hs, solo mineral e solo rizosférico). Portanto, deve-
se tomar cuidado nas comparacGes das concentracdes entre as camadas organicas e
minerais.

Na floresta, a relacdo C:N diminuiu em profundidade, da camada L para a camada
H>, 0 que equivale a dizer que ela foi menor em camadas de estagio de decomposicao
mais avancado (Apéndice B). As concentracOes de K, Ca, Mg, Cu, Mn, Zn diminuiriam
no mesmo sentido, enquanto a concentracdo de Fe aumentou. O P teve maior
concentracdo na liteira e menor no horizonte organico (camadas Hi e Hz). Na pastagem,
as concentragdes de Ca, Mg, °C e a relagdo C:N foram maiores na camada L se
comparadas a camada F.

No que diz respeito aos solos (Apéndice C), ambos podem ser considerados
acidos, porém o pH foi significativamente menor no solo da floresta, com média de 4,3
contra 5,68 e 5,76 nos solos mineral e rizosférico da pastagem. O solo da pastagem
apresentou maiores concentracdes de Ca, Fe, Mn e Zn. Na floresta, por sua vez, foram

observadas maiores concentracdes de Al, **C e C organico.
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3.2 Estrutura da comunidade microbiana

Com base na analise de NMDS (stress = 0.0811 — Figura 4), observou-se a
separacdo das comunidades de floresta e pastagem em dois grupos distintos. Em ambos
0s usos da terra, houve um gradiente de distribuicéo e substituicdo de espécies da camada
L, a mais superior, para o solo mineral, indicando claramente a existéncia de um ecoline
ao longo do perfil vertical do episolum. Esse gradiente foi longo em ambos os sistemas,
com 6.08 e 4.68 desvios padrdo na floresta e na pastagem, respectivamente, mostrando
que ha uma substituicdo de espécies ao longo do gradiente e uma alta diversidade beta
entre as camadas (Apéndice D). A PERMANOVA (F = 6.43, P < 0.001) permitiu a
identificacdo de comunidades significativamente distintas dentro de cada sistema. Na
floresta, foram identificadas seis diferentes estruturas de comunidade associadas as
camadas L, F, FH/FHc, FH/H1, Hao/Hs e Hs/solo mineral. Padrdo similar foi observado
na pastagem, porém com trés estruturas distintas de comunidade associadas as camada L,
F e o solo e rizosfera. Cabe destacar que as camadas L da floresta e da pastagem foram

aquelas que apresentaram a menor dissimilaridade entre as areas.
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Figura 4 — Andlise de escalonamento multidimensional ndo-métrica (NMDS) das
comunidades de bactérias das camadas organicas e solo mineral da floresta e

da pastagem (A); Perfil do solo florestal (B) e da pastagem (C).
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Fonte: Ederson C. Jesus (2018).

3.3 Composicdo da comunidade microbiana

A composi¢do da comunidade microbiana variou de acordo com as camadas e
alguns gradientes foram observados para os principais filos. Na floresta, as abundancias
dos filos Proteobacteria, Bacteroidota e Firmicutes decresceram em profundidade, onde
os dois ultimos ndo foram observados a partir das camadas H. e FH, respectivamente,
considerando abundancia maior que 1% (Figura 5A; Apéndices E-H). Ja os filos
Acidobacteriota, Actinobacteriota, Planctomycetota e Verrucomicrobiota apresentaram
abundancias crescentes em profundidade, com destaque no horizonte H.

Na pastagem, os gradientes ndo foram tdo nitidos devido ao menor nimero de
camadas, mas, no geral, Proteobacteria, Actinobacteriota e Bacteroidota foram mais
abundantes nas camadas organicas (Figura 5A). Para Acidobacteriota ndo houve
diferenga da abundéncia ao longo das camadas. Firmicutes, Verrucomicrobiota e
Planctomycetota destacaram-se no solo mineral e na rizosfera.

No nivel de género, 45% das sequéncias da floresta e 82% da pastagem

representaram géneros com abundancia menor do que 4%, indicando a grande diversidade
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microbiana nesse nivel, principalmente na pastagem (Figura 5B). No geral, Burkholderia-
Caballeronia-Paraburkholderia, representando 20% das sequéncias da floresta, foi o
género mais abundante nesse ambiente, assim como Sphingomonas (9%) na pastagem.
Entretanto, analisando as camadas individualmente, em algumas, houve a dominancia de
outros géneros. Na floresta, destacou-se na camada L o género Acinetobacter (11%).
Burkholderia-Caballeronia-Paraburkholderia dominou as camadas F a H1 (F - 24%; FH
- 29%; FHc - 32%; Hi - 29%) e a partir de H, Acidothermus prevaleceu (H - 20%; Hs -
30%; mineral soil - 20%). Na pastagem, Sphingomonas dominou a camada F e o0 solo
mineral com abundancia de 7% em cada. Na camada L, Methylobacterium-
Methylorubrum dominou com 13% e na rizosfera, destacou-se Burkholderia-
Caballeronia-Paraburkholderia com 10% de abundancia.

3.4 Diversidade da comunidade microbiana

A riqueza de espécies procaridticas na Floresta (Figura 6A) diferiu
significativamente apenas entre as camadas H> e FHc (H = 14.66, p = 0.041). Na
pastagem, a camada L apresentou a menor riqueza e as demais camadas nao diferiram
entre si (H=8.17, p=0.042) (Figura 6B). Quando consideradas as comunidades de todas
as camadas em conjunto, a riqueza geral do piso da pastagem foi superior a do piso da
floresta (H = 29.90, p = 4.5e-08) (Figura 6C).

Em relacdo a diversidade calculada pelo indice de Shannon, na floresta, destacou-
se a camada Hy, Unica a diferenciar-se das camadas Hs e solo mineral (H = 19.91, p =
0.0058) (Figura 6D). Na pastagem, a camada L apresentou a maior diversidade, porém
n&o diferiu do solo mineral e da rizosfera (H = 9.69; p = 0.0214) (Figura 3E). Assim como
para riqueza, a diversidade de Shannon do pasture floor também foi superior a do forest
floor (H = 28.25, p = 1.1e-07) (Figura 6F).

Figura 5 — Abundancia relativa de (A) filos e (B) géneros bacterianos em camadas
organicas em diferentes estagios de decomposicao e solo mineral da floresta
e da pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e humus; H1, hGmus com
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de raizes finas; H2, himus; H3, hiimus misturado ao material mineral do solo;
Rizo, solo rizosférico.
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Figura 6 — Riqueza de Chaole indice de Shannon das camadas organicas em diferentes
estagios de decomposicdo e solo mineral (A e D, respectivamente) da floresta,
(B, E) da pastagem e (C, F) total dos sistemas de uso da terra. Barras de erro
indicam desvio padréo de cinco repeti¢cOes independentes. Letras diferentes
referem-se a diferenca estatistica entre as camadas organicas e solo mineral
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ou sistema de uso da terra com base no teste de Kruskal Wallis (P < 0.05). L
representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de
folhas fragmentadas e himus; H1, himus com de raizes finas; H2, himus;
H3, himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.

A B C
L ab . b 600 a
. :
a
© © -
B FHc b kS F a § 400 b l
§ H, ab § 5 a0
H, a Rizo ab 200
Ha ab
100
Solo ab Solo a
0
0 100 200 300 400 0 200 400 600 800 Piso da floresta Piso da pastagem
Chaot Chao1 Uso do solo
D E F
8.0
L i d a
L b 5.8
F ab H
g 56 b |
© FH abe © F a g 5.4
'.'g FHc d 'E s 52
& H1 cd < . 5 50
o S Rizo ab ®
H2 a _S 4.8
T 486
H3 bed Solo a £ a4
Solo i bed 4.9
4 4.5 5 55 6 45 5 5.5 6 6.5 Piso da floresta  Piso da pastagem
Indice de Shannon Indice de Shannon Uso do solo

A anélise de particdo de diversidade mostrou que para alfa, beta e diversidade
gama da floresta, a riqueza de ASVs (g = 0) e exponencial de Shannon (g = 1) foram
superiores para 0 piso da floresta em relagdo as demais camadas (Figura 7A). Na
pastagem, alfa e diversidade gama do piso da pastagem também foram superiores (Figura
7B), porém a diversidade beta foi inferior as demais camadas. Comparando os dois
sistemas de uso da terra (Figura 7C), a alfa e diversidade gama do piso da pastagem foi
superior ao piso da floresta e solo mineral da floresta para riqueza de ASVs (q =0) e
exponencial de Shannon (q = 1). Entretanto, para a diversidade beta, foi possivel observar
superioridade desses parametros referentes ao piso da floresta em relacdo ao piso da
pastagem. A dominancia de Simpson (q = 2), representando o numero efetivo de espécies
ou comunidades dominantes, foi similar para a maioria das comparagdes, exceto para a
diversidade beta da floresta e pastagem, com destaque para o piso da floresta e piso da
pastagem.

Figura 7 — Analise de particdo de diversidade avaliando diversidades alfa, beta e gama

para floresta, pastagem e comparando os ambientes, onde as ordens q = 0
representa a riqueza de ASV; g = 1, exponencial da entropia de Shannon para
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ASVs igualmente ponderados; q = 2, inverso do indice de Simpson para taxas
dominantes.
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3.5 Abundancia dos genes funcionais do ciclo do nitrogénio

As abundancias de Bacteria e Archaea, bem como a dos principais grupos
envolvidos no ciclo do N foram avaliadas por meio da quantificacdo dos genes 16S rRNA
de Bacteria e Archaea e dos genes funcionais da fixacdo de nitrogénio (nifH), oxidacéo
da amonia (amoA de Bacteria e Archaea) e desnitrificacdo (nirS e nosZz).

Na floresta, Bacteria foram mais abundantes nas camadas organicas, em especial

em FH e Hz (H = 36.65, p = 5.4e-06) (Figura 8). Na pastagem, a camada F deteve a maior
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abundancia de Bacteria (H = 16.35, p = 0.00096), em nivel comparavel ao das camadas
FH e H. da floresta. J& Archaea, de modo geral, foi mais abundante na floresta, se
comparado a pastagem (Figura 8). Assim como Bacteria, este dominio foi mais abundante
nas camadas organicas, especialmente FH e H da floresta (H = 31.74, p = 4.5e-05) e na
camada F da pastagem (H = 16.35, p = 0.00096). Cabe destacar que, para ambos 0s
dominios, houve uma queda na abundancia na camada Hi, com um aumento na camada
H.. As abundancias de organismos de ambos os dominios foram significativamente

menores no solo mineral de ambos os sistemas.

Figura 8 — Abundancia do gene 16S rRNA de (A) Bacteria e (B) Archaea em camadas
organicas em diferentes estagios de decomposicdo e no solo mineral da
floresta e da pastagem. Barras de erro indicam desvio padrédo de cinco
repeticdes independentes. Letras diferentes referem-se a diferenca estatistica
entre as camadas organicas e solo mineral de um mesmo sistema de uso da
terra com base no teste de Kruskal Wallis (P < 0.05). L representa camada de
folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e
hdmus; H1, himus com de raizes finas; H2, htmus; H3, himus misturado ao
material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.

16S rRNA
L Bacteria Bacteria
L b
F
g FH a F
& a
g FHc
H
o Rizo b
H;
H
° Soloy ¢
Solo
0 1E+10 2E+10 0 1E+10 2E+10
L Archaea Archaea
- L
o FH F
8 I -
@
£ FHe
8y,
© Rizo [l »
H, a
Ha
Solo& ¢
Solo I
0 7.5E+06 1.5E+07 o 3.3E+06 6.5E+06
Abundancia de gene (g.solo™) Abundancia de gene (g.solo™)

B Floresta WM Pastagem

Na floresta, a abundancia do gene nifH foi maior nas camadas organicas, em

especial na camada Hz (H = 26.33, p = 0.00044) (Figura 9). A abundancia desse gene foi
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significativamente menor na camada de transi¢do Hs e no solo. As camadas orgénicas da

pastagem também apresentaram maior abundéncia de nifH (H = 17.91, p = 0.00046), com
destaque para a camada F. Sua abundéancia foi menor na camada L, solo rizosférico e,

especialmente, no bulk soil (Figura 9).

Figura 9 — Abundancia do gene funcional nifH (fixagdo bioldgica de N) nas camadas
organicas e no solo mineral da floresta e pastagem. Barras de erro indicam
desvio padréo de cinco repeticdes independentes. Letras diferentes referem-
se a diferenca estatistica entre as camadas organicas e solo mineral de um
mesmo sistema de uso da terra com base no teste de Kruskal Wallis (P < 0.05).
L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura
de folhas fragmentadas e humus; H1, himus com de raizes finas; H2, hiumus;
H3, himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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Archaeas oxidantes de amonia (AOA) foram mais abundantes nas camadas Hi e
H> da floresta e menos no solo mineral e nas camadas de folhas L e F (H = 29.77, p =
0.00010) (Figura 10). Bactérias oxidantes de aménia (AOB), além de se destacarem nas
camadas FHc e H» da floresta, estavam presentes em abundancia consideravel nas
camadas de folha L e F (H = 29.38, p = 0.00012) (Figura 10). Na pastagem, esses grupos
também foram abundantes nas camadas organicas. AOA estava abundantemente presente
nas camadas L e F (H = 14.46, p = 0.0023), enquanto AOB destacou-se apenas na camada
L (H=12.60, p = 0.0056).

Figura 10 — Abundancia do gene funcional amoA (nitrificacdo) de bactérias oxidadores
de amonia (AOB) e arquéias oxidadoras de aménia (AOA) nas camadas
organicas e no solo mineral da floresta e da pastagem. Barras de erro indicam
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desvio padréo de cinco repeti¢cOes independentes. Letras diferentes referem-
se a diferenca estatistica entre as camadas organicas e solo mineral de um
mesmo sistema de uso da terra com base no teste de Kruskal Wallis (P <0.05).
L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura
de folhas fragmentadas e himus; H1, hmus com de raizes finas; H2, himus;
H3, himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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O gene de desnitrificacdo nirS apresentou elevada abundancia na camada H> da
floresta, tornando sua presenca bastante discrepante das demais camadas (H = 25.05, p =
0.0007) (Figura 11). Na pastagem, nirS destacou-se na camada F que foi
significativamente superior a L e aos solos mineral e rizosférico (H = 13.67, p = 0.0034).
O gene nosZ foi mais abundante nas camadas FH, Hi e H> da floresta e seus menores
valores estavam associados ao solo mineral e as camadas organicas L e F (H=28.85,p =
0.0001) (Figura 11). Na pastagem, nosZ destacou-se na camada F e foi menos abundante

no solo mineral e na camada L (H = 16.26, p = 0.0010).

Figura 11 — Abundancia dos genes funcionais nirS e nosZ (desnitrificagdo) nas camadas
organicas e no solo mineral da floresta e da pastagem. Barras de erro indicam
desvio padréo de cinco repeticdes independentes. Letras diferentes referem-
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se a diferenca estatistica entre as camadas organicas e solo mineral de um
mesmo sistema de uso da terra com base no teste de Kruskal Wallis (P < 0.05).
L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura
de folhas fragmentadas e humus; H1, himus com de raizes finas; H2, hiumus;
H3, himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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4 DISCUSSAO

A diversidade de microrganismos em solos tropicais tem sido estudada com foco
nos horizontes minerais, desconsiderando a serapilheira e produtos de sua transformacéo,
com raras excegdes (RITTER et al., 2018; ROCHA et al., 2021). Aqui, foi proposta uma
abordagem alternativa holistica para estudar a diversidade microbiana no solo da floresta
tropical. Estudos semelhantes ja foram realizados para diversidade microbiana em solos
temperados (TRAP et al., 2011) e fauna do solo com enfoque nas formas de hiumus
(SALMON et al., 2005; 1ZADI et al., 2017; SALMON, 2018), que representam 0
conjunto de camadas organicas e organominerais do solo (TOUTAIN, 1981; PONGE et
al., 2003). Este estudo ndo aprofundou-se no conceito de forma de hdimus, mas utilizou
sua abordagem de classificacdo de diferentes extratos organicos do solo de acordo com o
grau de decomposicdo do material (ZANELLA et al., 2011). Devido ao equivoco de que
em ambientes tropicais a matéria organica ndo se acumula sobre o solo em raz&o das altas
temperaturas e umidade, pouca atencdo foi dada a microbiota dos horizontes organicos.
No entanto, nos raros trabalhos de classificacdo de formas de himus no Brasil, ja foram
descritas formas de humus do tipo MODER, caracterizado por elevado acumulo de
matéria organica sobre os horizontes minerais (GARAY et al., 1995; KINDEL; GARAY,
2002). Esse acumulo pode ser ocasionado por um conjunto de fatores e ndo apenas pela
temperatura e umidade, como tipo de solo, posi¢do no relevo, vegetacao, entre outros
(PONGE, 2003). Diante da heterogeneidade da floresta amazénica e das lacunas acerca
da microbiota do piso da floresta, foi investigada a diversidade microbiana associada as
camadas organicas de uma &rea de floresta, mas também de uma pastagem na Amazonia
Oriental.

Observou-se a existéncia de uma grande diversidade microbiana nas camadas
organicas do piso da floresta, com destaque para o horizonte H, especificamente a camada
H>. O substrato dessa regido pode ter sido um fator importante para o destaque em
diversidade. O horizonte H consiste, em grande parte, por material umedecido com pouca
ou nenhuma estrutura vegetal visivel (exceto raizes finas) devido a acdo da fauna edafica
e fungos, que transformam a serapilheira e disponibilizam nutrientes para plantas e
microrganismos. A elevada presenca de raizes finas nesse horizonte ja foi relatada como
um mecanismo de conservagdo de nutrientes da floresta amazonica frente aos solos de
baixa fertilidade (HERRERA et al., 1978) e ressalta a sua importancia para a nutricdo das

plantas da floresta. Essas raizes consequentemente aumentam a interagcdo planta-
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microrganismos, permitindo a comparacéo do substrato de H> com um solo rizosférico.

Esses resultados estdo de acordo com o estudo de Mundra et al. (2021) em ambiente
temperado que, além da diversidade procariotica, também verificaram elevada biomassa
fangica acima do solo mineral. Entretanto, nesse estudo as camadas organicas nao foram
estratificadas.

A estratificacdo permitiu observar um claro gradiente de estrutura da comunidade
microbiana ao longo do perfil da floresta, que parece acompanhar 0s estagios de
decomposicdo da matéria organica. A vegetacdo € capaz de afetar a comunidade
microbiana do solo através da qualidade da serapilheira (COOLS et al., 2014;
URBANOVA et al., 2015; WAN et al., 2015; GROSSO et al., 2016; YAN et al., 2018;
ZHENG et al, 2018; NIE et al., 2021). A medida que esse material ¢ decomposto, a
qualidade do substrato € modificada, alterando os parametros que conduzem a
diferenciacdo das comunidades microbianas como as raz6es C:N e C:P, teor de umidade,
pH e proporcdes de celulose, hemicelulose e lignina, por exemplo (PAPA et al., 2013;
BROCKETT et al., 2012; ZHENG et al., 2018). Assim, essas varia¢cdes atuam como um
filtro ecoldgico, provavelmente resultando em uma compartimentacdo funcional das
comunidades microbianas.

A mesma abordagem foi utilizada para estudar uma pastagem, onde observou-se
elevada diversidade bacteriana na camada F da serapilheira. Essa camada era
visivelmente mais imida em relacdo a camada anterior (camada L), o que pode ter sido
uns dos fatores que favoreceram a atividade microbiana (BROCKETT et al. 2012).
Surpreendentemente, a riqueza e a diversidade alfa da camada F foram iguais as do solo
rizosférico, regido considerada como um hotspot de diversidade e atividade microbianas
(HINSINGER et al., 2009; KUZYAKOV; BLAGODATSKAYA, 2015) devido a
liberacdo de exsudados radiculares, ricos em carbono organico, que beneficiam o
crescimento microbiano nessa regido (STEINAUER et al., 2016). Porém, a decomposicéo
da camada F tambem disponibiliza grande quantidade de C organico (PAPA et al., 2013),
e pode estar favorecendo grupos diferentes daqueles selecionados na rizosfera, visto a
diferenga na estrutura da comunidade microbiana dessas regides. Também foi observado
um gradiente de estrutura das comunidades microbianas na pastagem, com destaque para
as diferentes comunidades formadas na serapilheira. Esse resultado, juntamente aos
observados na floresta, reforcam que as camadas organicas nao devem ser entendidas
como uma estrutura Unica e homogénea do solo. Além disso, o gradiente observado na

pastagem era menor em relagdo ao da floresta, e este pode ser um impacto direto da
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mudanca do uso da terra devido a alteracdo das camadas organicas. Enquanto na floresta
o gradiente de mudanca na composi¢do de espécies ndo apresentou limites bem definidos
entre varias camadas, os limites entre as comunidades foram marcadamente definidos na
pastagem.

Estudos anteriores na Amazonia brasileira apontaram que a converséo da floresta
para pastagens e campos agricolas é capaz de aumentar a diversidade alfa de bactérias no
solo, principalmente devido as alteracdes nas propriedades quimicas do solo (JESUS et
al., 2009; RODRIGUES et al., 2013; NAVARRETE et al., 2015; CARVALHO et al.,
2016; PEDRINHO et al., 2019). Foi testada a hipotese de que a diversidade alfa da
floresta seria maior do que a de uma pastagem se as camadas organicas fossem
consideradas. Uma abordagem similar foi utilizada por Rocha et al. (2021), porém sem
considerar a serapilheira da pastagem. Ao contrario do verificado por esses autores, foi
verificado um acimulo de material vegetal sobre o solo da pastagem e, portanto, utilizou-
se a mesma abordagem da floresta para estudar esse sistema de uso da terra. A diversidade
alfa do piso da pastagem seguiu significativamente superior a do piso da floresta. Rocha
et al. (2021) observaram uma maior diversidade alfa para o piso da floresta em relacdo ao
solo mineral da pastagem em diferentes regides distantes geograficamente, o que também
foi verificado neste estudo. Isso evidencia o incremento em diversidade ocasionado pela
adicdo da camadas organicas nas anélises. De fato, comparando os valores de diversidade
do solo mineral de ambos o0s locais com os valores de piso da floresta e piso da pastagem,
observou-se um incremento consideravel em todos as escalas de diversidade para ambos
0S usos da terra, exceto para a diversidade beta da pastagem. Assim, existe uma
diversidade intrinseca as camadas organicas subestimada com a metodologia de coleta
atual. Para a diversidade beta, comparando o solo mineral da floresta e da pastagem, ndo
houve diferenca global significativa. Ainda ndo existe um consenso de como a mudanga
do uso da terra pode afetar a diversidade beta do solo e se mudangas podem ser
caracteristicas do local de estudo. Ja foi observado o aumento (CARVALHO et al., 2016,
ROCHA et al., 2021) e a diminui¢do (RODRIGUES et al., 2013) da diversidade beta em
pastagens de diferentes regibes da Amazo6nia. Pardmetros como pH e diversidade de
plantas ja foram sugeridos como possiveis preditores de diversidade beta (PROBER et
al., 2015; CARVALHO et al., 2016). Também nédo houve diferenga na diversidade beta
ao comparar o piso da floresta e o piso da pastagem, apesar do maior nimero efetivo de
comunidades na floresta, principalmente em riqueza de ASV (g = 0). O incremento da
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diversidade beta ocasionado pela adi¢do das camadas organicas apenas na floresta, pode

ser um indicio da influéncia da diversidade de plantas na heterogeneidade das
comunidades microbianas do solo (MITCHEL et al., 2010; ZINGER et al., 2011,
PROBER et al., 2014). A diversidade gama também ndo foi alterada entre o piso da
floresta e o piso da pastagem, mas 0s incrementos em relacdo aos seus respectivos solos
minerais foram observados. Essa igualdade da diversidade beta e gama entre os sistemas
de uso da terra, apesar de ndo indicar uma homogeneizagdo bidtica como em Rodrigues
et al. (2013), ndo exclui a possibilidade de reducéo de funcGes microbianas essenciais e
resiliéncia do ecossistema as perturbacées, pois como discutido anteriormente, a estrutura
da comunidade microbiana da floresta é diferente daquela observada na pastagem.

Além da composicao, diversidade e estrutura das comunidades de bactérias, foi
investigada a abundancia de microrganismos do ciclo do N, por meio da quantificacdo de
genes funcionais e taxonémicos de Bacteria e Archaea. Esse ciclo é chave para a
manutencdo de ambientes florestais e agricolas e os microrganismos estdo envolvidos em
todas as principais etapas de transformacdo do N. Assim, estuda-lo permitiu destacar a
importancia das camadas organicas como reservatorios de grupos-chave envolvidos na
ciclagem de nutrientes.

Comunidades de Bacteria e Archaea foram especialmente abundantes nas
camadas organicas, tanto na floresta quanto na pastagem. Todos os grupos avaliados, ou
seja, fixadores de nitrogénio, oxidadores de amonia (AOA e AOB) e desnitrificadores,
foram mais abundantes nas camadas organicas tanto da floresta como da pastagem. Na
floresta, a camada H; foi associada as abundancias absolutas mais elevadas para todos o0s
genes funcionais, assim como a camada F, da pastagem (exceto para AOB, mais
abundante em L). Esses resultados indicam que as principais transformac6es do N podem
estar acontecendo mais intensamente acima do solo mineral e, portanto, desconsiderar as
camadas organicas subestima a abundancia dos microrganismos envolvidos. E
reconhecido que a quantificacdo dos genes néo reflete o potencial biologico total para a
ciclagem de N, mas, assim como para a diversidade de microrganismos, mais uma vez
essas camadas destacam-se como possiveis compartimentos chave para a manutencdo do
sistema e merecem mais atengdo nos estudos de ecologia microbiana.

A mineralizacao da serapilheira, as interacfes planta-microrganismos e a propria
interacdo entre os grupos do ciclo do N podem ter sido fatores importantes para o
enriquecimento dos genes funcionais nas camadas orgénicas. A elevada abundancia de

diazotroficos, AOA e AOB nas camadas organicas também pode estar relacionada com a
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presenca desses grupos na filosfera do dossel da floresta e das plantas da pastagem, onde
também j& foi detectada a ocorréncia de fixagdo assimbidtica de nitrogénio e nitrificacao
(PAPEN et al., 2002; GUERRIERI et al., 2015; WATANABE et al., 2016; GUERRIERI
etal., 2020; FURNKRANZ et al., 2008; STANTON et al., 2019; VAN LANGENHOVE
etal., 2020; MOREIRA, et al. 2021). Dessa forma, as transformac6es do N no dossel das
plantas também passa a representar um importante compartimento ndo quantificado
acima do solo mineral, além de atuar como um constante indculo microbiano para a
serapilheira. Na Amazénia, ja foram observadas taxas de fixacdo assimbiotica de
nitrogénio na serapilheira superiores a do solo mineral (MOREIRA et al., 2021), apesar
dessas taxas ainda serem controversas para outros ambientes (REED et al., 2008; VAN
LANGENHOVE et al., 2020;2021). Em relacédo a nitrificacdo, sdo raros os estudos que
relacionam esse processo a serapilheira (ADAMS, 1987). Entretanto, sabe-se que
algumas gramineas podem emitir NoO de suas folhas, provavelmente atraves do
transporte do gés no solo (BOWATTE et al., 2014), mas AOB ja foram observadas em
folhas de pastagem emitindo N2O (BOWATTE et al., 2015). Diante disso, se as
abundancias de AOA e AOB sdo maiores nas camadas organicas, as taxas de emissdo de
gases de efeito estufa podem estar sendo subestimadas com a exclusdo da serapilheira,
inclusive em sistemas agricolas e pastoris.

A baixa concentracdo de Oz, compostos orgénicos facilmente disponiveis como
fonte de energia e presenca de nitrato sdo fatores que favorecem a desnitrificacdo
(GALLAND et al, 2019). Esses fatores podem ser encontrados em regides do solo como
arizosfera (ACHOUAK et al., 2019). Entretanto, curiosamente, na pastagem, nirS e nosZ
foram mais abundantes na serapilheira, 0 que também poderia ter efeito na emissdo de
gases de efeito estufa. Calculamos a razdo nirS/nosZ (Apéndice 1) e os maiores valores
foram relacionados as camadas compostas por folhas, em ambos os ambientes, indicando
que a serapilheira pode ser responsavel por maior emissao de N2O via desnitrificacdo em
relacdo as demais camadas do solo. As emissdes de N2O ja foram correlacionadas com a
abundancia de nirS (MORALES et al., 2010; RASCHE et al., 2011), entretanto, o gene
nirK, que codifica nitrito redutase contendo cobre, ndo foi analisado neste estudo e pode
contribuir com outros importantes resultados ndo observados em nossos dados.

As camadas H, na floresta, e F, na pastagem se destacaram, principalmente em
diversidade e abundancia de genes funcionais, e, de acordo com a composi¢do da

comunidade séo, claramente, zonas de transicdo entre a serapilheira e solo mineral.
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Assim, é possivel comparar essas regides do solo a ecotonos. Na Ecologia geral, ecotonos

representam zonas de transicao entre dois ambientes opostos, com a mistura de espécies
desses ambientes, mas também podendo ter espécies endémicas, resultando em elevada
riqueza de espécies. Com base nesse papel de transicédo e aos resultados de diversidade,
sugere-se que as camadas organicas sdo regides estratégicas de manutencdo da
biodiversidade do solo sendo sua conservagéo de elevada importancia para a manutencao
dos ciclos de nutrientes. Mesmo que os incéndios ndo venham a destruir a floresta
completamente, a destruicédo dessas camadas pelo fogo pode alterar de forma significativa
a dindmica da floresta, ndo so pela deposicdo de cinzas e nutrientes, mas, também, pela
eliminacdo de grupos microbianos importantes para a manutencdo normal dos ciclos

biogeoquimicos.

5 CONCLUSAO

As camadas organicas tanto da floresta, quanto da pastagem abrigaram
consideravel diversidade de bactérias, contribuindo para os valores de diversidade de
ambos os sistemas. Ainda assim, a diversidade alfa seguiu maior na pastagem. Entretanto,
a inclusao das camadas organicas foi importante para detectar maior diversidade beta na
floresta. Além disso, maior abundéncia da maioria dos genes funcionais do ciclo do N foi
detectada nessas camadas, inclusive na pastagem. Esses resultados sugerem que maior
atencdo deve ser atribuida as camadas organicas dos solos florestais e de sistemas
agricolas nos estudos de ecologia microbiana, pois certamente sdo fundamentais para a

manutencdo desses ecossistemas.
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APENDICE A — Primers, estirpes padrdo e condi¢des de amplificacdo dos genes taxondmicos e funcionais do ciclo do N para analise de qPCR.

Tamanho

Volume ~
do de Concentragdo Referéncias dos
Gene Padroes Primer Sequéncias (5" - 3") fragmento . do primer f Condicoes de amplificacéo
primeer primers
(pb) (ul) (pmol)
16S DSM 50090 Eub 338f ACTCCTACGGGAGGCAGCAG 95°C'10m|n, 40 ciclos of 95°C-
rRNA Pseudomonas 180 1 5 Bakke et al. (2011) 30s, 53°C-40s, 72°C-40s;
Bacteria fluorescens Eub 518r ATTACCGCGGCTGCTGG 95°C-15s, 53°C-1min, 95°C-15s
16S DSM 23604 95°C-10min; 40 ciclos of 95°C-
(RNA | Methanolinea | ARC787 ATTAG ATACC CSBGT AGTCC 273 1 5 Yu et al. (2005) 15's, 579C-20s, 729C-30s;
Archaea mesophila ARC1059r GCCAT GCACCWCCTCT 95°C-15s, 57°C-1min, 95°C-15s
DSM 17167 F AAAGGYGGWATCGGYAARTCCACCAC Wallenstein & 95°C-10min; 40 ciclos of 95°C-
nifH Paraburkholderia 457 1 5 Vilgalys (2005) 1min, 53°C-27s, 72°C-1min;
phymatum R TTGTTSGCSGCRTACATSGCCATCAT 95°C-15s, 53°C-1min, 95°C-15s
amoA D_SM 28437 amoB 1F GGGGTTTCTACTGGTGGT Rotthauwe et al 95°C-10min; 40 ciclos of 95°C-
Bacteria Nitrosomonas 491 1 0.2 (1997) ' 45s, 60°C-45s, 7_2°C-453;
europaea amoB 2R CCCCTCKGSAAAGCCTTCTTC 95°C-15s, 60°C-1min, 95°C-15s
amoA Nitrososphaera amoA 1F STAATGGTCTGGCTTAGACG 95°C-5min, 40 ciclos of 95°C-
Archaea viennensis 635 0.56 0.7 Francis et al. (2005) 40s, 56°C-30s, 72_°C-1min;
amoA 2R GCGGCCATCCATCTGTATGT 95°C-15s, 56°C-1min, 95°C-15s
95°C-10min; 6 ciclos of 95°C-
DSMZ 1690 4 QF GTSAACGYSAAGGARACSGG 15s, 63°C-30s, 72°C-40s; 38
nirsS Nitrospirillum 410 0.67 0.3 Kandeler et al. (2006) | ciclos of 95°C-15s, 58°C-30s,
brasilense Sp7 6 QR GASTTCGGRTGSGTCTTSAYGAA 72°C-40s; 95°C-15s, 58°C-
1min, 95°C-15s
95°C-10 min; 4 ciclos of 95°C-
BR 11003 2F CGCRACGGCAASAAGGTSMSSGT 20s, 63°C-30s, 72°C-30s: 40
nosZ Nitrospirillum 267 1 5 Henry et al. (2006) ciclos of 95°C-20s, 60°C-20s,
brasilensi IR CAKRTGCAKSGCRTGGCAGAA 72°C-30s; 95°C-15s, 60°C-

1min, 95°C-15s

*DSMZ - codigo de referéncia para estirpes do Leibniz Institute DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH); BR — codigo de referéncia para estirpes

do Centro de Recursos Biol6gicos Johanna Dobereiner Biological (CRB-JD), Embrapa Agrobiologia, Seropédica, RJ, usadas para construgdo de curvas padrao para gPCR.
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APENDICE B — Propriedades quimicas das camadas organicas da floresta e da pastagem. Valores representam a média e o desvio padréo de cinco

repeticoes.
. . Floresta Pastagem
Propriedades Unidade 3 F FHG m m 3 =

N g Kg? 13.1+25 16.3+2.6 18.8+2.9 12.8+5.6 126+2.6 735+1.2 75+23

P g Kg?! 272.2+102.3 3188+751 294.0+67.1 156.7+64.7 1266+16.2 192.4+453 182.6 + 37
K mg Kg*! 1.2+05 1.1+04 0.8+0.2 0.3+0.08 0.2+0.01 0.4 +0.09 0.3 +0.05
Ca mg Kg*! 5325+ 1670 4145+1027 1576 +857 301+35 273 £ 148 5195 + 504 3840 + 245
Mg mg Kg*! 2054 +688.3 1638 + 716 803 + 375 282 +182 210 +£ 148 1298 + 504 797 £ 225
Cu mg Kg*! 85.6 +93.9 49+1.3 4,02+1.3 1.5+05 0.26 £ 0.6 5.13+2.3 342+ 09
Fe mg Kg*! 1492 +458 269.6 +47.4 398.80+ 75.3 393.40+ 156.5 383.40+ 117 344.40+81.8 2514.4+899.9
Mn mg Kg*! 90.3 +29.5 919+375 6024+21.1 17.66+3.9 891+35 99.34+26.4 94.98 + 24
Zn mg Kg-1 165+25 19.6+7.9 17.80 £ 6.2 8.29+3.3 7.21+£22 28.74 £3.2 21.08+4
13C g Kg?! 466.37 +22.5 4765+20.3 478.24+30.7 41754+74.1 368.67+29.9 425.13+12.6 247.06+ 28
15N g Kg?! 1.3+0.3 1.64+0.2 1.91+0.3 1.96+0.5 1.61+0.3 0.73+£0.2 0.70 £0.08
C:N - 40+ 8 40+ 8 25+3 22+ 4 24+ 7 57 +3 35+5




APENDICE C - Propriedades quimicas das camadas organominerais da floresta e da pastagem. Valores representam a média e o desvio padréo de

cinco repetigoes.

Propriedades Unidade Floresta -
Hs Solo Solo Rizosfera
Corg g Kg? 829+18.1 15.86 £ 3.7 10.62+1.3 17.98 £ 3.8
N g Kg? 56+1.0 11604 0.96 £0.15 1.48+0.3
P mg Kg*! 7415 24015 2.60 = 2.07 44009
Ca? cmol Kg'? 0.8+£0.3 0.22 £0.08 124+04 2.08x0.6
Mg?* cmol Kg'? 1.0x04 0.22 £ 0.005 054+04 0.8+0.2
K* cmol Kg'? 0.16 £ 0.05 0.02 £ 0.005 0.03x0.01 0.09 £0.02
Na* cmol Kg'? 0.18+0.11 0.04 £0.01 0.02 £ 0.004 0.02 = 0.005
Cu mg Kg*! 0.12 £ 0.03 0.07 £0.08 0.11+0.04 0.11 £ 0.07
Fe mg Kg*! 8.13%1.3 3.96+0.9 1738+ 4.9 2290£5.1
Mn mg Kg*! 3.46 2.8 0.34+0.3 95825 481+1.1
Zn mg Kg*! 53034 0.72+0.2 2.00x0.7 0.93+0.2
AP cmol Kg'? 3.94+09 1.04£04 0010 0
pH (H20) - 3.82+0.2 43+0.3 5.68x0.4 576 £ 0.2
13C g Kg?! 1360+ 2.3 24305 1.26 £0.2 295+ 0.7
15N g Kg?! 0.67 £0.09 0.12+0.04 0.08 £0.01 0.18+0.04
C:N - 201 21+6 15+04 161
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APENDICE D — Anélise de correlagio destendenciada (DCA) das camadas organicas em
diferentes estagios de decomposicéo e solo mineral da floresta (A, C) e da
pastagem (B, D), onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e humus; Hi, himus
com de raizes finas; Hz, himus; Hsz, himus misturado ao material mineral

DCA2 [16.2%)]

do solo; Rizo, solo rizosférico.

E- o
DCA1 [63.6%]

Camadas
Floresta

oL F @FH FHc Hiq Ho @H3 Solo

Floresta
DCA1 DCA2 DCA3 DCA4
Autovalores 0.7481 0.1903 0.1256 0.1125
Valor decorana 0.7679 0.2089 0.1393 0.0837
Comprimento doeixo 6,0828 2.7824 1.7234 1.509

DCA2 [21.8%)]

&

=]
5]

g

® [ ]
°
0 2
DCA1 [50.2%)]
Camadas .
Pastagem oL F Rizo Solo
Pastagem
DCA1 DCA2 DCA3 DCA4
Autovalores 0.7711 0.3348 0.2834 0.1474
Valor decorana 0.8028 0.3715 0.2193 0.1275
Comprimento do eixo 4,6768 2.5667 2.2644 1.6525
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APENDICE E — Distribuico da abundancia relativa dos principais filos bacterianos nas

camadas organicas e solo mineral da floresta e da pastagem. Barras
indicam o desvio padréo. Letras diferentes representam diferenca
significativa a 5% pelo teste de Kruskal Wallis. L representa camada de
folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de folhas
fragmentadas e humus; Hi, himus com raizes finas; Hz, humus; Hs, himus
misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.

A Proteobacteria B Acidobacteriota
Floresta Pastagem Floresta Pastagem |
L | - Lo
L [Ha LiEa
F | I - Fi -
e | - - P | - >
o F b © F - a
E Fro| I v % FHc | I v
E
©
S | S |
Rizo Hb " —a
Rizo
He | - He | I -
Ha | I — o= Ho | I -
Solo o Solo Ha
soo | [ — o solo | [ — v
0.00 025 050 075 000 025 050 075 00 01 02 03 04 05 00 01 02 03 04 05
Abundancia relativa Abundancia relativa Abundancia relativa Abundancia relativa
C Actinobacteriota D Bacteroidota
Floresta Pastagem Floresta Pastagem |
L . e L -
L 1 ab L —a
F | - F{ - o
o | I = FH| I o
© F ——a = F e
§ Frc| < § Fro) IR o
o
@
S n| - L
Rizo H b Rizo Hob
He | e b o
o | = Moo
Solo H ab Solo| | b
Solo -—labc Solo ||e{
00 01 02 03 ) 01 02 03 0.00 0.05 0.10 0.15 000 005 010 015 020
Abundancia relativa Abundancia relativa Abundéancia relativa Abundancia relativa
E Verrucomicrobiota F Firmicutes
Floresta Pastagem Floresta Pastagem
Ll e Ll O
L e LiHe
F| e Fi e
FH| I » FH| oo
© F —b o FI——b
E FHe | [ co ‘é FHe{ [ cd
o 0
S n,| - S Mo
Rizo ——a Rizo ———a
.| I - Haf | o
Hg -—‘bc Hz{ k de
Salo ————a I“ Solo ——a
solo | [ bo solo | [l bo
00 0.05 0.10 0.15 0.000 0.025 0.050 0.075 0.100 .00 0.02 0.04 0.0 0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Abundancia relativa Abundancia relativa Abundéancia relativa Abundancia relativa



80

APENDICE F — Abundancia relativa das classes bacterianas nas camadas organicas em
diferentes estagios de decomposicdo e solo mineral da floresta e da
pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e hdamus; Hi, himus
com raizes finas; Hz, himus; Hs, htmus misturado ao material mineral do
solo; Rizo, solo rizosférico.

Floresta Pastagem
1.00
g 075
©
9
3 050
c
«0
o
c
3
2 025
0.00
L F FH FHc H;y H; H; Solo L F Rizo Solo
Camada
Classe < 1% Planctomycetes Myxococcia Subgroup 25
Actinobacteria Thermoleophilia Gemmatimonadetes KD4-96
Alphaproteobacteria Bacilli bacteriap25 Methylomirabilia
Classe Gammaproteobacteria Polyangia Chlamydiae Spirochaetia
Acidobacteriae Vicinamibacteria Vampirivibrionia
Verrucomicrobiae Ktedonobacteria Cyanobacteriia
Bacteroidia Blastocatellia Phycisphaerae

APENDICE G — Abundancia relativa das ordens bacterianas nas camadas organicas em
diferentes estagios de decomposicdo e solo mineral da floresta e da
pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus; Hi, himus
com raizes finas; Ho, himus; Hs, himus misturado ao material mineral do
solo; Rizo, solo rizosférico.

Floresta Pastagem
1.00-
©
2 0.751
©
e
3 0501
c
«C
=
c
3 0.25
<
0.001
L F FH FHc Hy H, H; Solo L F Rizo Solo
Camada
Ordem < 5% Elsterales Acetobacterales
Rhizobiales Enterobacterales Caulobacterales
Burkholderiales Gammaproteobacteria Incertae Sedis Sphingobacteriales
Acidobacteriales Chitinophagales Alicyclobacillales
Ordem Sphingomonadales Micromonosporales Flavobacteriales
Frankiales Pedosphaerales Lactobacillales
Xanthomonadales Pseudomonadales Micrococcales
Subgroup 2 Chthoniobacterales Solirubrobacterales

Bacillales Vicinamibacterales
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APENDICE H — Abundancia relativa das familias bacterianas nas camadas organicas em

Abundancia relativa

1.00

0.751

0.50

0.251

0.001

diferentes estagios de decomposicdo e solo mineral da floresta e da
pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e humus; Hi, himus
com raizes finas; Hz, himus; Hs, htmus misturado ao material mineral do
solo; Rizo, solo rizosférico.

Floresta Pastagem
L F FH FHc H;y H,; H; Solo L F Rizo Solo
Camada

Familia < 5% Enterobacteriaceae Sphingobacteriaceae
Xanthobacteraceae Unknown Family Alicyclobacillaceae
Burkholderiaceae Chitinophagaceae Bacillaceae
Acidobacteriaceae (Subgroup 1) Micromonosporaceae Chthoniobacteraceae

Familia Sphingomonadaceae Planococcaceae Oxalobacteraceae
Acidothermaceae Pedosphaeraceae Pseudomonadaceae
Rhodanobacteraceae Moraxellaceae Weeksellaceae
Rhizobiaceae Acetobacteraceae
Beijerinckiaceae Caulobacteraceae

APENDICE | — Razdo da abundancia dos genes funcionais da desnitrificacdo nirS/nosz

Camada

nas camadas organicas em diferentes estagios de decomposicao e no solo
mineral da floresta (A) e pastagem (B), onde L representa camada de
folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de folhas
fragmentadas e humus; Hi, himus com raizes finas; Hz, himus; Hs, himus
misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.

L e
L —_—
Fo—
FH I
© F _—
FHc s — 3
£
H1 8
Rizo —
H2
H3 I
Solo | .
Solo ISR
0 1 2 3 4 5 0 0.5 1 1.5 2
nirS/mosZ nirS/noszZ

Il Floresta Pastagem
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CAPITULO 3 - CONTRIBUICAO DAS CAMADAS ORGANICAS NA
DIVERSIDADE DE FUNGOS DOS SOLOS TROPICAIS NA AMAZONIA

RESUMO

As camadas organicas do solo s&o um importante habitat para fungos, visto o papel desses
microrganismos na decomposicdo da matéria organica e em diversas interacdes com as
plantas e suas raizes. Este estudo avaliou como a comunidade de fungos dessas camadas
contribuem para as estimativas de diversidade do solo de uma floresta na Amazoénia
Oriental e uma pastagem adjacente. Foram amostradas camadas organicas da floresta em
diferentes estagios de decomposicdo (L, F, H e suas subdivisdes) e solo mineral e, na
pastagem, as camadas organicas (L e F) e os solos mineral e rizosférico. Foi realizado o
sequenciamento do espacador transcrito interno (ITS) por meio da plataforma Illumina.
Os resultados mostraram uma diferenciagcdo de comunidades entre camadas organicas e
solo mineral tanto para floresta, quanto para pastagem, assim como mudanca na
composicdo de fungos entre os dois sistemas de uso do solo. Considerar as camadas
organicas nas analises de diversidade resultou em um incremento nos valores de todas as
escalas de diversidade de ambos os sistemas de uso do solo, exceto para diversidade beta
da pastagem devido a maior homogeneidade das comunidades de fungos da camada F.
em concluséo, as camadas organicas da floresta e da pastagem sé&o compartimentos de
significativa diversidade fungica e podem auxiliar no entendimento dos reais efeitos da
mudanga do uso dos solos tropicais.

Palavras-chave: ITS, mudanca do uso do solo, floresta tropical, serapilheira, diversidade
microbiana.
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CONTRIBUTION OF ORGANIC LAYERS TO THE DIVERSITY OF FUNGI IN
TROPICAL SOILS IN THE AMAZON

ABSTRACT

The organic layers of the soil are an important habitat for fungi, given the role of these
microorganisms in the decomposition of organic matter and in various interactions with
plants and their roots. This study evaluated how the fungal community of these layers
contributes to soil diversity estimates of an Eastern Amazon Forest and an adjacent
pasture. Organic layers of the forest in different stages of decomposition (L, F, H and its
subdivisions) and mineral soil were sampled and, in the pasture, the organic layers (L and
F) and mineral and rhizospheric soils were sampled. The sequencing of the internal
transcribed spacer (ITS) was performed using the Illumina platform. The results showed
a differentiation of communities between organic layers and mineral soil for both forest
and pasture, as well as a change in the composition of fungi communities between the
two land use systems. Considering the organic layers in the diversity analysis resulted in
an increase in the values of all diversity scales of both land use systems, except for the
pasture’s beta diversity due to the greater homogeneity of F layer fungus communities.
In conclusion, the organic layers of the forest and pasture are compartments of significant
fungal diversity and can help to understand the real effects of changing tropical land use.

Keywords: ITS, land use change, tropical forest, litter, microbial diversity.
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1 INTRODUCAO

Os fungos tem um importante papel na ciclagem de nutrientes em solos florestais,
uma vez que sao responsaveis por grande parte da decomposicdo da matéria organica.
Além de decompositores, agem como simbiontes ou patdgenos obrigatorios de outros
organismos (TERDESOO et al., 2016). Entender como as comunidades de fungos se
estruturam no solo pode ser importante para prever mudancas nos fluxos globais de
carbono e nitrogénio (MGUIRE et al., 2010), principalmente em ambientes fortemente
ameacados pelo desmatamento, como as florestas tropicais da bacia amazonica.

A diversidade de plantas tem efeito sobre as comunidades de fungos através da
quantidade e qualidade da serapilheira fornecida e, também, das raizes, que sdo
importantes compartimentos para a interacdo com fungos simbiéticos. O efeito da
qualidade do material vegetal ¢ maior nas comunidades de fungos da serapilheira, que se
distinguem-se daquelas do solo mineral (BALDRIAN et al., 2012; LUO et al., 2021).
Além disso, dentro da serapilheira podem existir diferentes microhabitats, j& que o
material organico apresenta distintos estagios de decomposicao. Esses estagios ja foram
apontados como o fator mais forte na estruturacdo das comunidades fangicas do solo de
florestas temperadas e boreais (ASPLUND et al., 2019; BALDRIAN et al., 2012;
LINDAHL et al., 2007; PAPA et al., 2014). Além de estruturar as comunidades, ja foi
verificada uma separacdo funcional das comunidades de fungos ao longo de estratos
organicos e minerais do solo, onde saprotréficos eram mais abundantes na serapilheira,
enquanto biotréficos dominavam a camada de himus adjacente e horizontes do solo
mineral (LINDAHL et al., 2007; ROSLING et al., 2003).

Na floresta Amazénica o compartimento organico do solo representa uma
importante fonte de nutrientes, ja que grande faixa da floresta se estabeleceu sobre solos
de baixa fertilidade. Para aumentar a capacidade de absorc¢éo dos nutrientes advindos da
mineralizacdo da serapilheira, a floresta, estrategicamente, concentra raizes finas nessa
regido, que se misturam & matéria organica em diferentes estagios de decomposi¢do
(HERRERA et al., 1978b). Visto o importante papel dos microrganismos na ciclagem de
nutrientes e na interagdo com as raizes das plantas, o horizonte orgéanico da Amazonia
provavelmente abriga uma elevada diversidade microbiana. Apesar disso, s0
recentemente esse horizonte tem sido considerado nos estudos de diversidade molecular
microbiana (ROCHA et al., 2021; RITTER et al.,, 2018; RITTER et al., 2020).

Recentemente, Rocha et al. (2021) observaram que a camada da serapilheira e de raizes



85

finas da Amazonia contribuiram fortemente para a diversidade beta de procariotos da
floresta. Ritter et al. (2018) n&o observaram correlagdo entre OTU de eucariotos da
serapilheira e do solo adjacente e encontraram independéncia dos fatores ambientais que
regulam cada substrato. Esses resultados sugerem que parte significativa da diversidade
microbiana pode estar acima do solo mineral e que o horizonte organico também deve ser
considerado nas avaliacGes de diversidade da Amazonia.

O bioma amazbnico detéem uma elevada, mas incompreendida diversidade de
fungos no solo (MAIA et al., 2020; RITTER et al., 2020) e, devido ao desmatamento,
essas comunidades podem ser perdidas antes mesmo de terem sido descritas. A abertura
de éreas agricolas € uma das principais causas de perda de cobertura florestal na
Amazonia e, consequentemente, de biodiversidade (TYUKAVINA et al., 2017; TIBBET
et al., 2020). Frente a essa ameaca, estudos surgiram no sentido de entender os impactos
da mudanca do uso do solo nas comunidades microbianas e em suas fun¢es. Mudancas
ao nivel de composicéo, diversidade e funcionalidade foram observadas, principalmente
impulsionadas pelas mudancas nas propriedades quimicas do solo (JESUS et al., 2009;
NAVARRETI et al., 2011; PAULA et al., 2014). Foi observado que a substituicdo de
entradas de C (raizes, serapilheira) de espécies florestais arbdreas para pastagem
modificam a ciclagem de C do solo (KROEGER et al., 2018) e que o desmatamento
aumenta a diversidade e abundancia de genes de resisténcia a antibiéticos (LEMOS et al.,
2021). Grande parte dos estudos foi voltada para diversidade de procariotos e 0s poucos
estudos sobre fungos apresentam divergéncias em relacdo a diversidade, sendo relatado
0 aumento ou diminuicao da riqueza e da diversidade com a conversédo (CERQUEIRA et
al., 2018; FRACETTO et al., 2013; MUELLER et al., 2014, 2016). Apesar disso, em
todos os estudos a composicdo de fungos foi alterada e Muller et al. (2016) observaram
um aumento de fungos generalistas na pastagem, indicando que o impacto da conversao
pode ser maior sobre fungos especialistas. Em uma floresta tropical da China, a converséo
aumentou a abundancia de fungos patogénicos facultativos em consequéncia da redugéo
de saprotroficos (SHI et al., 2019).

Este estudo levantou as hipoteses de que: (1) a diversidade da floresta é maior do
que de uma pastagem quando as camadas organicas sdo consideradas devido (2) a essas
camadas abrigarem elevada diversidade de microrganismos em relacdo ao solo mineral.
Para validar essas hipdteses, foi realizado o sequenciamento da regido ITS de diferentes
camadas do horizonte organico (folhas inteiras e decompostas da floresta e pastagem;
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humus apenas na floresta) e do solo mineral para avaliar e comparar a composicéo e

diversidade das comunidades de fungos entre os substratos e entre os usos do solo.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Descricdo da area e amostragem

O estudo foi realizado no Distrito de S&o Joaquim do Ituquara, municipio de
Baido, no Estado do Pard, Brasil. Foram coletados material de uma floresta nativa e de
uma pastagem adjacente no més de dezembro de 2017. De acordo com o Sistema
Brasileiro de Classificacdo dos Solos, os solos foram classificados como Espodossolo na
area de floresta e Latossolo, na pastagem. O clima da regido € classificado como tropical
de mongdes (Am — Classificacdo de Kdppen), com temperatura média de 26.3°C e
pluviosidade média anual de 2.202 mm.

Para a coleta, foi delimitado um transecto de 250 m em cada &area, com cinco
pontos de coleta igualmente espacados em 50 m. A distancia entre o ultimo ponto de
coleta da floresta e o primeiro ponto da pastagem foi de 100 m. Em cada ponto, com
auxilio de gabarito metalico de 25 x 25 cm, foram coletadas amostras compostas,
formadas por trés subamostras, de camadas organicas e, também, do solo mineral. Estas
foram definidas como camadas L, F e H, que foram subdivididas em subcamadas
conforme sua diferenciacdo morfoldgica, além dos 10 primeiros cm da por¢do mineral do
solo. A forma de distingéo e coleta do material foi baseada em trabalhos de classificagio
de formas de himus e no exame visual do material amostrado (TOUTAIN, 1981; PONGE
et al., 2003). Na Floresta, foram identificadas e coletadas sete camadas distintas, assim
denominadas: L (“litter”); F (“fragmented litter”); uma transicdo entre F e o horizonte H,
aqui denominada FH; Hi, H., Hs, que sdo subdivisbes do horizonte H e cujas
caracteristicas sdo destacadas adiante; e o solo mineral. Ja na pastagem, foram
identificadas e coletas as camadas L e F, a por¢do mineral do solo e o solo rizosférico de
plantas de Urochloa sp. As demais camadas identificadas na floresta ndo estavam
presentes na pastagem. Daqui em diante, utilizaremos os termos “piso da floresta” e “piso
da pastagem” para designar o conjunto de todas as camadas (organicas e mineral) desses
ambientes.

A camada L era constituida por folhas da serapilheira recém caidas e nédo

fragmentadas. A F se constitui de folhas fragmentadas e pequenas quantidades de material
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organico fino. A FH ¢é caracterizada por uma abundéncia de raizes misturada as folhas
fragmentadas e contendo uma maior quantidade de matéria organica fragmentada com
didmetro menor que 2 mm. A camada H foi subdividida em trés subcamadas conforme
sua diferenciagdo morfologica: a primeira, Hi, se caracteriza pela abundancia de material
organico fragmentado e fino, com uma alta abundancia de raizes de arvores e outras
plantas da floresta; a segunda, Hz, possui visivelmente uma menor abundéncia de raizes;
e a terceira, Hs, se constitui numa transi¢do entre a camada organica e o solo mineral,
com uma mistura abundante de matéria organica e areia. Por fim, a por¢do mineral se
caracterizou por uma textura prioritariamente arenosa.

Ap0s a coleta, as amostras foram peneiradas em malha de 2 mm (exceto L e F das
duas &reas) e, posteriormente, armazenadas a -80°C. Dessa forma, foram coletas cinco
repeticdes de oito camadas (incluindo o solo mineral) advindas da floresta e quatro

camadas da pastagem (incluindo solo mineral e rizosférico), totalizando 60 amostras.

2.2 Anélise quimica do solo

As andlises foram realizadas pelo Polo INOVASOLOS da Embrapa Solos, com
base nas recomendac6es do Manual de Analise de Solo (EMBRAPA, 1997).

As amostras das camadas organicas (L, F, FH, FHg, H1 e H2 da florestae L e F
da pastagem) submetidas inicialmente a um bloco digestor (exceto para analise de
potassio, que se deu por meio de digestdo em micro-ondas). O nitrogénio foi quantificado
por destilador Kjeldahl e o potassio por fotbmetro de chama. Os demais elementos (P,
Ca, Mg, Cu, Fe, Mn e Zn) foram analisados por espectrometria de absorc¢ao atdmica.

Para as camadas organominerais (Hs da floresta e rizosfera da pastagem) e
minerais (solos de floresta e pastagem) foram analisados: carbono organico pelo método
do dicromato de potédssio em meio sulfurico e titulagdo; nitrogénio total pelo método
Kjeldahl. O micronutrientes Cu, Fe, Mn e Zn foram extraidos por Mehlich-1 e
determinadas por espectrometria de absorcdo atdmica. Os cations Ca®*, Mg?* e AI** foram
extraidos por meio da solugdo de KCI 1 mol L. Para H + Al foi utilizada a solucéo de
acetato de calcio 0,5 mol L apH 7,0. A extracdo de Na*, K* e P foi realizada com solugio
de H2SO4 0,0125 mol Lt + HCI 0,05 mol L. Os teores de Ca** e Mg?" foram
determinados por espectroscopia de absorcao atdmica; K* e Na* por fotometria de chama;
P por espectrofotdmetro UV-Vis; AI** e H + Al por titulometria. As bases trocaveis (ES)
foram calculadas pela soma de Ca?*, Mg?* e K*. A capacidade de troca cationica (CEC)
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foi calculada pela soma de BS e da acidez potencial (H + Al). A saturagéo por bases (V%)
foi calculada como a razdo entre cations trocaveis e CEC, multiplicada por 100.

A andlise de abundancia natural dos isdtopos **C e N foi realizada para todas as
amostras pelo Laboratério John Day da Embrapa Agrobiologia, Seropédica - RJ, Brasil.
As amostras foram secas a 60°C, homogeneizadas e moidas em po6 fino em moinho de
bola. Apds, em triplicata, as amostras foram pesadas em céapsulas de estanho. A
quantidade analisada baseou-se nos valores de N total das analises anteriores, dividindo
o valor 4 (40 p de N total na amostra, que é a escala maxima de leitura do espectrémetro

de massa utilizado - Finnigan MAT, Bremen, Germany) pelo teor de N total (%).

2.3 Extracao de DNA e sequenciamento de alto rendimento

Amostras com fragmentos grosseiros (L, F e FH) foram maceradas em nitrogénio
liquido. A extracdo de DNA foi realizada com o kit DNeasy Power Soil (Qiagen, Hilden,
Alemanha) de acordo com as recomendacdes do fabricante, utilizando 0,25 g de amostras
maceradas e 0,50 g das demais. O sequenciamento foi realizado pelo Institute for
Genomics and Systems Biology Next Generation Sequencing (IGSB-NGS) do
Laboratorio Nacional de Argonne (Chicago, EUA). A regido ITS1 do espacador transcrito
interno  (ITS) foi amplificado com o0s conjuntos de iniciadores ITS1f-1TS2
(EMP.I1TSkabir) pela plataforma Illumina MiSeq (2 x 250 pb paired-end), seguindo os
protocolos de amplificacdo do Earth Microbiome Project (THOMPSON et al., 2017).

2.4 Processamento de dados do sequenciamento

As sequéncias obtidas foram analisadas por meio da pipeline DADA2 para
ITS(1.8) (CALLAHAN et al., 2016) incorporada ao software R (R CORE TEAM, 2021).
Para isso, utilizou-se o pacote “dada2” (CALLAHAN et al., 2016). As sequéncias foram
desmultiplexadas e filtradas quanto a sua qualidade (Q score menor que 20). Devido a
baixa qualidade das sequéncias reverse, apenas as sequéncias foward foram mantidas. Foi
utilizado o banco de dados UNITE versdo 04.02.2020 (ABARENKOQV et al., 2020) para

atribuicdo de taxonomia.

2.5 Analises de dados e estatistica
As anélises dos dados foram realizas no software R (R CORE TEAM, 2021).

Sequéncias de baixa prevaléncia e ndo fangicas foram descartadas. O comprimento do
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gradiente de distribuicdo das ASVs foi verificado pela analise de correspondéncia
destendenciada (DCA). O escalonamento multidimensional ndo métrico (NMDS) foi
utilizado para visualizar a estrutura das comunidades de fungo entre as camadas, com
base na matriz de distancia de Bray-Curtis, no pacote phyloseq. A analise de variancia
multivariada permutacional (PERMANOVA) (ANDERSON, 2001) foi aplicada para
observar diferencas significativas nas estruturas das comunidades, também com base na
matriz de distancia de Bray-Curtis no pacote vegan (OKSANEN et al., 2020).

A composicdo taxondmica das comunidades foi avaliada através da abundancia
relativa dos niveis taxonémicos. Para medir os indices de diversidade alfa, os dados foram
rarefeitos para 0 menor nimero de leituras obtido (6724 reads). A andlise de particdo de
diversidade foi realizada utilizando Hill numbers, através do pacote Entropart
(MARCON; HERAULT, 2015). Os Hill numbers geram ntmeros efetivos de espécies
igualmente frequentes para cada valor de ordem “q” em uma estrutura unificada, tornando
possivel a interpretacdo e comparacdo direta (CHAO et al., 2014). Foram utilizadas as
ordens g=0 (atribui peso igual a todas as espécies, inclusive as raras, representando a
riqueza de espécies), g = 1 (exponencial da entropia de Shannon, que atribui as espécies
peso proporcional a sua frequéncia, representando o numero de espécies comuns da
comunidade) e g = 2 (inverso de Simpson, representando espécies dominantes) (JOST,
2006). O particionamento de diversidade foi aplicado em todas as camadas tanto da
floresta, quanto da pastagem, assim como para o0 piso da floresta e o piso da pastagem.
Entretanto, para melhorar a visualizacdo dessa analise, as camadas FH e FHc foram
analisadas conjuntamente (denominadas FH), assim como as camadas Hi, H> e Hg,
formando.

Também foram calculadas as medidas de diversidade alfa (Chaol e Shannon)
individualmente para cada camada organica e solo mineral e para os sistemas de uso da

terra como um todo pelo pacote phyloseq.

2.6 Analise de redes de correlacéo

A andlise de rede de correlacdo foi realizada a fim de observar como as relagdes
taxonémicas se ddo nas diferentes camadas da floresta e da pastagem. As redes foram
construidas com SparCC por meio do pacote microeco (LIU et al., 2021) no ambiente R.
SparCC foi executado com as configuragdes padréo e apenas associacdes comp <0.01 e
correlagfes > 0.3 foram mantidas. Os nos das redes representam taxas ao nivel de filo e
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as arestas, correlacGes positivas ou negativas entre os nés. Para visualizagdo das redes,
foi utilizado o pacote igraph e o software Gephi, determinando o arranjo com o algoritmo

de Fruchterman-Reingold.

2.7 Predicdo funcional com FunGuild

O banco de dados FUNGuild (NGUYEN et al., 2016) foi utilizado na
caracterizagdo funcional dos fungos, ao nivel de género. Foram determinados os modos
troficos (patotrofico, patotrofico - saprotréfico, saprotréfico - simbiotrofico, patotrofico -
simbiotroéfico, saprotrofico, saprotrofico - simbiotrofico e simbiotrofico) e guildas, como
patdgenos animais, patdégenos de plantas, fungos parasitas, sapréfitas de madeira e
saprofitas indefinidos. Apenas os niveis de confianga “altamente provavel” e “provavel”
foram considerados e grupos com modo tréfico ndo atribuido foram removidos. As
abundancias dos modos troficos foram comparadas dentro de cada uso do solo, por meio
do teste de Kruskal-Wallis a 5% de significancia com o método de ajuste FDR (False

Discovery Rate), pelo pacote agricolae.

3 RESULTADOS

3.1 Propriedades quimicas do solo

Os nutrientes foram analisados com diferentes metodologias nas camadas de
natureza vegetal (L a Hz) e mineral (Hs, solo mineral e solo rizosférico). Portanto, deve-
se tomar cuidado nas comparacGes das concentracdes entre as camadas organicas e
minerais.

Na floresta, a relagdo C:N diminuiu em profundidade, da camada L para a camada
H>, o que equivale a dizer que ela foi menor em camadas de estagio de decomposicéo
mais avancado (Apéndice B). As concentracles de K, Ca, Mg, Cu, Mn, Zn diminuiriam
no mesmo sentido, enquanto a concentracdo de Fe aumentou. O P teve maior
concentracdo na liteira e menor no horizonte orgénico (camadas Hi e Hz). Na pastagem,
as concentragdes de Ca, Mg, °C e a relagdo C:N foram maiores na camada L se
comparadas a camada F.

No que diz respeito aos solos (Apéndice C), ambos podem ser considerados
acidos, porém o pH foi significativamente menor no solo da floresta, com média de 4,3

contra 5,68 e 5,76 nos solos mineral e rizosférico da pastagem. O solo da pastagem
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apresentou maiores concentracdes de Ca, Fe, Mn e Zn. Na floresta, por sua vez, foram

observadas maiores concentracdes de Al, *C e C organico.

3.2 Composicao taxondmica e estrutura das comunidades

Apods a filtragem de quimeras, sequéncias de origem ndo fldngica ou néo
classificadas ao nivel de filo (24.6%), atribuimos 915.011 sequéncias a 11.158 ASVs. Na
média geral dos dados, os filos dominantes foram Ascomycota (53.80%) e Basidiomycota
(42.59%) e em menor proporcdo, Mucoromycota (2.34%) e Mortierellomycota (1.21%)
(Figura 1). Os demais filos basais tiveram abundancia relativa inferior a 1%
(Calcarisporiellomycota, Kickxelomycota, Chytridiomycota). O uso da terra nao
modificou a maior abundéncia relativa de Ascomycota em relacéo a Basidiomycota com,
respectivamente, 53.6% e 41.4%, na floresta, e 54.3% e 45.3%, na pastagem. Entretanto,
em algumas camadas especificas, verificou-se maior abundancia de Basidiomycota em
relagcdo a Ascomycota com, respectivamente, 50.4% e 48.8% na camada F e 56.1% e 42%
em H: da floresta e 62.2% e 37.5% na rizosfera da pastagem. As diferengas de
porcentagem de Basidiomycota e Ascomycota foram maiores nas camadas de raizes
(camada Hy, da floresta, e rizosfera da pastagem). As abundancias de Mortierellomycota
e Mucoromycota foram crescentes em profundidade, principalmente nas camadas de
himus e solo mineral da floresta. Na pastagem, esses filos, juntamente com
Calcarisporiellomycota e Kickxelomycota, que apesar das baixas abundancias (< 1%),

estavam mais relacionados ao solo mineral e a rizosfera.
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Figura 1 — Abundancia relativa de filos fungicos nas camadas organicas em diferentes
estagios de decomposicao e no solo mineral da floresta e da pastagem, onde
L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura
de folhas fragmentadas e himus; Hy, himus com raizes finas; Hz, himus; Hs,
hdmus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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Floresta e pastagem apresentaram distintas composi¢cfes de géneros flngicos
(Figura 2). Nas camadas da floresta havia mais géneros dominantes em relacdo a
pastagem. Para facilitar a interpretacdo dos dados, foram representados apenas géneros
com abundancia relativa acima de 7%. No geral, 53.3% dos géneros da floresta
apresentaram abundancia relativa inferior a 7%, contra 87% dos géneros na pastagem,
com destaque para a camada L, com 84.7%. Alguns géneros se concentravam em camadas
especificas, como, por exemplo, Cladosporium nas camadas L e F da floresta e
Beltraniella e Marasmiellus em L da pastagem. Em contrapartida, outros géneros
apresentaram presenca crescente nas camadas de humus da floresta, como Trichoderma
e Trechispora, e Hygrocybe no solo e rizosfera da pastagem, com destaque para sua
presenca em 41% das leituras da rizosfera. Para consultar niveis taxondmicos, consultar
Apéndices C, D e E.
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Figura 2 — Abundancia relativa de géneros flngicos nas camadas organicas em diferentes
estagios de decomposicao e no solo mineral da floresta e da pastagem, onde
L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura
de folhas fragmentadas e himus; Hy, himus com raizes finas; Hz, himus; Hs,
hdmus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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As diferencas de composi¢do de fungos entre as camadas e o0s usos do solo,

refletiram-se na estrutura das comunidades. A DCA (Apéndice F) revelou um longo

gradiente na floresta (8.21 desvios padrdo) e na pastagem (8.36 desvios padrdo). ANMDS

(stress = 0.1331 — Figura 3) mostrou a separacdo das comunidades da floresta e pastagem

em grupos distintos e um gradiente de distribuigdo e substituicdo de espécies ao longo do
perfil de camadas de cada ambiente. Por meio da PERMANOVA (F = 1.65, p < 0.001),
foram identificadas cinco estruturas de comunidades significativamente diferentes na
floresta (L/F, F/FH/FHc, FH/FHc/H1, Hi/H2/Hs, Ho/Solo) e apenas duas na pastagem

(L/F, Rizo/Solo).



94

Figura 3 — Analise de escalonamento multidimensional ndo-métrico (dissimilaridade de
Bray-Curtis) das camadas organicas em diferentes estagios de decomposicéo
e solo mineral da floresta e da pastagem (A), perfil do solo da floresta (B) e
da pastagem (C), onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e humus; Hi, himus com
raizes finas; Hz, himus; Hs, humus misturado ao material mineral do solo;
Rizo, solo rizosférico.
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Fonte: Ederson C. Jesus (2018).

3.3 Analise de particdo de diversidade

A fim de facilitar a interpretacdo e visualizacdo dos dados, na analise de particdo
de diversidade (Figura 4) da floresta as camadas FH e FHc foram unidas e denominadas
de FH e as camadas de humus Hz, Hz e Hz também foram unidas e denominadas de H.

Na floresta, as camadas organicas apresentaram maior valores de riqueza de ASVs
(g = 0) em relacdo ao solo mineral paras as escalas de diversidade alfa e gama com
maiores valores para FH e L, respectivamente. Para diversidade beta, o nimero efetivo
de comunidades foi maior para as camadas L e F, indicando maior heterogeneidade
espacial nessas camadas. Ainda para diversidade beta, o nimero efetivo de comunidades
foi intermediério para o solo mineral e menor para H e FH em todas as ordens. Na
pastagem, a rizosfera apresentou 0s menores valores para todas as ordens das escalas de

alfa e diversidade gama e a camada F, os menores valores para diversidade beta.
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Comparando o solo mineral da floresta com o da pastagem, os valores riqueza de
ASVs foram maiores para o solo mineral da pastagem em todas as escalas de diversidade
e, para a diversidade beta, todas as ordens ‘q’ apresentaram valores maiores também para
o0 solo mineral da pastagem. Entretanto, quando todas as camadas foram consideradas
conjuntamente, o piso da pastagem apresentou maior diversidade alfa em relacdo ao piso
da floresta, principalmente para os valores de riqueza de ASVs (q = 0) e exponencial de
Shannon (g = 1). Na diversidade beta, o piso da floresta foi superior para os valores de
riqueza de ASVs e exponencial de Shannon e na diversidade gama, apenas na riqueza de
ASVs.

3.4 Indices de diversidade alfa individuais

Na analise de diversidade alfa individual para as camadas, na floresta, foi
observada maior riqueza de Chaol nas camadas L e F (F = 23.4, P < 0.001 — Figura 5A).
A rigueza do solo mineral nao diferiu das encontradas nas camadas de humus da floresta.
Na pastagem, houve diferenca da riqueza entre F e rizosfera (F =4.72, p=0.0177 — Figura
5C). Quanto ao indice de Shannon, na floresta, a diversidade de L foi superior a Hi, Hz e
solo mineral (F = 3.60, p = 0.0065 — Figura 5B) e ndo houve diferenca significativa entre
as demais camadas. Na pastagem, ndo houve diferenca entre a diversidade de fungos das
camadas (F =2.27, p = 0.1247 - Figura 5D). Considerando em conjunto todas as camadas
de um mesmo sistema de uso do solo, foi observado aumento de riqueza (F = 7.15, p =
0.009 — Figura 5E) e diversidade (F = 9.21, p = 0.004 — Figura 5F) na pastagem.

3.5 Andlise de redes de correlagéo

As redes construidas para as camadas da floresta (Figura 6; Apéndice G)
indicaram um maior grau de complexidade das interacfes entre taxa nas camadas de
hamus, em especial na camada H>. Percebe-se que ha uma diminuicdo em seu diametro,
namero de nds e arestas nas da camada L para a F e FH, com um aumento nas camadas
H, atingindo um méaximo na camada H». De fato, a camada H> apresentou 0os maiores
valores desses parametros, além de um maior grau médio e comprimento medio de
caminho, o que demonstra sua maior complexidade. As comunidades do solo mineral
apresentaram 0s menores valores desses parametros, o que demonstra sua menor
complexidade. A modularidade das redes ndo variou expressivamente entre as

comunidades das diferentes camadas. No caso da pastagem, as comunidades do solo
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rizosférico e, especialmente, mineral foram as mais complexas, com um maior grau
médio, maior nimero de nds e arestas, maior didmetro e menor modularidade. A camada
com a menor complexidade foi a F, que, em geral, apresentou menores valores desses

parametros.

Figura 4 — Analise de particdo de diversidade para camadas organicas e solo mineral da
floresta e pastagem. Ordens: q = 0, riqueza de ASVSs; q = 1, exponencial da
entropia de Shannon para ASVs igualmente ponderadas; q = 1, inverso do
indice de Simpson para taxas dominantes.
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Figura 5 — Riqueza de Chaol e indice de Shannon para camadas da floresta (A e B,

respectivamente), pastagem (C, D) e uso do solo (E, F). Piso da floresta e piso
da pastagem representam o célculo dos indices considerando todas as
camadas. Barras representam desvio padréo das repeti¢des. Letras diferentes
representam diferenca significativa entre as camadas pelo teste de Tukey a
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5% de significancia. L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus; Hy, hGmus com
raizes finas; Hz, himus; Hs, himus misturado ao material mineral do solo;
Rizo, solo rizosférico.
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Figura 6 — Redes de correlacdo das camadas organicas em diferentes estagios de
decomposicéo e do solo mineral da floresta e da pastagem, onde L representa
camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de folhas
fragmentadas e humus; Hi, himus com raizes finas; Hz, himus; Hs, himus
misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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3.6 Grupos funcionais
As comunidades de fungos de cada camada orgéanica do solo mineral de ambos 0s

sistemas foram classificadas pelo seu modo trofico (Figura 7) e informacgdes das
principais guildas ecologicas (Apéndices H, I). A classificagdo dos modos tréficos foi
relacionada aos dados de abundancia relativa dos géneros classificados.

Os modos troficos saprotrofico-simbiotrofico e saprotrofico apresentaram as
maiores abundancias relativas na floresta; na pastagem, os modos patotrofico-
saprotrofico, saprotrofico e saprotréfico - simbiotrofico foram os mais abundantes. Ao se
comparar as camadas dentro de cada sistema, vé-se que na floresta, os saprotréficos foram
mais abundantes nas camadas organicas e 0s saprotroficos-simbiotroficos no solo
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mineral. A abundancia dos saprotrofico e patotrofico-saprotrofico-simbiotrofico
aumentou com a profundidade, se tornando méxima na camada H3, o que indica uma
maior afinidade por camadas com matéria organica em estado mais avancado de
decomposicdo. Na pastagem, o modo saprotrofico-simbiotréfico predominou no solo se
comparado a serapilheira. Por sua vez, o patotrofico-saprotréfico foi mais abundante na

serapilheira em comparacao ao solo.

Figura 7 — Abundancia relativa de modos troficos de fungos nas camadas organicas em
diferentes estagios de decomposicao e no solo mineral da floresta e pastagem.
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4 DISCUSSAO

Este estudo forneceu novas percepcOes a respeito da contribuicdo do
compartimento organico do solo na diversidade de fungos em solos tropicais e de como
esse compartimento é importante para estudar os efeitos da mudanca de uso do solo na
comunidade fungica.

As camadas organicas e o solo mineral abrigaram distintas comunidades fungicas
tanto na floresta quanto na pastagem. Além disso, as comunidades também foram
diferentes entre os dois sistemas de uso do solo. Os fungos participam da decomposi¢édo
da serapilheira e de seus subprodutos e, portanto, a qualidade do material organico nas
diferentes fases desse processo afeta a estrutura das comunidades do horizonte orgéanico
(ASPLUND et al., 2019; HABTEWOLD et al., 2020; MCGUIRE et al., 2012), mas ndo
necessariamente as comunidades do solo mineral subjacente (PRESCOTT; GRAYSTON,
2013; RITTER et al., 2018). Na floresta, observou-se uma sobreposi¢do de comunidades
que se diferenciaram gradualmente em direcdo ao solo mineral, onde, no geral,
comunidades nas camadas de folhas (inteiras e fragmentadas) foram diferentes das
comunidades das camadas de raiz e hiumus que, por sua vez, se diferenciaram da
comunidade do solo mineral. Na pastagem, o mesmo foi observador entre as camadas de
folhas, porém o solo mineral e rizosfera formaram uma Unica comunidade. Essa
estruturacdo sugere uma certa especificidade das comunidades de fungos com as camadas
do solo, e isso pode ser particularmente importante para a preservacao da floresta.

Junto as diferenciacdes das comunidades, alguns estudos verificaram que a
riqueza e diversidade de fungos diminuiam da serapilheira em dire¢&o ao solo mineral em
florestas (ASPLUND et al., 2019; LUO et al., 2021). Em sistemas agricolas esse tipo de
investigacdo ¢ menos frequente e geralmente as comunidades do solo sdo contrastadas
apenas com a rizosfera (ZHANG et al., 2017; ESSEL et al., 2019). Mesmo com as
evidéncias de que as camadas organicas abrigam elevada diversidade fungica na floresta,
estudos de diversidade de microrganismos do solo geralmente negligenciam essas
camadas nas analises (por exemplo, MULLER et al., 2014), provavelmente subestimando
os resultados encontrados, principalmente em ambientes tdo dependentes do horizonte
organico como algumas florestas da Bacia Amazonica (HERRERA et al., 1978).

A diversidade alfa no solo mineral foi maior na pastagem, o que esta de acordo
com Cerqueira et al. (2018). Ao contrario do que se esperava, mesmo incluindo as

camadas organicas nas avaliagdes, a diversidade alfa seguiu maior na pastagem.
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Entretanto, a adicdo das camadas organicas elevou substancialmente os valores de riqueza
de ASVs na particdo da diversidade alfa tanto da floresta, quanto da pastagem,
confirmando parcialmente as hipoteses desse estudo. De fato, a contribui¢do na riqueza
de ASVs do piso da floresta foi impulsionada principalmente pelo conjunto de camadas
FH e H, regido rica em raizes finas que desempenham o importante papel de conservacao
de nutrientes na Amazodnia (HERRERA et al., 1978)). Além da serapilheira, a renovacao
de raizes finas e seus exsudados também representam uma importante entrada de C no
solo (PHILIPPOT et al., 2013). Além da serapilheira, a renovacao de raizes finas floresta,
em geral, foram encontradas elevadas abundancias relativas de géneros classificados
como saprotroficos e patotroficos-saprotréficos-simbiotréficos, principalmente entre as
camadas FH e Hs. Essas camadas foram dominadas por Trechispora (saprotroficos) e
Trichoderma (patotréficos-saprotroficos-simbiotroficos), que juntos, representaram mais
de 50% da abundancia relativa das camadas FH a Hs. Além de saprotroficas, espécies de
Trechispora j& foram sugeridas como biotroficas e possivelmente ectomicorrizicas
(VANEGAS-LEON et al., 2019). Trichoderma é considerado um colonizador tardio com
tendéncia de aumentar sua abundancia durante a decomposi¢do (OSONO et al., 2006),
mas algumas de suas espécies tem um papel importante no controle de fitopatdgenos e na
promoc¢do do crescimento das plantas (STEWART; HILL. 2014). Entretanto, é preciso
ter cautela ao interpretar esses resultados, pois Baldrian et al., (2012), através de anélise
de RNA, observaram que taxas fangicos altamente ativos no horizonte organico do solo
apresentaram baixa abundincia ou mesmo auséncia no “pool” de DNA. As comunidades
da filosfera também podem ter contribuido para o aumento da riqueza de ASVs na
diversidade alfa do piso da floresta, ja que alguns fungos tém capacidade de alternar seu
estilo de vida de endofitos para saprotréficos e participar do processo de decomposicdo
(SELOSSE et al., 2018). O género Cladosporium, por exemplo, apresentou abundancia
relativa de 27% e 14%, respectivamente, nas camadas L e F da floresta. Esse género tem
sido frequentemente isolado da filosfera de diferentes plantas e é considerado um
colonizador precoce, com alta abundancia inicial, mas que diminui durante a
decomposicdo (OSONO et al.,, 2006; SADAKA; PONGE, 2003; VORISKOVA;
BALDRIAN, 2013). Na pastagem, provavelmente a camada F foi a que mais contribuiu
para os valores de riqueza de ASVs da diversidade alfa do piso da pastagem,
surpreendentemente apresentando valor superior ao da rizosfera, uma regido considerada
de alta atividade e diversidade microbiana (KUZYAKOV et al., 2015).
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Aproximadamente, 50% da abundancia relativa de géneros da camada F da pastagem foi
composta por fungos patotroficos-saprotréficos. Apesar dos modos tréficos ndo terem
sido comparados entre os sistemas de usos da terra, a elevada abundancia de patotréficos-
saprotroficos ndo foi observada na floresta (abundancia maxima de 16% na camada L da
floresta), sugerindo um possivel aumento relativo de patdgenos facultativos na pastagem,
0 que ja foi observado em outros estudos, inclusive na amazénia (CERQUEIRA et al.,
2018; SHI et al., 2019). Fungos do filo Glomeromycota, que seriam importantes
colonizadores das camadas de raizes, foram subestimados no conjunto de dados devido
ao uso do biomarcador ITS, considerado subotimo para FMA (SCHOCH et al., 2012), e
por isso, uma insignificante abundancia de géneros foi classificada como simbiotréficos
em ambos os usos do solo.

A contribuicdo das camadas organicas também foi verificada para outras escalas
de diversidade (beta e gama). Analisando a diversidade beta apenas do solo mineral,
observou-se um aumento da riqueza de ASVs (q = 0) e diversidade de Shannon (g = 1)
na pastagem, mas, com a adigdo das camadas organicas, esses valores no piso da floresta
tornaram-se maiores aos do piso da pastagem, que foi influenciado negativamente pela
camada F e rizosfera (PROBER et al., 2015; ZINGER et al., 2011). Cerqueira et al. (2018)
sugeriram uma tendéncia de homogeneizacdo bidtica de fungos em pastagens na
Amazonia ao observarem menor dissimilaridade entre as comunidades da pastagem em
relacdo as da floresta. Dois estudos importantes sobre diversidade beta da comunidade
bacteriana na Amazoénia revelaram resultados contrastantes, onde Rodrigues et al., 2013
encontraram diminuicdo da diversidade beta na pastagem, enquanto Carvalho et al.
(2016) observaram aumento na pastagem e também em uma é&rea de agricultura
mecanizada. Apesar das comunidades de bactérias e fungos responderem de forma
diferente as variaveis bidticas e abidticas do solo como um todo (HE et al., 2017;
HABTEWOLD et al., 2020) o fato é que nenhum desses estudos incluiram as camadas
organicas e ndo se pode afirmar até que ponto esse compartimento afetaria os resultados.
Entretanto, recentemente em um estudo semelhante ao presente trabalho, Rocha et al.
(2021) observaram que as diversidades beta e gama de procariotos foram geralmente
maiores nas florestas quando as camadas de serapilheira e raizes eram consideradas. Esses
achados, juntamente com os resultados deste estudo, refor¢cam a contribuicéo das camadas
organicas para o turnover das comunidades microbianas da floresta e a necessidade de se

incluir o compartimento orgéanico em estudos de diversidade.
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Redes de co-ocorréncia individuais para cada camada da floresta e da pastagem
foram criadas para avaliar a complexidade das interacGes fungicas. As redes revelaram
que as interagcdes na pastagem sdo mais complexas do que na floresta. Um resultado
interessante foi que, as redes das camadas organicas da floresta eram muito mais
complexas do que a do solo mineral, ao contrario da pastagem, que revelou redes mais
complexas no solo mineral e na rizosfera. Além disso, as interages de todas as redes
foram majoritariamente negativas, o0 que pode estar sugerindo uma elevada competicéo
entres os taxas. Mundra et al. (2021) encontraram um forte particionamento de nicho com
a profundidade do solo, refletindo na diversidade de comunidades bacterianas e na
complexidade de interagdes inter-reinos. A analise de redes sugete que as interacdes
bidticas na floresta, observadas em profundidade, na verdade, sdo um reflexo da natureza
do substrato e que esse gradiente de substratos pode ser importante para os estudo de
comunidades microbianas. Por exemplo, a rede da camada Hz destacou-se, sendo a mais
complexa da floresta. Cabe ressaltar que essa pode ser uma importante regido do
horizonte organico, visto que grande parte de suas ASVs nédo puderam ser classificadas
ao nivel de género, sugerindo limitacdo do banco de dados e/ou presenca de novas

espécies.

5 CONCLUSAO

Tomados em conjunto, os resultados deste estudo sugerem que as camadas
organicas do solo sdo um importante reservatorio de diversidade fngica na floresta e que
a conversdo da floresta a pastagem leva a um aumento expressivo da diversidade no solo
mineral e rizosférico. As camadas organicas incrementaram substancialmente os valores
de riqueza de ASV, permitindo detectar diferencas de beta e diversidade gama em relagéo
a pastagem, apesar da diversidade alfa seguir maior na pastagem. Sugere-se que a
diversidade de outros grupos microbianos também seja investigada utilizando essa

abordagem.
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APENDICE A — Propriedades quimicas das camadas organicas da floresta e da pastagem. Valores representam a média e o desvio padréo de cinco
repeticdes. L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus; Hi, himus
com raizes finas; Hz, himus; Hs, himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.

. . Floresta Pastagem
Propriedades Unidade 3 = Fhc m H 3 F

N g Kg? 13.1+25 16.3+2.6 18.8+2.9 12.8+5.6 126 +2.6 735+1.2 75+23

P g Kg? 272.2+102.3 318.8+75.1 2940+67.1 156.7+64.7 126.6+16.2 1924+453 182.6 + 37

K mg Kg'* 1.2+05 1.1+04 08+0.2 0.3+0.08 0.2+0.01 0.4 +0.09 0.3+0.05
Ca mg Kg'* 5325+ 1670 4145+ 1027 1576 + 857 301+ 35 273 +148 5195 + 504 3840 + 245
Mg mg Kg'* 2054 +688.3 1638+ 716 803 + 375 282 +182 210 + 148 1298 + 504 797 £ 225
Cu mg Kg'* 85.6 £93.9 49+13 402+1.3 15+05 0.26£0.6 513+2.3 342+ 0.9
Fe mg Kg'* 149.2+458 269.6 £47.4 398.80+75.3 393.40+ 156.5 383.40+ 117 344.40+81.8 2514.4+899.9
Mn mg Kg'* 90.3+29.5 919+375 6024+21.1 17.66%3.9 891+35 99.34+264  94.98+24
Zn mg Kg-1 16.5+25 19.6+7.9 17.80+6.2 8.29+3.3 721+£22 28.74+£3.2 21.08+4
13C g Kg? 466.37 £22.5 476.5+20.3 478.24+30.7 417.54+74.1 368.67 £29.9 42513+12.6 247.06+28
15N g Kg? 1.3+0.3 1.64+0.2 1.91+0.3 1.96 +0.5 1.61+0.3 0.73+0.2 0.70+0.08
C:N - 40+ 8 40+ 8 25+3 22+ 4 24 +7 57+3 35+5
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APENDICE B - Propriedades quimicas das camadas organominerais da floresta e da pastagem. Valores representam a média e o desvio padréo de
cinco repetigoes.

Propriedades Unidade Floresta Pastagem -
Hs Solo Solo Rizosfera
Corg g Kg? 829+18.1 15.86 £ 3.7 10.62+1.3 1798 £3.8
N g Kg? 56x1.0 1.16+04 0.96 £ 0.15 1.48+0.3
P mg Kg* 74+15 24015 2.60 £2.07 440+£0.9
Ca* cmol Kg'? 0.8+0.3 0.22 £0.08 124+04 2.08+£0.6
Mg?* cmol Kg'? 1.0+£04 0.22 £ 0.005 054+£04 0.8x£0.2
K* cmol Kg'? 0.16 £0.05 0.02 £ 0.005 0.03+£0.01 0.09 £0.02
Na* cmol Kg'? 0.18+0.11 0.04 £0.01 0.02 £0.004 0.02 £ 0.005
Cu mg Kg*! 0.12+£0.03 0.07 £0.08 0.11+£0.04 0.11£0.07
Fe mg Kg*! 8.13£1.3 3.96+£0.9 17.38£4.9 2290£5.1
Mn mg Kg*! 3.46+£2.38 0.34+£0.3 9.58+25 481+1.1
Zn mg Kg*! 530+ 34 0.72+0.2 2.00+£0.7 0.93+£0.2
Al cmol Kg'? 3.94+£09 1.04+£04 0.01+0 0
pH (H20) - 3.82+£0.2 43x0.3 5.68+0.4 576 £0.2
13C g Kg* 13.60+£2.3 243+£0.5 1.26+0.2 2.95+0.7
15N g Kg* 0.67 £0.09 0.12+£0.04 0.08 £ 0.01 0.18+£0.04
C:N - 201 216 15+04 161
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APENDICE C — Abundancia relativa de classes fngicas nas camadas organicas em
diferentes estagios de decomposicdo e no solo mineral da floresta e da
pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus; Hy, hGmus com
raizes finas; Hz, himus; Hs, himus misturado ao material mineral do solo;
Rizo, solo rizosférico.

Floresta Pastagem
1.00
o 0.751
=
©
o
©
‘o 0.501
c
«©
o
c
3
< 0.257
0.001
L F FH FHc H; H,; H; Solo L F Rizo Solo
Camada
Classe < 1% Leotiomycetes Mortierellomycetes Microbotryomycetes
cl Agaricomycetes Dothideomycetes Tremellomycetes Archaeorhizomycetes
asse
Serdariomycetes Saccharomycetes Lecanoromycetes Atractiellomyceles
Eurotiomycetes Umbelopsidomycetes Orbiliomycetes Arthoniomycetes

APENDICE D — Abundancia relativa de ordens fingicas nas camadas organicas em
diferentes estagios de decomposicdo e no solo mineral da floresta e da
pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus; Hi, hGmus com
raizes finas; Hz, himus; Hs, himus misturado ao material mineral do solo;
Rizo, solo rizosférico.

Floresta Pastagem
1.00
2 075
©
o
©
‘o 050
c
«©
°
c
3
2 025
0.00
L F FH FHc Hy H, Hs; Solo L F Rizo Solo
Camada
Ordem < 5% Pleosporales Polyporales Auriculariales
Agaricales Capnodiales Tremellales Geastrales
Ordem Hypocreales Helotiales Motrtierellales Hymenochaetales
Trechisporales Saccharomycetales Trichosporonales Sordariales
Chaetothyriales Eurotiales Archaeorhizomycetales Trichosphaeriales

Xylariales GS23 Atheliales
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APENDICE E — Abundancia relativa de familias flingicas nas camadas organicas em
diferentes estagios de decomposicdo e no solo mineral da floresta e da

pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras;

F, folhas

fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus; Hy, hGmus com
raizes finas; Hz, hUmus; Hs, himus misturado ao material mineral do solo;
Rizo, solo rizosférico.

Floresta Pastagem
1.00q

©

2 075

S

o

©

‘s 0.507

c

«0

o

5

o 0251

<

0.001
L F FH FHec H; H; H; Solo L Rizo Solo
Camada
Familia < 10% Cucurbitariaceae Geastraceae
Hypocreaceae Marasmiaceae Helotiaceae
Hydnodontaceae Sporocadaceae Hypocreales_fam_Incertae_sedis
Cladosporiaceae Trichcmonascaceae Mortierellaceae
Familia Aspergillaceae Trichosporonaceae Nectriaceae

Clavariaceae
Herpotrichiellaceae
Hygrophoraceae

Agaricales_fam_Incertae_sedis

Archaeorhizomycetaceae
Beltraniaceae
Bulleribasidiaceae
Chaetomiaceae

Omphalotaceae
Rhynchogastremataceae
Stachybotryaceae
Tricholomataceae

APENDICE F — Anélise de correlacdo destendenciada (DCA) das camadas organicas e
solo mineral das floresta (A) e da pastagem (B).

A . C
L ]
2 L ]
2
[ ] —_—
e ® L] = L]
oy ™~ [ ]
:%0 L] L & . .
o 2o ¢
S ° g
=} o . )
2
L ]
L] ° Z
0 2
? D%A1 [31%)] : ‘ DCA1 [34.6%]
Camadas ®L ®F ©FH ®FHc Camadas oL oF
Floresta H{ ®H2 “ H3 ®Solo Pastagem © Solo ® Rizosfera
Floresta Pastagem
DCA1 DCA2 DCA3 DCA4 DCA1 DCA2 DCA3 DCA4
Autovalores 0823 0689 0624 0.517 Autovalores 0.898 0.617 0.509 0.574
Valores Decorana 0.854 0785 0.574 0.493 Valores Decorana 0.909 0.712 0.574 0.355
Comprimento do eixo  8.216 6.079 5.018 3.625 Comprimento do eixo  8.362 5.539 3.832 3.859
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APENDICE G — Atributos de redes fingicas das camadas organicas e solo mineral da
floresta e da pastagem, onde L representa camada de folhas inteiras; F, folhas
fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e humus; Hi, himus com

raizes finas; H», himus; Hs, himus misturado ao material mineral do solo;
Rizo, solo rizosférico.

Floresta

Pastagem
Parametro
L F FH FHc Hi H> H3 Solo L F Rizo  Solo
Nos 40 23 31 40 44 97 40 14 84 57 95 113
Arestas 28 15 20 24 31 94 31 8 55 39 85 111
Grau médio 1.4 1304 1.29 1.2 1409 10938 155 1.143| 1.31 1.368 1.789 1.965
Diametro da rede 6 2 3 5 4 24 5 2 6 4 13 13

Modularidade | 0.768 0.849 0.878 0.828 0.907 0.808 0.802 0.806 | 0.904 0.901
Comprimento
e [2574 1375 1438 20338 1689 9.14 2081 12 |2503 1891 4.969 6044
Borda(f/;’)s'“"as 107 333 20 167 387 322 0 | 145 307 204 144
Bordas(%ga“"as 893 667 80 833 613 678 100 | 855 693 706 856

0.836 0.795
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APENDICE H — Classificacio das guildas referentes aos principais modos tréficos da
floresta.

A Patotréfico-Saprotrofico-Simbiotrofico

Abundancia relativa (%)
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2
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% B Enddfita-Patégeno de Planta-Sapréfita de Planta
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APENDICE | — Classificagdo das guildas referentes aos principais modos troficos da
pastagem.

A Saprotrofcos

Camadas da pastagem
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CAPITULO 4 - A IMPORTANCIA DAS CAMADAS ORGANICAS PARA A
DIVERSIDADE DE FUNGOS MICORRIZICOS ARBUSCULARES NA
AMAZONIA ORIENTAL

RESUMO

Florestas tropicais sobre solos de baixa fertilidade, como a Amazonica, sdo dependentes
da ciclagem de nutrientes das camadas organicas superficiais do solo e de associacfes
simbidticas como a que ocorre entre plantas e fungos micorrizicos arbusculares (FMA).
Presume-se que as camadas organicas detenham elevada diversidade de FMA diante da
sua alta concentracdo de raizes finas. Frequentemente essas camadas sdo negligenciadas
nos estudos de diversidade microbiana e, portanto, este estudo avaliou sua contribuicao
para a diversidade de FMA do solo florestal, e como a conversao floresta-pastagem pode
afetar a composicdo e diversidade desses fungos. Foram amostradas camadas em
diferentes estagios de decomposicdo, a por¢do superior do solo mineral da floresta e
pastagem e o solo rizosférico da pastagem. Foi realizado o sequenciamento do gene 18S
rRNA pela plataforma Illumina para identificar as comunidades de FMA. A estrutura das
comunidades foi avaliada e indices de diversidade foram comparados entre floresta e
pastagem. Os resultados mostraram que, embora a inclusdo das camadas organicas tenha
incrementado os valores de diversidade alfa, a conversao floresta-pastagem néo alterou a
diversidade alfa de FMA. Diversidade beta foi maior para o piso da floresta apenas na
riqueza de ASVs e verificou-se que a exclusdo das camadas organicas pode superestimar
os valores dessa escala de diversidade. A conversdo modificou a estrutura das
comunidades de FMA. Dentro de cada uso da terra foram observadas diferentes
comunidades de FMA que mudaram progressivamente em direcdo ao solo mineral. Na
floresta, maior riqueza de FMA foi atribuida as camadas FH e H e, na pastagem, a
rizosfera. Embora néo se tenha dados de abundéancia, FMA foram detectados nas camadas
de folhas frescas e em decomposicdo na floresta, mas também na pastagem. Em conjunto,
0s resultados indicam que as camadas organicas sdo um importante compartimento para
a diversidade de FMA do solo e podem auxiliar na melhor compreenséo da ecologia
desses fungos.

Palavras-chave: 18S rRNA, micorriza, diversidade microbiana, mudanga do uso do solo,
serapilheira, himus
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THE IMPORTANCE OF ORGANIC LAYERS FOR THE DIVERSITY OF
ARBUSCULAR MYCORRHIZAL FUNGI IN THE WESTERN AMAZON

ABSTRACT

Tropical forests thriving on low fertility soils, such as the Amazon Forest, are dependent
on nutrients recycled from the soil’s surface organic layers and symbiotic associations
like those established between plants and arbuscular mycorrhizal fungi (AMF). It is
assumed that the organic layers hold a high diversity of AMF due to their high
concentration of fine roots. These layers are often neglected in microbial diversity studies
and, therefore, this study evaluated their contribution to forest soil AMF diversity, and
how the forest-grassland conversion can affect the composition and diversity of these
fungi. Layers in different stages of decomposition, the upper portion of the mineral soil
of the forest and pasture, and the rhizospheric soil of the pasture were sampled. The
sequencing of the 18S rRNA gene by the Illumina platform was performed to identify the
AMF communities. The structure of the communities was evaluated, and diversity indices
were compared between forest and pasture. The results showed that, although the
inclusion of organic layers increased the alpha diversity values, the forest-pasture
conversion did not change the AMF alpha diversity. Beta diversity was higher for the
forest floor only in the ASVs richness and it was found that the exclusion of organic layers
can overestimate the values of this diversity scale. The conversion changed the structure
of the AMF communities. Within each land use, different AMF communities were
observed that moved progressively towards mineral soil. In the forest, greater AMF
richness was attributed to the FH and H layers and, in the pasture, to the rhizosphere.
Although abundance data are not available, AMF were detected in the fresh and decaying
leaf layers in the forest, but also in the pasture. Together, the results indicate that the
organic layers are an important compartment for the diversity of AMF in the soil and can
help in a better understanding of the ecology of these fungi.

Keywords: 18S rRNA, mycorrhiza, microbial diversity, land use change, litter, humus.
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1 INTRODUCAO

Os fungos micorrizicos arbusculares (FMA; Glomeromycota) sdo organismos
biotréficos obrigatorios capazes de estabelecer simbiose mutualistica com raizes da
maioria das plantas conhecidas. Nessa relacdo, a planta direciona fotoassimilados aos
fungos e, em troca, os FMA auxiliam na nutricdo da planta, fornecendo nutrientes
essenciais e limitados no solo, como P e N (VAN DER HEIJDEN et al., 2015).

Grande parte das florestas da bacia Amaz6nica desenvolveram-se sob solos acidos
e de baixa fertilidade, tornando a matéria organica de particular importancia para seu
estado de fertilidade, adsorvendo, trocando e fornecendo nutrientes (HERRERA et al.,
1987b). Como forma de conservacao desses nutrientes, a floresta concentra raizes finas
na camada organica superficial do solo (HERRERA et al., 1987). Juntamente com essas
raizes, os FMA também sdo relevantes na aquisicdo de nutrientes (HERRERA et al.,
1987a; SIQUEIRA; SAGGIN-JUNIOR, 2001), ja sendo observada sua maior eficiéncia
em colonizar raizes da camada organica do aquelas do solo mineral (SHELDRAKE et al.,
2017). Além disso, os FMA parecem ter um papel na ciclagem de nutrientes, ja que sdo
frequentemente encontrados colonizando a camada de folhas em decomposic¢ao (camada
F) do horizonte orgénico do solo (ARISTIZABAL; RIVERA; JANOS, 2003; BUNN et
al., 2019; CAMENZIND; RILLIG, 2013; DIAZ-ARIZA; RIVERA; SANCHEZ, 2021).

Embora os FMA apresentem elevada capacidade de explorar o solo, através do
crescimento do micélio extrarradicular, e da intima relagdo com o compartimento
organico do solo, existem poucas informacdes de sua distribui¢do nas camadas organicas
de solos tropicais e de como as comunidades associadas a essas camadas contribuem para
a diversidade de FMA do solo como um todo. Estudos em regides de clima temperado e
boreal mostram que fungos ectomicorrizicos sdo mais abundantes em regides com
material organico parcialmente decomposto, hiumus e na porg¢éo superior do solo mineral
(LINDAHL et al., 2007; MUNDRA et al., 2021b). Além da influéncia da qualidade do
substrato, relacbes competitivas entre saprofitos e micorrizas também parecem explicar a
separacdo dessas comunidades no solo (BODEKER et al., 2016; LINDAHL et al., 2007).
Embora essas regides sejam dominadas por ectomicorrizas, € provavel que comunidades
de FMA tambeém sejam estratificadas nos solos tropicais. Recentemente, Bunn et al.
(2019) levantaram questionamentos importantes de o porqué FMA colonizam a
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serapilheira e sugerem que as poucas investigagdes realizadas a respeito podem ocultar a
verdadeira importancia desse grupo em ecossistemas florestais.

A floresta amazonica possui uma alta e incompreendida diversidade de fungos
(RITTER etal., 2020). Cerca de 50% de todo o registro da diversidade de Glomeromycota
para o Brasil foi encontrado na Amazonia (97 espécies), apesar dos poucos levantamentos
realizados nessa regido (MAIA et al., 2020). O crescente desmatamento da Amazonia tem
colocado em risco sua biodiversidade e seus servigos ecossistémicos, sendo a converséo
da floresta para areas agricolas uma das maiores ameagcas a esse ecossistema. Um niimero
limitado de estudos na Amaz6nia mostraram que a mudanca do uso do solo altera a
composigdo das comunidades de FMA, embora mudangas na riqueza e diversidade
parecam depender do uso do solo (LEAL et al., 2013; LEAL et al., 2009; STURMER;
SIQUEIRA, 2011). Ritter et al. (2020) observaram que as fitofisionomias da Amazénia
moldam as comunidades de fungos do solo, o que provavelmente se estende aos FMA.
Apesar de apresentar especificidade de hospedeiro limitada, a comunidade de FMA pode
ser afeta pela comunidade de plantas (MARTINEZ-GARCIA et al., 2015), assim como
pelas propriedades quimicas (ZHANG et al., 2020) e manejo do solo (PEREIRA et al.,
2018), relevo (POSADA et al., 2008) e sazonalidade (STURMER; SIQUEIRA, 2011).
Além disso, as complexas interacdes bidticas no solo devem ser consideradas (RITTER
et al., 2021). Diante de tantos fatores que podem influenciar as comunidades de FMA,
espera-se, portanto, que sua estrutura seja heterogénea ao longo dos diferentes substratos
do solo.

Apesar das técnicas de identificacdo morfoldgica de esporos de FMA serem
eficientes nas investigacOes acerca da diversidade desses microrganismos do solo (LEAL
et al., 2018), este estudo utilizou o sequenciamento do gene 18S rRNA para avaliar a
composi¢do de FMA em diferentes camadas organicas do solo de floresta e pastagem e
avaliar como essas camadas contribuem para a diversidade de FMA do solo e quais 0s

impactos da mudanca do uso da terra para esse grupo.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Local de estudo e amostragem

O estudo foi realizado no distrito de Sdo Joaquim do Ituquara, PA, Brasil. De
acordo com a Classificacdo Brasileira de Solos, o solo da floresta foi classificado como
Espodossolo e, na pastagem, como Latossolo. O clima da regido é classificado como
tropical de mong¢des (Am — Classificacdo de Koppen), com temperatura média de 26.3°C
e pluviosidade média anual de 2.202 mm.

Nos perfis da floresta e pastagem, foram considerados para as analises 0s
horizontes organicos e os primeiros 10 cm do horizonte organomineral A. Na pastagem,
também considerou-se o solo rizosférico. Na floresta, o horizonte organico era constituido
pela serapilheira, subdivida em camadas L (folhas inteiras) e F (folhas fragmentadas
indicando estagio inicial de decomposicdo (também conhecida como camada de
fermentacdo) e pela camada H, de himus, subdividida em camadas H: (elevada
concentracdo de raizes finas e menor quantidade de himus), H> (elevada concentragdo de
hamus e menor quantidade de raizes finas) e Hs (transi¢cdo do horizonte orgénico para o
mineral, composta por himus misturado ao material mineral do horizonte A). Entre as
camadas F e Hy, foi considerada uma camada de transi¢do, denominada FH, subdividida
em FH (material fino < 2mm) e FHc (material grosseiro > 2mm — raizes e folhas em
estagio inicial de decomposicdo). Na pastagem, o horizonte organico era composto
apenas pelas camadas L e F.

Foi delimitado um transecto de 250 m em cada area, com cinco pontos de coleta
igualmente espagados em 50 m. A distancia entre o Gltimo ponto de coleta da floresta e o
primeiro ponto da pastagem foi de 100 m. Em cada ponto, com auxilio de gabarito
metalico de 25 x 25 cm, foram coletadas amostras compostas, formadas por trés
subamostras, de camadas organicas e solo mineral. A forma de distingdo e coleta do
material foi baseada em trabalhos de classificacdo de formas de humus e no exame visual
do material amostrado (TOUTAIN, 1981; PONGE ET AL., 2003). Apos a coleta, as
amostras foram peneiradas em malha de 2 mm (exceto L e F das duas éareas) e,
posteriormente, armazenadas a -80°C. Dessa forma, foram coletas cinco repeticGes de
oito camadas (incluindo o solo mineral) advindas da floresta e quatro camadas da

pastagem (incluindo solo mineral e rizosférico), totalizando 60 amostras.
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2.2 Extracdo de DNA e sequenciamento do gene 18S rRNA

A extracdo de DNA foi realizada com o DNeasy Power Soil kit (Qiagen, Hilden,
Alemanha) de acordo com as recomendagdes do fabricante, utilizando 0,25 g de amostras
maceradas (F, L e FHc) e 0,50 g das demais. O DNA obtido foi quantificado em
espectrofotdbmetro Nanodrop 2000c (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) observando sua
pureza pela relagdo A260/280 e sua integridade por eletroforese em gel de agarose a 1%
(100 V por 30 min), corado em brometo de etidio, com visualizacdo das bandas em
fotodocumentador.

Foi realizado o sequenciamento do amplicon 18S rRNA por meio da plataforma
Illumina MiSeq (2 x 250 pb paired-end), utilizando os primers NS31/AML2 (MORGAN;
EGERTON-WARBURTON, 2017) pelo Institute for Genomics and Systems Biology
Next Generation Sequencing (IGSB-NGS) do Laboratério Nacional de Argonne
(Chicago, EUA). Com base na qualidade das sequéncias, utilizou-se apenas o sentido
foward para as analises na pipeline DADA2 (CALLAHAN et al., 2016b) incorporada ao
software R (R CORE TEAM, 2021). O banco de dados MaarjAM (OPIK et al., 2010) foi
utilizado para atribuir taxonomia as sequéncias. Sequéncias ndo fungicas ou nao

pertencentes a FMA foram removidas.

2.3 Anélise de dados e estatistica

As analises de dados e estatistica foram realizadas no software R, utilizando os
pacotes phyloseq (MCMURDIE; HOLMES, 2013), vegan (OKSANEN et al., 2020) e
agricolae (MENDIBURU; YASEEN, 2020). Com base na abundancia relativa, a
composic¢do taxondmica do nivel de classe ao nivel de género foi calculada. A abundéncia
dos principais géneros foram comparadas dentro de cada area por meio do teste de Tukey
(p = 0.05). Foi realizada analise de correspondéncia destendenciada (DCA) para avaliar
0 tamanho do gradiente das comunidades. Realizou-se a analise escalonamento
multidimensional ndo-métrica (NMDS) e analise de variancia multivariada permutacional
(PERMANOVA), ambas com matriz de distancia de Bray-Curtis, para observar as
diferencas das estruturas das comunidades dentro e entre os usos do solo.

Para os calculos dos indices de diversidade alfa Chaol e Shannon, foram
utilizados dados rarefeitos para 0 menor numero de leituras obtido (7033 leituras). Os
indices foram calculados individualmente para cada camada da floresta, assim como da

pastagem. Esses indices também foram calculados considerando o conjunto de todas as
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camadas (organicas e mineral) de um mesmo sistema de uso, representando os valores
totais de floresta (piso da floresta) e pastagem (piso da pastagem). Para comparar 0s
valores abundancia dos géneros, foi aplicado o teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis
a 5% de significancia com o método de ajuste FDR (False Discovery Rate).

A analise de particdo de diversidade foi realizada utilizando nimeros de Hill, pelo
pacote Entropart (MARCON; HERAULT, 2015). Os nimeros de Hill geram ndmeros
efetivos de espécies igualmente frequentes para cada valor de ordem “q” em uma estrutura
unificada, tornando possivel a interpretacdo e comparacao direta (CHAO et al., 2014).
Foram utilizadas as ordens q = 0 (atribui peso igual a todas as espécies, inclusive as raras,
representando a riqueza de ASVs), q = 1 (exponencial da entropia de Shannon, atribui as
espécies peso proporcional a sua frequéncia, representando o nimero de espécies comuns
da comunidade) e q = 2 (inverso de Simpson, representando espécies dominantes) (JOST,
2006). O particionamento de diversidade foi aplicado em todas as camadas tanto da
floresta, quanto da pastagem, assim como para o piso da floresta e piso da pastagem, que
consideram todas as camadas do sistema conjuntamente. Para facilitar a interpretacdo dos
resultados, nesta analise, as camadas FH e FHc foram unidas e representadas como FH,

assim como as camadas Hi, Hz e Hs, representadas como H.

3 RESULTADOS
3.1 Propriedades quimicas do solo

Os nutrientes foram analisados com diferentes metodologias nas camadas de
natureza vegetal (L a H2) e mineral (Hs, solo mineral e solo rizosférico). Portanto, deve-
se tomar cuidado nas comparacdes das concentracdes entre as camadas organicas e
minerais.

Na floresta, a relagcdo C:N diminuiu em profundidade, da camada L para a camada
H>, o que equivale a dizer que ela foi menor em camadas de estagio de decomposicéo
mais avancado (Apéndice B). As concentragdes de K, Ca, Mg, Cu, Mn, Zn diminuiriam
no mesmo sentido, enquanto a concentragdo de Fe aumentou. O P teve maior
concentragdo na liteira e menor no horizonte orgénico (camadas Hi e Hz). Na pastagem,
as concentragdes de Ca, Mg, °C e a relagdo C:N foram maiores na camada L se
comparadas a camada F.

No que diz respeito aos solos (Apéndice C), ambos podem ser considerados

acidos, porém o pH foi significativamente menor no solo da floresta, com média de 4,3
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contra 5,68 e 5,76 nos solos mineral e rizosférico da pastagem. O solo da pastagem
apresentou maiores concentracdes de Ca, Fe, Mn e Zn. Na floresta, por sua vez, foram
observadas maiores concentracdes de Al, *C e C organico.

3.2 Composicao e estrutura da comunidade de FMA

Apos a filtragem de quimeras, sequéncias ndo fungicas e ndo pertencentes ao filo
Glomeromycota, foram obtidas 1.388.031 sequéncias, distribuidas em 1585 ASVs e
média de 24.786 sequéncias por camada. Na floresta, a classe Glomeromycetes foi
dominante com 93.6% das sequéncias. Paraglomeromycetes representou 6.1% e
Archaeosporomycetes, 0.3% das sequéncias. Na pastagem, observou-se uma menor
proporcdao de Glomeromycetes (71.8%) e maior de Paraglomeromycetes (27%) e

Archaeosporomycetes (1.2%) em relacdo a floresta (Figura 1).

Figura 1 — Abundancia relativa de classes de fungos micorrizicos arbusculares nas
camadas organicas e solo mineral da floresta e da pastagem, onde L
representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de
folhas fragmentadas e himus; Hi, himus com raizes finas; Ho, himus; Hs,
himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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Em consequéncia da distribuigdo de classes, foram encontradas semelhangas na
distribuicdo das ordens de FMA (Figura 2). Glomerales foi a ordem de abundéncia

relativa mais elevada em todas as camadas, exceto em L da pastagem, onde predominou
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Paraglomerales. Na floresta, Diversisporales apresentou abundancia decrescente em
direcdo ao solo mineral e, na pastagem, destacou-se na rizosfera. Foram identificadas 9
familias de FMA (Figura 3) com predominancia de Glomeraceae em todas as camadas,
exceto em L da pastagem com Paraglomeraceae dominando.

Figura 2 — Abundéancia relativa de ordens de fungos micorrizicos arbusculares em
camadas orgénicas e solo mineral da floresta e da pastagem, onde L
representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de
folhas fragmentadas e himus; Hi, himus com raizes finas; Ho, himus; Hs,
himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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Foram identificados onze géneros no total, mas apenas oito com abundancia
relativa superior a 1% em pelo menos uma camada da floresta ou pastagem (Figura 4).
No geral, Glomus foi dominante em ambos o0s usos do solo, mas a converséo reduziu sua
abundancia em quase metade. As abundancias relativas de Acaulospora,
Claroideoglomus e Gigaspora também foram reduzidas com a conversdo floresta-
pastagem, ao contrario de Paraglomus, Scuttelospora e Archaeospora que parecem ter
sido favorecidas na pastagem. Diversispora s6 foi observada na pastagem.

Comparando os géneros mais abundantes (Apéndice C), ndo foi encontrado um
padrdo de distribuicdo claro de Glomus na floresta, embora o género tenha dominado
todas as camadas (H = 17.9; p = 0.012). Na pastagem, Glomus foi mais abundante na
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camada F (H = 11.5; p = 0.009), mas também dominando grande parte das camadas,
exceto L, com maior presenca de Paraglomus (H = 11.7; p = 0.008). Na floresta,
Paraglomus destacou-se especialmente na camada Hz (H = 19.3; p = 0.007). Ainda na
floresta, Acaulospora foi menos abundante nas camadas com presenca de raizes e ausente
no solo mineral (H = 17; p = 0.004). Ndo observou-se diferencas significativas na
distribuicdo de Scutellospora, ausente em Hz e também no solo mineral (H = 5.2; p =
0.39). Ja na pastagem, Acaulospora (H = 0.34; p = 0.84) e Scutellospora (H=7.3; p =
0.026) ndo foram detectadas em L, sendo a distribui¢do de Acaulospora semelhante entre
as demais camadas e de Scutelospora superior na rizosfera, mas apenas em relacédo a

camada F.

Figura 3 — Abundancia relativa de familias de fungos micorrizicos arbusculares em
camadas organicas e solo mineral da floresta e da pastagem, onde L
representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de
folhas fragmentadas e himus; Hi, himus com raizes finas; Hz, himus; Hs,
hdmus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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Observou-se que alguns géneros foram detectados acima de 1% em poucas
camadas da floresta e ou da pastagem, a saber: Claroideoglomus com, aproximadamente,
4.3% em Hs e 4.9% no solo da floresta e 1.3% no solo da pastagem; Gigaspora com 4.5%

e 2% em L e F da floresta, respectivamente, e 2.9% no solo da pastagem. O género
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Archaeospora representou abundéancia insignificante na floresta (0.01%), ja na pastagem
(total de 1.75%) apresentou abundéncia de 3.9% em F e 3.3% no solo mineral.
Diversispora ndo foi detectada na floresta e representou 1.75% da abundéancia geral da

pastagem, compondo 7.4% da abundancia da rizosfera.

Figura 4 — Abundancia relativa de géneros de fungos micorrizicos arbusculares nas
camadas organicas e no solo mineral da floresta e pastagem, onde L
representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de
folhas fragmentadas e himus; Hi, himus com raizes finas; Hz, himus; Hs,
hdmus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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Na DCA (Apéndice D), foi observado um longo gradiente para floresta (6.32
standard deviations) e para pastagem (5.10 standard deviations). A NMDS (Figura 5)
indicou uma diferenciacéo entre a composicao das comunidades de FMA da floresta e da
pastagem. Dentro de cada ambiente, foi visualizado um gradiente de comunidades da
camada mais superficial (L) em dire¢do ao solo mineral em ambos os usos da terra. Por
meio da PERMANOVA (F = 2.67, p < 0.001), na floresta, percebeu-se a formacdo dos
grupos L/F, F/FH/FHc/H1, Hi/H2, H2/H3 e Solo e, na pastagem, L, F/Solo e Solo/Rizo,
onde camadas pertencentes ao mesmo grupo ndo diferiram em sua composi¢do de FMA

a 5% de significancia.
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Figura 5 — NMDS com matriz de distancia de Bray-Curtis do conjunto de camadas
organicas e minerais da floresta e pastagem.
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Fonte: Ederson C. Jesus (2018).

3.3 Diversidade de FMA

Perfil da floresta

Com os dados rarefeitos, foram avaliados os indices de diversidade alfa (Chaol e

Shannon). Na floresta, observou-se maior riqueza nas camadas com folhas em estagio

inicial de decomposicdo (F e FH) e com abundancia de raizes finas (FHc e H1) em relacdo

ao solo mineral (F = 5.1328, p < 0.001). Entretanto, ndo houve diferenca entre a riqueza
das camadas organicas (Figura 6A). Maior diversidade (F = 2.4978, p = 0.0388) foi
observada apenas em F e FHc em relagéo a Hs (Figura 6B). Na pastagem, a maior riqueza
(F = 14.5418, p < 0.001) e diversidade (F = 6.2128, p = 0.0075) estavam associadas a
rizosfera (Figura 6CD). N&o houve diferenca de riqueza (F = 0.4834, p = 0.4826) e
diversidade (F = 4e-04, p = 0.984) de FMA entre os usos do solo (Figura 6EF).

Figura 6 — indices de diversidade Chaol e Shannon das camadas da floresta (A, B), da
pastagem (C, D) e uso do solo (E, F). Barras representam o desvio padrédo das
amostras. Letras diferentes indicam diferenca estatistica pelo teste de Tukey
(p = 0.05). L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas;
FH, mistura de folhas fragmentadas e humus; Hi, himus com raizes finas; H,
hamus; Hsz, hdmus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo

rizosférico.
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Também foi realizada a analise de particdo de diversidade para observar como as
camadas organicas contribuem na diversidade dos sistemas. Os valores de FH e H para
todas as ordens de diversidade alfa (diversidade local) foram similares aos valores
encontrados para o piso da floresta (todas as camadas da floresta de forma conjunta). Ja
para a diversidade beta, o solo da floresta apresentou os maiores valores para todas
ordens, ou seja, g = 0 (riqueza de ASVs), g = 1 (exponencial da entropia de Shannon) e q
= 0 (inverso de Simpson), mas a camada L também destacou-se nos valores diversidade
(g =1) e dominéancia de comunidades (q = 2). A diversidade gama diferenciou-se para as

camadas da floresta apenas para a riqueza de ASVs, sendo mais elevada no piso da
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floresta e, individualmente, na camada H. Na pastagem, os resultados da rizosfera
parecem ter impulsionado os valores para o piso da pastagem. Na diversidade alfa, a
rizosfera apresentou os maiores valores para as ordens g = 0 e g = 1, resultado em
incrementos para o piso florestal. Resultados semelhantes foram observados na
diversidade gama da pastagem. Ja na diversidade beta, a rizosfera apresentou os menores
valores para todas as ordens e assim, os resultados do piso da pastagem também foram
inferiores as demais camadas. Comparando os dois sistemas de uso do solo, a diversidade
alfa dos solos da floresta e pastagem foram similares. Ao considerar as camadas em
conjunto, os numeros efetivos de comunidades seguiram prdximos, apenas com uma
diferenca para a riqueza de ASVs (g = 0). Entretanto, a adi¢do das camadas organicas
conferiu um incremento em relagéo ao solo mineral de ambos os sistemas, principalmente
paraariqueza de ASVs e diversidade de Shannon. Para diversidade beta, o piso da floresta
foi superior ao piso da pastagem apenas em riqueza de ASVs. Percebeu-se que o solo
mineral de ambas os sistemas apresentaram maiores valores de diversidade (q = 1) e
dominancia (q = 2) em relagdo aos valores de seus respectivos pisos. Na diversidade

gama, a riqueza de ASVs do piso da floresta foi superior ao piso da pastagem.
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Figura 7 — Anélise de particdo de diversidade para camadas organicas e solo mineral da
floresta e pastagem. Hill numbers: q =0, riqueza de ASVs; q = 1, exponencial
da entropia de Shannon para ASVs igualmente ponderadas; q = 1, inverso do
indice de Simpson para taxas dominantes.
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4 DISCUSSAO

A serapilheira contribui para a nutricdo das florestas tropicais, fornecendo
nutrientes e também os retendo no ecossistema (KRISHNA; MOHAN, 2017; SAYER et
al.,, 2020). Os FMA estdo ligados a estes processos (HERMAN et al., 2012),
principalmente devido & elevada concentracéo de raizes finas na serapilheira. A converséo
da floresta amazonica para areas agricolas geralmente € realizada pelo sistema de corte e
qgueima, que tem efeitos, principalmente nas camadas mais superficiais do solo (DA
SILVA NETO et al., 2019), reduzindo significativamente a biomassa microbiana
(WANG et al., 2012) e sua estrutura filogenética (FERRENBERG et al., 2013), o0 que,
consequentemente, altera a composicédo e funcionalidade das comunidades microbianas
(XIANG et al., 2015). No presente estudo, as diversidades de FMA da floresta e da
pastagem foram calculadas considerando conjuntamente as camadas organicas e o0 solo
mineral. N&o foi observada diferenca entre a diversidade alfa do piso da floresta e o piso
da pastagem (considerando todas as camadas) e a analise de particdo de diversidade
também ndo mostrou diferenca entre o solo da floresta e o da pastagem. Entretanto, a
adicdo das camadas organicas, incrementou, principalmente, a riqueza de ASVs (g = 0),
sugerindo uma importante contribuigdo para a comunidade de FMA nos dois sistemas de
uso. Devido a elevada concentracdo de raizes nas camadas organicas da floresta, era
esperado que a diversidade de FMA diminuissem na pastagem, entretanto gramineas
como as braquiarias também apresentam elevado volume de raizes, o que pode ter, de
certa forma, compensado a perda das raizes das camadas organicas da floresta. Entretanto,
é necessario considerar que solos agricolas e pastagens tem suas atividades concentradas
no solo mineral, enquanto algumas florestas, como a abordada neste estudo, dependem
fortemente das camadas organicas acima do solo mineral. Além disso, apesar da
diversidade alfa ndo ter se alterado, houve uma mudancga na composi¢ao das comunidades
de FMA, como sera discutido adiante. Para a diversidade beta, os valores dos pisos da
floresta e da pastagem foram inferiores aos de seus respectivos solos minerais. Esse
resultado é bastante interessante, pois mostra que a exclusdo das camadas organicas pode
superestimar a diversidade beta dos FMA, exceto para valores de riqueza de ASVs.
Portanto, apesar de ndo haver diferenca na diversidade alfa, a pastagem abriga uma
riqueza de ASVs mais homogénea em relagdo a floresta. Isso pode afetar a preservagado
da estrutura funcional dos FMA, pois diferentes comunidades de fungos AM afetam
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diferencialmente o desempenho das plantas (WILLIAN et al., 2011; GARCIA DE LEON
etal., 2018).

Outros estudos ja realizados na Amazonia, basearam-se em recuperacdo direta de
esporos ou em culturas armadilhas (LEAL et al., 2013; LEAL et al., 2009; STURMER;
SIQUEIRA, 2011) e até onde temos conhecimento, esse é 0 primeiro estudo a acessar as
comunidades de FMA da Amazonia por meio do sequenciamento de alto rendimento. Em
sintese, os poucos trabalhos existentes encontraram maior abundancia dos esporos das
espécies de FMA na pastagem, mas ndo observaram diferencas da riqueza e diversidade
entre floresta e pastagem. Apesar disso, houve mudanca na composi¢éo de FMA entre 0s
usos do solo, concordando com os achados destes estudos. Na pastagem, houve um
aumento de Paraglomus, Scutellospora, Archaeospora e Diversispora, em detrimento da
reducdo de Glomus, indicando que alguns taxa podem ser favorecidos com a conversao.
Glomus é considerado um género de elevada eficiéncia de colonizacéo radicular e pode
ser mais competitivo na floresta frente a instabilidade das camadas LFH em decorréncia
do constante aporte de material vegetal e as flutuacdes de umidade e temperatura
(MUNDRA et al.,, 2021). A dominancia de Glomus e Acaulospora no solo €
frequentemente relatada. Entretanto, foi encontrada abundéncia relativamente baixa de
Acaulospora nos dois usos da terra (aproximadamente 4% em ambos). Abaixo de
Glomus, Paraglomus foi o género mais abundante, com maior expressividade na
pastagem. Fatores como comunidade de plantas e propriedades do solo influenciam na
composicdo das comunidades de FMA (MARTINEZ-GARCIA et al., 2015; ZHANG et
al., 2020). Assim, destaca-se a necessidade de mais estudos para compreensao dos fatores
que estruturam as comunidades tanto entre os usos da terra, quanto ao longo dos estratos
estudados.

Comparando os indices de diversidade alfa individualmente das camadas
organicas com o solo mineral da floresta, a camada F, juntamente com FH, FHc e H1,
apresentou maior riqueza de FMA. Esse resultado era esperado para as camadas
relacionadas as raizes (FH, FHc e H1) devido a condicdo desses fungos de biotroficos
obrigatorios. A presenca de FMA em folhas em decomposicdo (e também em folhas
frescas) € um assunto ainda em discussdo, apesar de estudos demostrarem que essa pode
ser uma estratégia no aproveitamento dos nutrientes recém mineralizados antes que sejam
lixiviados ou complexados no solo (ARISTIZABAL et al., 2003; BUNN et al., 2019;
CAMENZIND; RILLIG, 2013; DIAZ-ARIZA; RIVERA et al., 2021). Em um estudo
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recente, Bunn et al. (2021) levantaram questdes relevantes sobre a presenca de FMA na
serapilheira, argumentando que a falta de investigagdes nessa regido do solo, pode ocultar
a verdadeira participagdo dos FMA no ciclo direto de nutrientes no solo. A presenca de
FMA nas camadas de folhas sugere que esses fungos podem contribuir mais do que se
pensava para a dindmica de nutrientes da floresta Amazonica e para a estrutura das
comunidades microbianas das camadas organicas, pois ja foi observado que podem
favorecer ou retardar a decomposicdo da serapilheira através de mecanismos como
rizodeposicdo e competicdo por recursos com outras comunidades (BODEKER et al.,
2016; HERMAN et al., 2012; HODGE et al., 2001; JANSA et al., 2013; LANG et al.,
2021; LEIFHEIT et al., 2015; LEIGH et al., 2011; NUCCIO et al., 2013). De fato, 0
conjunto de camadas de maior riqueza em relacdo ao solo mineral (F, FH, FHc e H1),
apresentou uma comunidade de FMA totalmente distinta das demais da floresta. Além
disso, houve uma tendéncia de maior diversidade alfa nessas camadas.

Na pastagem, a riqueza e diversidade de FMA destacaram-se na regido da
rizosfera, o que pode ser atribuido & afinidade de FMA por gramineas (ALVAREZ-
LOPZTELLO etal., 2019). A comunidade de FMA da rizosfera ndo diferiu da encontrada
no solo mineral, provavelmente pela sua proximidade e ao crescimento do micélio
extrarradicular. Entretanto, também foi observada presenca de FMA nas camadas L e F
na pastagem e acredita-se que esta seja a primeira observacdo de FMA em folhas de
pastagem, indicando que esses fungos também colonizam a serapilheira de
agroecossistemas. Diaz-Ariza et al. (2021) encontraram FMA colonizando folhas e
material organico em decomposicdo em cafezais sob diferentes manejos e observaram
que o comprimento medio das hifas era maior no material em decomposicéo, sugerindo
a absorcdo de nutrientes recém mineralizados desse material. Sheldrake et al. (2017), em
um estudo de longo prazo, mostraram que a presenca da serapilheira em decomposicéo
também foi importante para a determinacdo da extensdo da colonizacao radicular por
esses fungos. Assim, sugere-se mais estudos para uma melhor compreenséo da presenca
de FMA em agroecossistemas.

As camadas da serapilheira formaram comunidades distintas (L e F, na floresta, e
L, na pastagem) dentro de seus ambientes e alguns géneros podem ter sido cruciais,
sugerindo uma preferéncia dos taxa por folha, himus ou solo (BUNN et al., 2019).
Acaulospora, por exemplo, apresentou uma reducao de abundéncia significativa a partir

da camada F da floresta e, na pastagem, juntamente com Scutellospora, ndo foi
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quantificada em L. Ainda na camada L da pastagem, houve uma super-representacdo de
Paraglomus (mais de 80% de abundancia relativa). A colonizagdo da serapilheira por
FMA parece ndo depender da taxa de colonizacdo das raizes (POSADA et al., 2012) e a
presenca desses fungos em folhas ainda ndo decompostas, ja foi sugerida como uma
forma de “reconhecimento” de um substrato que futuramente possa ser uma fonte de
nutrientes (BUNN et al., 2019), embora os resultados do presente estudo indiquem que
esse “reconhecimento” ndo foi generalizado. Na floresta, ao longo das camadas organicas
foram observadas mais trés comunidades distintas entre si e também da formada no solo
mineral. Esses resultados indicam que o horizonte organico merece mais atencdo. Aqui,
foi utilizada a estratificacdo do horizonte organico para entender sua contribuicdo na
diversidade da floresta e também da pastagem, mas essa abordagem também pode ser
interessante para compreender a interacdo dos FMA com fungos de vida livre, assim
como interacdes entre reinos como ja realizado em regides de clima temperado e boreal
(CARTERON et al.,, 2021; LINDAHL et al.,, 2007; MUNDRA et al., 2021) e,
recentemente na Amazonia, mas sem focar especificadamente em FMA e na
estratificacdo aqui abordada (RITTER et al., 2021).

O uso do sequenciamento de amplicon direcionado ao estudo de FMA ¢
relativamente recente e ainda existe uma limitacdo de taxas bem caracterizados em
florestas tropicais, consequentemente limitando os bancos de dados (MORGAN;
EGERTON-WARBURTON, 2017). Aproximadamente, metade das ASVs das camadas
H> e Hs, da floresta, e F da pastagem, ndo puderam ser atribuidas a género e uma grande
porcao de todas as camadas a espécie. Apesar de indicar a limitagdo do banco de dados,
esse também pode ser um forte indicio da ocorréncia de novas espéecies na Amazonia.
Assim, sugere-se que: 1) as camadas organicas do solo sejam incluidas nas analises de
diversidade de FMA,; 2) a associagdo de analises moleculares e morfoldgicas (LEAL et
al., 2017) seja realizada com a abordagem de estratificacdo do horizonte organico do solo
para explorar os taxas ainda desconhecidos e aumentar as bases de dados com espécies
de FMA de florestas tropicais; 3) outros estudos sejam realizados para entender a
dindmica dos FMA na serapilheira tanto da floresta, como em sistemas gerenciados, e sua

real contribuicdo para ciclagem de nutrientes em ecossistemas tropicais.
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5 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo fornecem uma visdo de como as camadas organicas da
floresta, mas também da pastagem, contribuem para a diversidade de FMA do solo. Por
serem biotroficos obrigatorios, a riqueza de FMA foi maior nas camadas ligadas as raizes
das plantas, entretanto, essas camadas estdo localizadas em compartimentos diferentes na
floresta e pastagem. Enquanto a floresta concentra suas raizes na serapilheira para
aquisicdo de nutrientes, as da pastagem exploram o solo mineral. Portanto, as
peculiaridades desses sistemas devem ser consideradas nos estudos sobre os efeitos da
conversdo floresta-pastagem nas comunidades de FMA do solo, pois, apesar de néo ter
sido encontrada diferenca na diversidade alfa dos sistemas, houve modificacdo das
estruturas das comunidades de FMA. A presenca de FMA nas camadas de folhas e himus
na floresta, reforca sua participacdo na conservacdo de nutrientes na Amazoénia e, na
pastagem, sugere que a manutencao da serapilheira em sistemas gerenciados pode ser

uma pratica agricola sustentavel.
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APENDICE A - Propriedades quimicas das camadas organicas da floresta e da pastagem. Valores representam a média e o desvio padréo de cinco
repeticdes. L representa camada de folhas inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus; H1, himus
com raizes finas; Hz, himus; Hs, himus misturado ao material mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.

. . Floresta Pastagem
Propriedades Unidade 3 F Fhc m H 3 F

N g Kg? 13.1+25 16.3+2.6 18.8+2.9 12.8+5.6 126 +2.6 735+1.2 75+23

P g Kg? 272.2+102.3 3188+751 2940+67.1 156.7+64.7 126.6+16.2 1924+453 182.6 + 37

K mg Kg* 1.2+05 11+04 0.8+0.2 0.3+0.08 0.2+0.01 0.4+0.09 0.3+0.05
Ca mg Kg* 5325+ 1670 4145+1027 1576 +857 301+ 35 273 +£148 5195 + 504 3840 + 245
Mg mg Kg* 2054 +688.3 1638+ 716 803 £ 375 282 £ 182 210 + 148 1298 + 504 797 £ 225
Cu mg Kg* 85.6 £93.9 49+13 402+13 15+05 0.26£0.6 513+23 342+ 0.9
Fe mg Kg* 149.2 +458 269.6 £47.4 398.80+75.3 393.40+ 156.5 383.40+ 117 344.40+81.8 2514.4+899.9
Mn mg Kg* 90.3+29.5 919+375 6024+21.1 17.66+3.9 891+35 99.34+264  94.98+24
Zn mg Kg-1 16.5+25 19.6+7.9 17.80+6.2 8.29+3.3 72122 28.74+£3.2 21.08+4
13C g Kg? 466.37 £ 225 476.5+20.3 478.24+30.7 417.54+74.1 368.67 £29.9 42513+12.6 247.06+28
15N g Kg? 1.3+0.3 1.64+0.2 191+0.3 1.96 +0.5 1.61+0.3 0.73+£0.2 0.70+£0.08
C:N - 40+ 8 40+ 8 25+ 3 22+ 4 24 £7 57+3 35%5




APENDICE B - Propriedades quimicas das camadas organominerais da floresta e da pastagem. Valores representam a média e o desvio padrao de

cinco repeticoes.
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Propriedades Unidade Floresta Pastagem -
Hs Solo Solo Rizosfera
Corg g Kg? 829+18.1 15.86 £ 3.7 10.62+1.3 1798 £3.8
N g Kg? 56x1.0 1.16+04 0.96 £ 0.15 1.48+0.3
P mg Kg* 74+15 240+ 1.5 2.60 £2.07 440+£0.9
Ca* cmol Kg'? 0.8+0.3 0.22 £ 0.08 124+04 2.08+£0.6
Mg?* cmol Kg'? 1.0+£04 0.22 £ 0.005 054+£04 0.8x£0.2
K* cmol Kg'? 0.16 £0.05 0.02 £ 0.005 0.03+£0.01 0.09 £0.02
Na* cmol Kg'? 0.18+0.11 0.04 £0.01 0.02 £0.004 0.02 £ 0.005
Cu mg Kg*! 0.12+£0.03 0.07 £0.08 0.11+£0.04 0.11£0.07
Fe mg Kg*! 8.13£1.3 3.96+£0.9 17.38£4.9 2290£5.1
Mn mg Kg*! 3.46+£2.38 0.34+£0.3 9.58+25 481+1.1
Zn mg Kg*! 530+ 34 0.72+£0.2 2.00+£0.7 0.93+£0.2
Al cmol Kg'? 3.94+£09 1.04+04 0.01+0 0
pH (H20) - 3.82+£0.2 4303 5.68+0.4 576 £0.2
13C g Kg* 13.60+£2.3 243+£0.5 1.26+0.2 2.95+0.7
15N g Kg* 0.67 £0.09 0.12+0.04 0.08 £ 0.01 0.18+£0.04
C:N - 201 216 15+04 161
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APENDICE C — Abundancia relativa dos principais géneros de FMA nas camadas
organicas e solo mineral da floresta e pastagem. As barras representam o
devio padréo. Letras diferentes representam diferenca significativa pelo teste
de Kruskal-Wallis a 5% de significancia. L representa camada de folhas
inteiras; F, folhas fragmentadas; FH, mistura de folhas fragmentadas e himus;
Hi, himus com raizes finas; Hz, himus; Hs, himus misturado ao material
mineral do solo; Rizo, solo rizosférico.
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Apéndice D — Anélise de correlacdo destendenciada (DCA) das camadas organicas e solo
mineral das floresta (A) e da pastagem (B).
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados aqui apresentados mostram, em conjunto, a relevancia das camadas
organicas como reservatorio de diversidade microbiana e apontam para o seu potencial
para a manutencdo dos ciclos de nutrientes em ambientes naturais e agricolas. Foi
revelada uma diversidade distinta de microrganismos nas diferentes camadas, o que jé era
esperado devido a sua natureza distinta (Figuras 2 e 3 e Apéndices B e C do segundo
capitulo). A distribuicdo das diferentes espécies, seja de fungos ou bactérias, acompanhou
os diferentes graus de decomposicdo da matéria organica, permitindo observa-se um
gradiente de composicdo de espécies na forma de um ecocline para todos 0s grupos
avaliados. O papel funcional desses organismos precisa ainda ser estabelecido, porém,
pode-se conjecturar que a perda dessa diversidade possa ser significativamente
impactante para o funcionamento do sistema solo visto a importancia da serapilheira e
produtos de sua decomposic¢do para a manutencgdo da floresta em solos &cidos e de baixa
fertilidade (HERRERA et al., 1978; SAYER et al., 2010; GIWETA, 2020). Este é um dos
aspectos que precisa ser investigado em estudos futuros juntamente com propriedades
funcionais dessas comunidades, como ja tem sido feito para o solo mineral (PAULA et
al., 2014; MENDES et al., 2015; MERLOTI et al., 2019; MEYER et al., 2018;
KROEGER et al., 2018;2020).

A serapilheira é o primeiro estrato a ser afetado pelo fogo em incéndios florestais.
Em alguns casos, a floresta permanece “em pé”, porém esse estrato é consumido, o que
certamente afeta os ciclos biogeoquimicos (BARLOW et al., 2016; 2020). A deposi¢do
das cinzas tem impacto direto sobre as comunidades do solo mineral, conforme
demonstrado por Carvalho et al. (2016), que verificou mudangas na estrutura de
comunidades de solo onde a floresta permaneceu “em pé”, mas foi afetada pelo fogo.
Com a queima da serapilheira e outros estratos organicos, as comunidades presentes
nesses estratos superiores do “piso da floresta” sdo seriamente afetadas, sendo eliminadas.
Esses impactos podem ser temporarios, porém fica a questao de qual nivel seria suficiente
para levar essa perda de diversidade para um caminho irreversivel.

A camada H do “piso da floresta” se mostrou um importante compartimento para
genes funcionais do ciclo do N. Além disso, ela se destacou pela maior diversidade de

bactérias e apresentou redes de correlagdo mais complexas para fungos totais. 1sso sugere
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que essa camada seja relevante para interacao entre microrganismos e para a manutengéo
dos ciclos de nutrientes do solo florestal estudado.

Adicionalmente, conforme destacado no segundo capitulo, a serapilheira do pasto,
em especial a camada F, surpreendeu ao abrigar uma alta abundancia de organismos do
ciclo do N, ressaltando que essa fragdo do “piso da pastagem” pode ter uma importancia
maior do que esperado para a manutencdo desse ciclo. Isso levanta questdes sobre sua
importancia em outros sistemas antropizados, como Varios sistemas agricolas e indica que
as comunidades microbianas da matéria vegetal deixada sobre o solo podem ter um papel
relevante e que se soma ao dos organismos do solo mineral. Sistemas que favorecem o
acumulo de palhada como o Plantio Direto ou sistemas agroecoldgicos podem, dessa
forma, estar contribuindo com comunidades importantes para garantir a sustentabilidade
do sistema solo-planta.

Face a essas consideracdes, propde-se a ampliacdo da abordagem aqui utilizada
para outras regides e tipos de floresta, visto que a distribuicdo e acumulacdo da matéria
organica € variavel em diferentes ambientes (JEFFERY et al., 2010). O estudo realizado
por Rocha et al. (2021) aponta a relevancia dessa abordagem em outros ambientes de
floresta da Amazonia. Além disso, estudos futuros ajudardo a determinar o grau de
importancia funcional dos microrganismos dessas camadas, seja por meio de medicoes

bioquimicas, isotdpicas ou metagendmica e outras “Omicas’.
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