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INFLUENCIA DO SISTEMA DE CULTIVO NA COMPOSICAO E
ESTRUTURA DA MICROBIOTA RIZOSFERICA DE CANA-DE-ACUCAR

RESUMO - A cultura da cana de acgUcar (Saccharum spp.) envolve atividades
agricolas e industriais de extrema importancia para a obtencdo de produtos e
subprodutos que movimentam fortemente a economia e possuem impactos no meio
ambiente. Na agricultura convencional € comum a aplicacdo de fertilizantes, pesticidas
e demais produtos agroquimicos de origem sintética, além de uma intensiva
exploracdo dos recursos naturais, como o0 solo. Uma pratica alternativa, o cultivo
organico visa maior sustentabilidade e equilibrio das relacdes ecoldgicas aliado a
conservacao ambiental. Poucos estudos avaliaram o impacto desses dois sistemas
contrastantes de manejo na composicao e estrutura da microbiota rizosférica. Neste
trabalho, utilizamos o sequenciamento em larga-escala dos genes 16S rRNA (V3 e
V4) e o Espacador Interno Transcrito (ITS2) oriundos de amostras coletadas da
rizosfera de plantas de cana-de-acucar cultivadas em condi¢cdes de campo para a
identificacdo de procariotos e fungos, respectivamente. Os filos mais comuns
encontrados foram Proteobacteria e Ascomycota. Ao todo, obtivemos 14 taxons
bacterianos e 60 taxons fungicos diferencialmente abundantes e a presenca de grupos
taxondmicos essenciais, promotores de crescimento de plantas. Nas redes de
coocorréncia, taxons chaves sugestivamente alteram a estrutura das comunidades
microbianas. Na predicdo funcional, se destacam vias metabodlicas envolvidas em
processos estruturais e bioldgicos dos microbiomas. Nossos resultados, evidenciam
gue o tipo de manejo empregado determina de forma sutil a composicao, diversidade

e estrutura dessa microbiota.

Palavras-chave: Ecologia da rizosfera, cana-de-acgucar, metataxondmica, 16S rRNA,
ITS.



INFLUENCE OF THE CULTIVATION SYSTEM ON THE COMPOSITION
AND STRUCTURE OF SUGARCANE RHIZOSPHERIC MICROBIOTA

ABSTRACT - The cultivation of sugarcane (Saccharum spp.) involves
agricultural and industrial activities of extreme importance to obtain products and by-
products that strongly move the economy and have impacts on the environment. In
conventional agriculture, it is common to apply fertilizers, pesticides and other
agrochemicals of synthetic origin, in addition to intensive exploitation of natural
resources, such as soil. An alternative practice, organic cultivation aims at greater
sustainability and balance of ecological relationships combined with environmental
conservation. Few studies have evaluated the impact of these two contrasting
management systems on the composition and structure of the rhizospheric microbiota.
In this work, we used the large-scale sequencing of the 16S rRNA genes (V3 and V4)
and the Internal Transcript Spacer (ITS2) from samples collected from the rhizosphere
of sugarcane plants grown under field conditions to identify prokaryotes and fungi,
respectively. The most common phyla found were Proteobacteria and Ascomycota.
Altogether, we obtained 14 bacterial taxa and 60 differentially abundant fungal taxa
and the presence of essential taxonomic groups that promote plant growth. In co-
occurrence networks, key taxa suggestively alter the structure of microbial
communities. In functional prediction, metabolic pathways involved in structural and
biological processes of microbiomes stand out. Our results show that the type of
management employed subtly determines the composition, diversity and structure of

this microbiota.

Keywords: Rhizosphere ecology, sugarcane, metataxonomics, 16S rRNA, ITS
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1. INTRODUCAO

A cana-de-acucar (Saccharum spp.) destaca-se no Brasil como uma das
culturas socioecondmicas mais importantes para o pais. O sistema agroindustrial
relacionado ao seu processamento em refinarias € responsavel por abastecer o
mercado com biocombustivel etanol e agucar. Além disso, ha o aproveitamento da
cana-de-acUcar em sua totalidade, através da producéo de grandes quantidades de
residuos, levando a grande diversificacdo no uso de seus produtos e subprodutos,
sendo essencial para a sustentabilidade do processo produtivo do setor
sucroalcooleiro (Silva et al., 2021).

Os microrganismos associados a cultura de cana-de-agucar passaram a ser de
grande interesse em decorréncia das func¢des essenciais ligadas a saude das plantas
e fertilidade do solo. Assim como, a atuacdo mutualistica de microrganismos que
agem como biofertilizantes e produzem substancias que promovem o crescimento e
aumentam a absorcdo de nutrientes pelas plantas, levando a maior tolerancia a
estresses bidticos e abidticos e controle biologico (Rodrigues et al., 2016).

Os métodos tradicionais de cultivo proporcionam 0 acesso a essas
comunidades microbianas através do estudo de culturas puras pela caracterizacéo
bioquimica e fisiolégica, assim como o aperfeicoamento de inUmeros processos
biotecnolégicos que fazem uso de culturas celulares. Todavia, informacdes reais
sobre o potencial metabdlico de comunidades, assim como, a taxonomia dos reais
responsaveis por tais processos hioldgicos em seu habitat natural ficam limitadas (Sun
et al., 2018; Perito e Cavalieri, 2018).

Esse desafio as pesquisas pode ser enfrentado com abordagens nao baseadas
em cultivo que incluem ferramentas de analise de diversidade microbiana do solo ou
de qualquer outro ambiente, a metagenémica ou a metataxondmica (Silva et al.,
2017). A andlise metataxondémica é definida como um processo de caracterizacédo da
microbiota e a partir dela é possivel a obtencdo de uma arvore capaz de demonstrar
as relacdes taxondmicas existentes entre 0s microrganismos de uma comunidade
(Marchesi e Ravel, 2015). O avanco proporcionado por tecnologias de
sequenciamento de nova geracdo (NGS, do inglés Next-Generation Sequencing) foi

essencial para o desenvolvimento, ampliagdo e aprofundamento da diversidade
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microbiana a partir de amostras ambientais (Handelsman, 2004). As ciéncias “6micas”
possuem como alvos investigativos genomas, genes e seus produtos, e sO foram
possibilitadas em virtude da grande quantidade e qualidade dos dados produzidos nos
sequenciamentos de alto rendimento (White et al., 2017). A partir da amostra de
material genético, que posteriormente é purificado, hd a amplificacdo em milhfes de
fragmentos de DNA que podem ser utilizados como marcadores filogenéticos ou
cédigos de barra de DNA (barcoding DNA). Neste sentido, o0 gene 16S rRNA, presente
em todos os organismos procariéticos é considerado excelente para andlises
filogenéticas (Turnbaugh et al., 2009). No caso dos fungos, a regido espacadora entre
as unidades ribossomais, os chamados espacadores internos transcritos (Internal
Transcribed Spacer — ITS), € comumente utilizado em anélises filogenéticas, assim
como os genes 16S rRNA. Essas regides possuem um baixo nivel de polimorfismo
intraespecifico e tem sido utilizadas como valiosas ferramentas para a distincdo de
espécies conhecidas (Macedo et al., 2012), porém possuem trechos internos variaveis
gue permitem a distingdo entre elas (Creer et al., 2016). Essas curtas sequéncias de
nucleotideos amplificadas por PCR denominadas amplicons, podem ser usadas para
0 sequenciamento, sendo uma poderosa abordagem para se estudar a diversidade e
atividade microbiana (Zhou et al., 2011). Tais fragmentos precisam ser analisados
através de softwares especificos na area de bioinformatica (Segata et al., 2013).

A unido de métodos tradicionais laboratoriais com as novas abordagens
metagendémicas proporcionam estudos mais complexos por conta da alta resolucao
e amplas possibilidades de descobertas de microrganismos raros e nunca antes
estudados, a fim de que seja adotado para alguma aplicacdo biotecnoldgica
(Kaminsky et al., 2018). Assim, amostras edaficas e rizosféricas evidenciam uma
diversidade mais ampla que a esperada (Lagos et al., 2015), levando a otimizacéo de
recursos naturais que S&8o essenciais para compreensdo integrada da estrutura,
diversidade e potencial metabdlico de comunidades (Singh et al., 2014).

Conhecer a relacdo de tAxons microbianos favorece a selecéo de espécies que
podem auxiliar no aumento da produtividade da cultura e melhora no potencial de
crescimento das plantas (Koskella e Taylor, 2018a). O solo, todavia, pode ter um
impacto direto na estrutura e fungdo das comunidades microbianas por meio de

perturbacdes causadas por atividades naturais ou humanas. Foi relatado que o solo



agricola perturbado por agbes antropogénicas tem diversidade bacteriana diferente,
se comparado ao solo florestal ndo perturbado e solo de pastagem (Li et al., 2012). Com
isso, ha possibilidade de estudos comparativos em relacdo a composicdo microbiana
de diferentes tipos de cultivos, incluindo organicos e convencionais com uso de
agroquimicos.

No entanto, poucos estudos avaliaram comparativamente o impacto dos
sistemas de cultivo organico versus convencional na estrutura e composicao da
microbiota da rizosfera em culturas agricolas, especialmente em cana-de-acucar
(Teheran-Sierra et al., 2021; De Carvalho et al., 2021). Ha evidéncias de que a
agricultura organica acarreta efeitos positivos na comunidade microbiana, com
aumento de riqueza e diversidade (Hartmann et al., 2015; Henneron et al., 2015).
Todavia, comparando-se os dois modos de cultivo, ORR et al. (2015) ndo obtiveram
resultados de impacto significativo na comunidade de microrganismos, mesmo com
mudancas no uso da terra, demostrando que as variaveis quimicas e ambientais que
alteram significativamente a diversidade do solo.

Diante disso, buscamos comparar a microbiota por meio de uma abordagem
metataxondémica aplicada a investigacdo de microbiomas associados a rizosfera de
cana-de-acucar em relacdo a dois modos de cultivo contrastantes, organico e
convencional. Essa investigacdo compreende analises de composicao e diversidade
microbiana, buscando responder as seguintes perguntas:

Os sistemas de cultivos seriam um fator capaz de influenciarem a diversidade
da microbiota rizosférica de cana-de-acgucar?

Ha diferencas em composi¢cdo presente no ambiente rizosférico comparando
os dois diferentes cultivos?

Quais séo as caracteristicas das comunidades microbianas influenciadas pelos
sistemas de cultivo?

Quais sdo as caracteristicas das comunidades microbianas independente dos
sistemas de cultivo (microbioma essencial)?

Héa a presenca de vias metabdlicas enriquecidas associadas ao tipo de cultivo

utilizado?



Ha uma rede de interagbes (coocorréncias) diferencial quando consideramos
esses dois sistemas de cultivo e que levam a variagdes na estrutura da comunidade

microbiana?

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Importancia da cana-de-agucar

Introduzida no periodo colonial, a cana-de-acucar se destaca no Brasil por sua
expressiva importancia socioecondomica, destacando-o como principal produtor
mundial. Seus processos agroindustriais incluem os alimentares (Jeronimo, 2018;
Venturini-Filho, 2018) e os néo alimentares, com grande destaque para a producao
presente e futura de bioetanol (Bordonal et al., 2018). Uma grande inovagéo no setor
sucroalcooleiro é a minimizagcdo dos impactos ambientais através da geracédo de
grandes quantidades de residuos de importancia significativa no conceito de producao
de bioeconomia circular e sustentabilidade (Meghana e Shastri, 2020). A vinhaca
(subproduto da producédo de etanol) pode ser aplicada como biofertilizantes e seus
minerais estdo menos propensos a lixiviagdo (Bonassa et al., 2015). Tanto a palha
como o bagaco podem ser fontes de energia nos processos industriais através da
geracdo de eletricidade, promovendo autossuficiéncia energética (Goés, 2008;
Bonassa et al., 2015). H& ainda a torta de filtro (subproduto obtido da filtracdo do caldo
de cana-de-acucar) que pode ser usada como adubo nos canaviais (Silva et al., 2021).

Caracterizada por ser uma graminea tropical perene, a cana-de-aclUcar €
pertencente a familia Poaceae e ao género Saccharum, com a maioria dos seus
cultivares representados por hibridos interespecificos, contendo cerca de 100 a 130
cromossomos (Piperidis et al., 2010; Amaral et al., 2015). Taxonomicamente, o género
Saccharum contém seis espécies, sendo duas silvestres (S. robustum Brandes e
Jeswit ex Grassl e S. spontaneum Linnaeus) e quatro espécies domesticadas ou
cultivadas (S. officinarum L., S. sinensis Roxb., S. barberi Jeswit, e S. edule Hassk).
Os hibridos ocorrem principalmente entre Saccharum officinarum ou cana nobre, que
contribui com cerca de 80% dos cromossomos, e S. spontaneum, contribuindo com

10% dos cromossomos e outros 10% séo resultantes da recombinacao entre as duas



espécies (Piperidis et al., 2010; Amaral et al., 2015). Assim, os hibridos se tornaram
0s mais relevantes contribuintes para o genoma das variedades modernas (Daniels e
Roach, 1987; Morais et al., 2015). O novo modelo de melhoramento genético da
cultura de cana-de-acucar esta direcionado a maior obtencéo de fibras em detrimento
a maior producdo de sacarose. Também, a obtengdo de plantas mais resistentes a
doencas e pragas e com menores exigéncias em nutricdo, hidratacdo, clima e solo,
acarretando maior eficiéncia energética em seu cultivo e aumento no rendimento de
biomassa (Matsuoka et al., 2012; Matsuoka et al., 2014).

A cana-de-aclcar tem sua produtividade expressivamente influenciada por
estresses abioticos como salinidade, alcalinidade, seca e alagamento. A deficiéncia
hidrica é a principal causa da diminuicdo da produtividade devido aos efeitos
morfofisioldgicos que este estresse pode causar (Nerkar et al., 2017). Outro destaque
€ sua alta eficiéncia no processo fotossintético (utilizacéo e resgate de gas carbonico),
se mostrando de extrema importancia no ciclo do carbono e influenciando diretamente
as comunidades microbianas associadas ao sistema solo-planta, também
contribuintes e participativas na ciclagem biogeoquimica (Costa, 2013).

O Brasil atingiu na safra 2020/2021 a marca de 654,5 milhdes de toneladas
destinadas a producdo de 29,7 bilhdes de litros de etanol e 41,2 milhGes de
toneladas de acucar (Nachiluk, 2021), producdo necessaria para atender as
necessidades ampliadas em nivel global de bioenergia (Bordonal et al., 2018).
Diante da alta demanda mundial e os impactos sociais e ambientais atrelados as
areas de cultivo, fez-se necessario o planejamento, monitoramento e regulacao de
politicas para o setor. Assim, nas ultimas décadas o Brasil tem passado por uma
revolucéo tecnoldgica através da adocdo de praticas altamente sustentaveis de
cultivo (Silva et al., 2021).

Para atender as crescentes demandas dos consumidores por produtos de
maior qualidade provenientes de uma producdo mais sustentavel, ha um interesse
crescente no desenvolvimento e adocdo de modelos agricolas que visem
conservar e melhorar a qualidade do solo levando a maiores rendimentos, mas
levando em consideracdo a protecdo do meio ambiente local e servicos

ecossistémicos (Kassam et al., 2009). Essas praticas agroecoldgicas sédo a base



dos sistemas de agricultura organica que proibem o uso de insumos sintéticos,

como pesticidas ou fertilizantes sintéticos (Malviya et al., 2021).

2.2. O cultivo convencional e organico de cana-de-aguUcar

A agricultura contemporanea € caracterizada por praticas que visam uma
elevada producdo em escala industrial, e portanto, também pode ser chamada de
agricultura industrial. Esse sistema de cultivo é frequentemente caracterizado pela
aplicacdo de insumos sintéticos, manejo quimico de pragas e patdgenos, uso intenso
do solo e monocultura, além de manipulacdo gendmica de animais e plantas. Caso
ocorra um desequilibrio em tais praticas, a produtividade futura € comprometida,
esgotando-se recursos genéticos, hidricos e edaficos (Gliessman, 2004).

A agricultura orgénica teve suas primeiras manifestagdes na década de 1920
através do trabalho do pesquisador inglés Albert Howard. A narrativa de sua viagem
a india e suas observacoes as técnicas de trabalho de camponeses indianos através
de praticas agricolas de adubac&o orgéanica e compostagem, posteriormente foi
relatado no livro Um testamento agricola, de 1940 (Ormond et al., 2002). O surgimento
da agricultura orgéanica possibilitou uma alternativa ao modelo contemporaneo de
agricultura, com amplas vantagens para produtores e consumidores. A necessidade
em diminuir os danos causados ao meio ambiente no final do século XIX fortaleceu a
intensificacado desse novo modelo agricola, assim como, 0os avanc¢os tecnolégicos que
intensificaram processos de eroséo, diminuicdo da produtividade do solo e destruicao
do patriménio genético (Pinho et al., 2015). Esse sistema de producéao alternativo se
baseia na interacao dinamica sustentavel e segura entre meio ambiente, ecossistema,
pessoas, animais e plantas (Mufioz et al., 2016).

Atualmente, a agricultura organica abrange a necessidade de uma
compreensao integrada dos ciclos biogeoquimicos, da polinizacdo, conservacdo do
solo e dos processos biolégicos direcionados ao manejo mais adequado,
considerando a inter-relacdo entre os fatores envolvidos, com destaque para o papel
essencial do hiumus e da matéria organica para a fertilidade do solo e nutricdo da
planta (Howard, 1943; Sandhu et al., 2010; Schipanski et al., 2017).



Os produtores organicos utilizam uma variedade de cana-de-aclUcar nédo
transgénica, além de adubacdo advinda de producéo local ou compostos organicos
devidamente autorizados pelas certificadoras. Dentre os fertilizantes e corretivos
estdo a compostagem, residuos frigorificos, estercos puros, coberturas mortas, rochas
ou calcarios moidos, restos materiais de biodigestores, torta de mamona e fosfatos
naturais. Subprodutos da cana-de-agucar como torta de filtro e vinhaca podem
proporcionar quantidades adequadas ao suprimento de fésforo, potassio e parte
significativa de nitrogénio. Palhada e gramineas auxiliam na estruturacdo do solo e
adubacéo verde e/ou rotacdo de culturas auxiliam na fixac@o bioldgica de nitrogénio
(Barbosa, 2010; Possebon; Polli, 2020).

O uso de defensivos agricolas é altamente controlado, dando prioridade ao
controle bioldgico (Chagas et al., 2016). No caso da colheita que pode ou ndo ser
mecanizada, ndo ocorre queima. Quando o produto chega a industria, esta deve ser
autossustentavel, ndo fazer uso de aditivos quimicos durante a producéo do alcool e
acucar, seguir a legislacao vigente de emissao de poluentes e descarte adequado de
residuos (Possebon; Polli, 2020).

As primeiras movimentacfes em prol do sistema organico nao se assemelham
com a agricultura organica desenvolvida atualmente, uma vez que nao haviam normas
e padrdes ou qualquer tipo de regulamentacdo que garantisse maior seguranca
alimentar ou protecdo ambiental (Ormond et al., 2002). Em 1972 foi criada a
“Federacao Internacional dos Movimentos de Agricultura Organica” ou “Internation
Federation of Organic Agriculture Movements” (IFOAM), em decorréncia do aumento
da producéo e popularidade advindos da alimentac&do orgéanica. Essa organizacdo é
responsavel pelo estabelecimento de normas internacionais relacionadas a esse
sistema de cultivo (IFOAM, 2021).

Dentro da agricultura organica ha uma legislacéo especifica com os principios
e técnicas a serem adotados na producédo de alimentos aplicaveis pelos agricultores,
gue garantem o cumprimento e sustentacdo desse sistema de producéo (Figueiredo,
2002). A importancia da certificacédo se da pela garantia estabelecida, a demonstracao
de que o produto esta dentro de principios seguidos e que englobam praticas de
producdo adequadas. Assim, o produtor consegue destaque no mercado através da

valorizagdo e da qualidade do produto fornecido, pelo manejo sustentavel, destino



adequado de residuos, preservacdo ambiental e inibicdo do uso de agroquimicos
(Nascimento et al., 2013).

Cita-se nessa legislacao toda a cadeia produtiva, a rastreabilidade organica e
o livre acesso aos locais de processamento e producao, além da comercializagéo,
certificacdo e fiscalizacdo, fundamentos estes que devem ser respeitados. Estas
diretrizes garantem a qualidade e procedéncia organica de um alimento processado
ou natural (Nascimento et al., 2013). Dispde sobre agricultura organica brasileira e da
outras providéncias a regulamentacdo pela Lei Ordinaria n° 10.831, de 23 de
dezembro de 2003 (Brasil, 2003) e Decreto n° 6.323 de 27 de dezembro de 2007
(Brasil, 2007) que proporcionam maior confiabilidade ao consumidor.

Nos Estados Unidos, o Programa Nacional Organico (National Organic
Program - NOP) do Departamento de Agricultura dos Estados Unidos (United States
Department of Agriculture - USDA) desenvolve e aplica padrbes consistentes para a
producédo agricola organica (Usda, 2021). A legislacdo da Unido Europeia para
producéo organica baseia-se nos padroes IFOAM e é constituida pelos regulamentos:
(CE) n° 834/2007 (Council of the European Union, 2007), relativo a rotulagem e
producéo organica de seus produtos; (CE) n° 889/2008 (Commission of the European
Communities, 2008) que estabelece a execucdo e normas do regulamento (CE) n°
834/2007.

O grande desafio para a producdo organica € alcancar maior estabilidade na
produtividade das culturas (Knapp e Van Der Heijden, 2018). Nesse contexto, a
microbiota do solo também pode desempenhar um papel fundamental (Bender et al.,
2016), principalmente aquelas que habitam a rizosfera (Berendsen et al., 2012), e
colonizam os tecidos vegetais (Chialva et al., 2022). Portanto, a microbiota associada
ao solo e as plantas, tornou-se alvo de estudos para identificar os fatores
impulsionadores que moldam a composicao e estruturacdo da assembleia microbiana
(Berg et al., 2020).

2.3. Microbioma e rizosfera

As comunidades de microrganismos presentes em um ecossistema sao

coletivamente chamadas de microbiota e constituem neste ambiente seu microbioma



ou nicho ecoldgico. A associacdo externa ou interna desses microrganismos a plantas
€ denominado fitomicrobioma (Hassani et al., 2018). As plantas dependem dos
microrganismos nela existentes para desenvolverem caracteristicas e funcdes
especificas, que podem ser considerados em conjunto como constituintes de um
superorganismo ou holobionte (Hassani et al., 2018). Nesses superorganismos, 0
ambiente rizosférico (area imediatamente adjacente a raiz) e seu microbioma ou
rizobioma constituem uma parte significativa e altamente complexa de uma extensa
rede de interacdes moleculares, genéticas e metabdlicas (Brink, 2016).

Partindo deste principio, a rizosfera € um ecossistema muito relevante para o
aprofundamento do microbioma da planta (Berendsen et al., 2012). Foi definida por
Hiltner em 1904 como uma area onde 0os compostos quimicos presentes influenciam
diretamente a comunidade microbiana presente. A planta recruta microrganismos
benéficos que auxiliam em sua protecdo e desenvolvimento (Bakker et al., 2013;
Mendes et al., 2013) e seus exsudatos formam o rizodepdsito, caracterizado em
conjunto pela mucilagem, vitaminas, aminoacidos, proteinas, carboidratos e acidos
organicos que servem como estimulantes fisicos e biolégicos para a ocorréncia de
interacdes (York et al., 2016). Os microrganismos ali existentes fazem parte de uma
complexa rede de interacOes, permitindo que a planta faca a modulacdo do
microbioma em beneficio préprio. Dessa forma, a planta se beneficia com a promocéo
de crescimento e saude que pode ocorrer direta ou indiretamente pela acdo de
microrganismos selecionados com caracteristicas adequadas as suas necessidades
(Berendsen et al., 2012).

A atracdo dos microrganismos se da pelos nutrientes que a planta fornece,
assim como pelo sistema imunoldgico e metabolismo da planta, pelas descargas de
fotossintatos e a capacidade de competicdo com outros microrganismos (Mendes et
al.,, 2013; Levy et al.,, 2018; Sharma et al.,, 2021). A comunidade presente no
microbioma da planta também é influenciada pela geografia e proximidade com outras
plantas, filogenia e genética da planta hospedeira bem como o sistema de defesa
vegetal e das diversas interacdes (Koskella e Taylor, 2018b). Essas comunidades
podem sofrer interferéncia em sua estruturacao pela presenca de compostos quimicos
e antibidticos, variagfes drasticas de temperatura e presenca de agentes patogénicos

gue refletem na composicao do microbioma e da rizosfera (Turner et al., 2013).
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As interagBes entre os organismos rizosféricos e o ambiente que estdo
inseridos sdo necessarios para decifrar o papel sinérgico que leva a melhorias na
saude das plantas (Dessaux et al., 2016; Hassan et al., 2019). Dentre os beneficios
obtidos estdo a maior absor¢cdo de minerais, maior mobilizacdo de nutrientes e a
diminuicdo da acdo de agentes patogénicos, caracteristicas estas que promovem
promocao de crescimento e maior qualidade para o vegetal (Dakora et al., 2015;
Chapelle et al., 2016). Os chamados promotores de crescimento incluem agentes de
biocontrole, fixadores de nitrogénio, patégenos de solo e fungos micorrizicos (Mendes
et al., 2013) e agem das mais variadas formas dentre as quais através biofertilizacéo
e/ou fitoestimulacdo (Kumar et al., 2011).

Os microrganismos presentes na rizosfera se movem para o restante da planta
e colonizam diferentes orgaos (Hardoim et al., 2015; Mitter et al., 2020). Com isso, a
microbiota das partes aéreas das plantas € influenciada por processos de transporte
de longa distancia, enquanto que para raizes, o tipo de solo e sua histéria, o teor de
nutrientes e agua sao fatores influentes (Bogino et al., 2013).

A microbiota da cana-de-acucar passou a ser alvo de muitos estudos, devido a
sua importancia econdmica. Nela, se encontra uma comunidade microbiana
rizosférica muito diversificada, com a presenca abundante de filos como
Proteobacteria, Acidobacteria, Firmicutes, Actinobacteria e Bacteroidetes dentre
outros em menores abundancias (Pisa et al., 2011; Mehnaz, 2013). A relevancia do
rizomicrobioma para o funcionamento das plantas € reconhecido ha décadas, mas,
até recentemente muitas ferramentas para a investigacéo de interacdes nao estavam
disponiveis, como as atuais abordagens que garantem maior acessibilidade através
de técnicas de sequenciamento em larga escala, com exploracdo dos microbiomas
ambientais e do hospedeiro (Brink, 2016). O microbioma da rizosfera da cana-de-
acucar tem sido alvo de investigacdes antes mesmo da disseminacao das tecnologias
de Sequenciamento de Nova Geracao (NGS) (Pisa et. al, 2011). O uso de tecnologias
NGS tem levado a um aumento na avaliacdo exploratéria deste ambiente (De Souza
et al., 2016) e maior amplificacdo na valiacdo dos impactos dos manejo nas culturas
(Gao et al, 2019).
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2.4. A abordagem metataxondmica

Durante muito tempo os estudos envolvendo a rizosfera foram feitos de forma
isolada sob uma perspectiva reducionista, ou seja, 0 solo, 0s microrganismos e as
plantas eram estudados dissociados uns dos outros (Dessaux et al., 2016). Recriar as
condicdes ideais de cultivo dificultava as analises devido as limitagdes metodolodgicas
ou pela incapacidade de simular as reais condi¢des naturais do meio (Nannipieri et
al., 2008). Acredita-se que os métodos baseados em cultivo ndo demonstram as
verdadeiras composicoes e diversidades das comunidades bacterianas (Cho et al.,
2016).

Esta dificuldade foi superada através do desenvolvimento de novas técnicas
moleculares independentes de cultivo, através da tecnologia de sequenciamento de
nova geragdo e alto rendimento, possibilitando o estudo de forma detalhada de
comunidades microbianas altamente complexas (Kavamura et al., 2020). O uso do
sequenciamento génico de alto rendimento produz dados cada vez mais rapidos e
com menores custos (Nelson et al., 2014). Essas novas abordagens demonstram que
amostras edéaficas e rizosféricas foram subestimadas, obtendo-se dados significativos
de filos microbianos sem representantes cultivados, evidenciando-se uma diversidade
muito maior do que a esperada (Mendes et al., 2013; Lagos et al., 2015).

Na genbmica, ha especificidade no estudo de um Unico organismo através do
sequenciamento de DNA e assim uma analise mais aprofundada. Ja na
metagendémica, derivada do conceito estatistico de meta andlises, o DNA da
comunidade total de organismos € estudado em um determinado ambiente,
garantindo a combinacédo estatistica de analises separadas (Schloss e Handelsman,
2003; Dantas, 2009). Os passos principais para um estudo de metagenémica estao
na obtencdo e processamento de amostras ambientais para acesso ao DNA total da
comunidade, o sequenciamento automatizado em larga escala dos acidos nucleicos
e analise computacional desse volume de dados, que geralmente compdem duas
divisdes: a andlise funcional e/ou estrutural de diversidade microbiana (Vieites et al.,
2010).

A abordagem metagendmica estrutural se baseia no estudo da organizagéo de

uma comunidade a partir da identificagdo dos microrganismos presentes nas amostras
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ambientais, ou ainda, na reconstrucdo das complexas redes metabdlicas para
compreender as funcdes estabelecidas entre os membros da comunidade. Ja a
metagendmica funcional propde a identificacdo de genes que codificam funcdes de
interesse, com o propasito de realizar triagens baseadas em atividades especificas
(Alves et al., 2018). Pelo metagenoma rizosférico é possivel se obter dados ricos em
estruturacao e interacdes de comunidades, dindmica e atividades metabdlicas entre
associacdes ecologicas. (Mendes et al., 2013; Goel et al., 2017; Ofaim et al., 2017).

As estratégias de sequenciamento de metagenomas foram desenvolvidas
incluindo a abordagem metataxondmica, também reconhecido como DNA
metabarcoding ou environmental DNA (eDNA), com enfoque no sequenciamento de
regides génicas estabelecidas como marcadores taxondmicos, 0s quais apresentam
alta conservacao entre espécies de um determinado grupo, mas que possuem trechos
internos variaveis que permitem a distincdo entre elas (Creer et al., 2016).
Semelhantes a cédigos de barras padronizados, esses fragmentos séo amplificados
através da reacdo em cadeia de polimerase (PCR, do inglés Polymerase Chain
Reaction), que posteriormente sdo submetidos ao sequenciamento para a obtencéo
de uma sequéncia de DNA que frequentemente contém informacao suficiente para o
reconhecimento do género do microrganismo, mas em muitos casos, atinge maior
especificidade em nivel de espécie (Coissac et al., 2012; Francioli et al., 2021).

Entre os marcadores taxondmicos mais utilizados estdo o gene da pequena
subunidade ribossomal, usado na identificacdo de bactérias e arqueas, 16S (gene 16S
rRNA) (Janda e Abbott, 2007) e o Espacador Interno Transcrito (ITS, do inglés Internal
transcribed spacer) para fungos (Schoch et al., 2012). Essa abordagem auxilia na
caracterizacao de toda a microbiota e as relacdes estabelecidas, demonstrando que
0 genodtipo da planta, o ambiente e compartimento rizosférico influenciam na
composicao bacteriana e fungica da comunidade em variados graus (Leach et al.,
2017).

Apés a realizacdo do processo de sequenciamento, utilizam-se ferramentas
computacionais para o processamento de dados, atribuicdo taxonémica e analises
ecolégicas (Alberdi et al.,, 2018). O processamento dos dados consiste no
agrupamento de sequéncias de acordo com sua similaridade. A estratégia utilizada

pode agrupar sequéncias proximas e resultar em Unidades taxondmicas Operacionais
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(OTUs, do inglés Operational Taxonomic Units), obtendo-se cerca de 97% de
semelhanca com uma sequéncia de corte comparada ao gene 16S ou ITS. J4 as
variantes de sequéncias de amplicons (ASVs, do inglés Amplicon Sequence Variants)
também podem ser sdo usadas, obtendo-se vantagens no agrupamento de
sequéncias idénticas (Tipton et al., 2021). Nesse caso, hdo ha um limite de
similaridade, obtendo-se niveis mais refinados e especificos em taxonomia (Schloss,
2021). Posteriormente, o pacote de software DADA2 pode ser usado para correcao e
inferéncia de amplicons sequenciados pela plataforma Illumina® (Callahan et al.,
2016). Finalmente, as sequéncias de ASVs/OTUs sdo submetidas a uma atribuicao
taxonbmica através da comparacdo com sequéncias conhecidas depositadas em
bancos de dados como UNITE, GENBANK, RDP e SILVA (Foster et al., 2017).

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivos gerais

Investigar a composicéo e a diversidade microbiana associada a rizosfera de
cana-de-acucar em relacdo a dois modos de cultivos (organico e convencional)

através da abordagem metataxondmica.

3.2. Objetivos especificos

- Avaliar a diversidade microbiana (alfa e beta) e composicdo taxondmica
presente na rizosfera da cultura de cana-de-acucar, através da analise dos genes
marcadores taxonémicos 16S rRNA (regido V3-V4) para bactérias e ITS (regido ITS2)
para fungos;

- Identificar a microbiota essencial (“core microbiota” ou “core microbiome”), ou
seja, taxons que estdo presentes na rizosfera da cana-de-acucar independente do
sistema de cultivo;

- Identificar a microbiota diferencialmente abundante entre os diferentes

sistemas e a possivel influéncia do sistema de cultivo em sua presenca e abundancia;
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- Analisar a predi¢cdo funcional de comunidades microbianas e o possivel
enriquecimento de vias metabdlicas relacionados aos sistemas de cultivo;

- Analisar a estruturagdo das comunidades microbianas existentes em sistemas
organico e convencional através da rede de coocorréncias;

- Identificar microrganismos promotores de crescimento de plantas e a possivel
influéncia dos sistemas de cultivos na presenca dos mesmos;

- Encontrar relagcdes que permitam a compreensdo das complexas interacoes
dos microrganismos que poderiam influenciar a cana-de-acucar, baseados nos

sistemas de cultivos empregados.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Desenho experimental e obtenc&o de amostras

As amostras para obtencdo de DNA metagendémico foram obtidas de solo da
rizosfera de plantas do mesmo cultivar de cana-de-acucar (CTC 9001) sob dois modos
de cultivo contrastantes, ou seja, sob cultivo convencional e organico.

As coletas foram realizadas em dois talhGes separados por uma distancia de
aproximadamente 100 metros, ambos localizados no municipio de Jaboticabal-SP
(Fazenda S&o José de cultivo organico e Fazenda S&o Sebastido de cultivo
convencional). Foram selecionados pontos amostrais equidistantes (=50 m) em uma
porcao representativa do talhdo, onde foram coletados os solos rizosféricos de plantas
saudaveis, ou seja, sem sintomas evidentes de patdogenos. Os pontos de coletas
foram nomeados CRZ1, CRZ2 e CRZ3 em cultivo convencional e ORZ1, ORZ2 e
ORZ3 em cultivo organico. As coletas de cada ponto foram realizadas em dias
distintos e para manter o pareamento das amostras por dia, foram coletadas plantas
dos dois talhdes (ex. CRZ1 e ORZ1 coletados no dia 27/02/2018) (Figura 1).

Na Fazenda S&o José a cana-de-acUcar foi cultivada de forma convencional
até o ano 2000, quando o processo de conversao se iniciou e a agricultura organica
passou a ser cultivada, seguindo as especificidades e recomendacdes para
adequacéo as normas de producédo das agéncias certificadoras até receber a primeira

certificacdo em 2006. Atualmente a Fazenda possui o certificado nacional de producao
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organica em acordo com a Lei n° 10.831, de 23 de dezembro de 2003 (Brasil, 2003),
a certificacdo americana USDA (100%) (USDA, 2000), e esta de acordo com a
regulamentacdo definida pela Unido Europeia, (CE) n° 834/2007 (Council of the
European Union, 2007).

W 48°152.88"

Legend

= Distance between crops (~230 m)
J» Distance between points (50 m)
£ Sample point: Conventional

# Sample point: Organic

Figura 1: Area de amostragem e pontos de coletas de solos rizosféricos de cana-de-aglcar na Fazenda S&o José,
obtida de forma organica (ORG) e pontos de coletas de solos rizosféricos de cana-de-agucar convencional (CON)
na Fazenda S&o Sebastido. Legenda: Distancia entre os talhées (~230 m); Distancia entre os pontos amostrais
(50 m); Ponto de amostragem convencional; Ponto de amostragem organico.

Os plantios de cana-planta nesses talhdes foram realizados aproximadamente
no mesmo periodo, entre marco e abril de 2017 (sistema de plantio de ano-e-meio).
As trés coletas do material rizosférico em cada cultivo foram realizadas
aproximadamente 11 meses ap0s o plantio, no inicio do ano 2018, aproximando-se
do final do periodo de crescimento vegetativo e inicio da maturacdo do canavial
(Figura 2).
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Figura 2: Esquema de coletas. Da esquerda para direita, de cima pra baixo: area de coleta, colmos coletados em

sacos de réfia esterilizados, trado holandés e raizes arrancadas do solo para a coleta.
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Os pontos de amostragem foram escolhidos previamente utilizando-se o
software Google Earth e para a localizagéo dos pontos definidos utilizou-se o software
de georreferenciamento com sistema de posicionamento global (GPS). Os dados
climatolégicos foram obtidos através do Departamento de Ciéncias Exatas da
Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias de Jaboticabal/SP, através de dados

pertencentes ao acervo do setor de Agrometeorologia (Tabela 1).

Tabela 1: Localizacdo geogréafica e dados climatolégicos dos pontos de amostragem, data da coleta e dados
ambientais: umidade relativa do solo, temperatura do solo, temperatura atmosférica, umidade relativa do ar e
pressao atmosférica.

Pontos Latitude Longitude Umid Temp. Temp. Umid. Press. Data
Solo  Solo Atm. Ar Atm.
(%) °C) (°C) (%)  (hPa)
CRZ1 21°11'23.27"S 48°14'59,92"0 17,98 23,0 21,42 93,01 943,70 27/02/2018
CRZ2 21°11'24.28"S 48°14'58,56"0 15,70 22,9 23,49 79,94 942,50 03/03/2018
CRZ3 21°11'24.88"S 48°15'00,17"'0 14,84 23,5 21,20 95,24 941,00 08/03/2018
ORZ1 21°11'16.46"S 48°14'54,23'0 17,95 22,6 25,47 75,40 944,10 27/02/2018
ORZ2 21°11'17.33"S 48°14'52,76"0 17,92 23,1 28,00 61,05 943,10 03/03/2018
ORZ3 21°11'18.06"S 48°14'54,32"0 17,08 22,7 24,72 78,57 941,70 08/03/2018
4.2. Informacdes sobre os manejos dos talhdes de cana-de-acucar

Os talhdes foram selecionados primeiramente por possuirem o mesmo cultivar
(CTC9001) plantados com cana-planta e com inicio de plantio semelhante (mar¢o de
2017), além de possuirem uma curta distancia (=100 m) entre si. Essa menor distancia
foi considerada como critério de selecao, a fim de encontrar semelhancas na textura
do solo e na topologia do terreno, além da uniformidade de outras variaveis fisico-
guimicas e relacionadas ao microclima. Com isso, intencionou-se obter apenas a
variacdo na composicao quimica do solo relacionada aos efeitos do manejo.

Os procedimentos de preparo do solo para o plantio sdo semelhantes nos dois
talhdes, ou seja, aracdo, gradagem e subsolagem. Na reforma desses canaviais sao
plantadas leguminosas (amendoim, soja ou crotaldria). Ap6s a colheita dessas

culturas o material vegetal restante € revolvido junto com o solo no preparo.
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Na &rea de cultivo organico para a reforma do canavial, h4 aplicacao de vinhaca
no solo e especificamente no sulco de plantio, matéria organica em processo de
decomposicdo (Torta de filtro, esterco de gado em confinamento, material vegetal
proveniente da vegetacao nativa na area da fazenda). A vinhaca e a torta de filtro séo
provenientes de usinas sucroalcooleiras com certificagdo de producao organica. Para
o replantio, a adubacéao inicia com a calagem (ajuste da acidez excessiva do solo e
suplementacédo de célcio e magnésio) e fosfatagem utilizando fertilizantes minerais
(calcério e rocha fosfatada). Foram utilizados produtos comerciais para biocontrole de

pragas e promotores de crescimento (fixacdo biolégica de nitrogénio) (Tabela 2).

Tabela 2: Insumos agricolas utilizados na cultura organica de cana-de-agucar.

Classificacéo Produto Ingrediente Ativo Dosagem
(Grupo Quimico) (per ha)
Fungicida Quality® ) Trichoderma asperellum 200 g © /100g ¢
1 x 10%° UFC/g (Bioldgico)
Difere® Oxicloreto de cobre 588 g/L 200L (®
(Inorgénico)
Nematicida Rizos® Bacillus subtilis 300 mL
1,5 x 10° UFC/L (Bioldgico)
Onix®® Bacillus methylotrophicus isolado SF 05L®
267 1,5 x 10° UFC/L (Biologico)

Inseticida Bouveriz®® Beauveria bassiana 8 x 10° 509 ®
Promocdo de Az0s® ) () Azospirillum brasilense estirpe ABV5 1L © /300 mL ™
Crescimento 1 x 10° UFC/L (Biologico)

Starfix® ) Bradyrhizobium japonicum SEMIA 8 doses

5079/5080 (Biolbgico)

®) Aplicag&o no inicio do plantio;
) Aplicag&o no sulco de plantio da cultura anterior

Na area de cultivo convencional, a adubacao do solo foi realizada com calagem,
utilizando gesso e calcario e fertilizacdo com adubo NPK (nitrogénio [N], pentoxido de
fosforo [P2Os] e Oxido de potassio [K20]) na proporgédo 50-50-25, respectivamente.
Além da adubacédo para o plantio, sdo aplicados inseticidas, fungicidas, herbicidas,

além de fertilizantes a base de compostos organicos e inorganicos (Tabela 3).
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Tabela 3: Insumos agroquimicos utilizados na cultura convencional de cana-de-acgucar.

Classificacéo Produto Ingrediente Ativo Dosagem
(Grupo Quimico) (per ha)
Inseticida Orix®® Oleo mineral (Hidrocarbonetos 0,2L
alifaticos)
Nuprid® Imidacloprido (Neonicotinéide) 1 kg
Regent® Fipronil (Fenilpirazol) 247,93 g
Engeo Pleno® Tiametoxam (Neonicotinéide); 1L
Lambda-Cialotrina (Piretréide)
Fungicida Opera® Epoxiconazol (Triazol); Piraclostrobina 1L
(Estrobilurina)
Comet®® Piraclostrobina (Estrobilurina) 0,495 L
Herbicida Butiron®® Tebutiurom (Uréia) 1,65L
Boral © Sulfentrazona (Triazolona) 1,65L
Fertilizante Poliflex® Pentoxido de fésforo (P20s) 18%; 0,062 L
Nitrogénio (N) 3%
Zintrac™ ) Zinco (Zn) 40%; Nitrogénio (N) 1% 1,033 L
Bortrac™ Boro (B) 10,9%; Nitrogénio (N) 4,7% 1,033 L
Biozyme TF®® Oxido de Potéassio (K20) 5,0%; 0,495 L

Carbono Organico Total 3,5%; Zinco
(Zn) 2%; Nitrogénio (N) 1,5%;
Manganés (Mn) 1%; Enxofre (S) 1%;
Ferro (Fe) 0,4%; Boro (B) 0,08%
(*) Aplicacao no inicio do plantio (pré-emergéncia)

Porcentagem de compostos organicos/inorganicos em p/p.

4.3. Acesso as comunidades microbianas associadas a rizosfera

Antes de cada coleta, as salas foram limpas com solucdo de agua sanitaria
(Hipoclorito de sddio [NaClO]) com teor de cloro ativo entre 2,0% e 2,5% p/p] e
Lysoform. Para o processamento das amostras, os membros da equipe utilizaram
luvas estéreis, mascara e touca para evitar contamina¢des. As bandejas e outros

recipientes foram esterilizados a cada utilizagdo com solu¢cdo de agua sanitéria
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(Hipoclorito de Sodio [NaClO], com teor de cloro ativo entre 2,0% e 2,5% p/p a 1%
p/p).

As plantas selecionadas possuiam colmos com aproximadamente 15 entrends.
O solo em torno de cada colmo principal foi escavado considerando uma
circunferéncia de 0,5 a 0,6 m2 de diametro e uma profundidade de 0,5m. As raizes e
o solo aderido as raizes (referente a porcgéo rizosférica) apds a coleta foram colocados
em sacos plasticos estéreis com capacidade para 20 litros, sendo transportados em
caixas térmicas com gelo devidamente lacradas e identificadas. O processamento
teve inicio imediatamente ap0s a coleta para se evitar danos ao material coletado,
onde o solo da rizosfera foi retirado no laboratério As touceiras foram sacudidas para
gue o excesso de solo se soltasse. Apos esse procedimento, foi retirado o solo aderido
as raizes, que foi peneirado, fracionados em 6 microtubos de 1,5 mL e posteriormente
foram armazenados e congelados em nitrogénio liquido a -80°C.

Além do solo rizosférico também foram coletadas 5 amostras de solos livres de
raizes em torno de cada ponto amostral. Para essa coleta, utilizou-se o trado (tipo
holandés) em uma profundidade de 20 cm a partir da superficie. Essas coletas foram
fracionadas em sacos plasticos de 250 mg e posteriormente transferidas para
microtubos de 1,5 mL, resfriadas utilizando-se nitrogénio liquido e armazenadas em

freezer a -80°C

4.4. Determinacédo de parametros fisicos e quimicos dos solos

Foram realizadas analises quimicas e fisicas dos solos livres, considerando um
pool de 5 amostras de solos entorno de cada ponto amostral (raio de 2 metros de cada
planta). As analises realizadas foram macronutrientes (Potassio [K], Fésforo [P],
Enxofre [S], Magnésio [Mg] e Calcio [Ca]), micronutrientes (Boro [B]), Manganés [Mn],
Ferro [Fe], Cobre [Cu], Zinco [Zn] e Aluminio [Al]), matéria organica (MO), andlises
granulométricas do solo (Argila, Silte e Areia [Fina e Grossa]), assim como analises
relacionados a acidez do solo (pH, acidez potencial [H + Al], soma de bases [SB],
saturacao por bases [V%], capacidade de troca de céations [CTC])

Para a quantificacdo dos caracteres quimicos do solo foram utilizados os
métodos padronizados pelo Instituto Agronédmico de Campinas - IAC (Raij et al., 2005):



21

e Matéria Organica (MO): por espectrofotometria;

e Fésforo (P): em resina por espectrofotometria;

e Potassio (K): por Espectrometria de absorg¢ao atémica;

e Célcio (Ca): por Espectrometria de absorgao atémica;

e Magnésio (Mg): por Espectrometria de absorgéao atdbmica;

e Enxofre (S): por Turbidimetria;

e Aluminio (Al): em KCI por titulometria;

e Cobre (Cu), Ferro (Fe), Manganés (Mn) e Zinco (Zn): extragdo com
solugdo 4acido dietilenotriaminopentacético (DTPA) e quantificagédo por
espectrometria de absorgcao atébmica.

e Boro (B): método da Azometina-H por espectrofotometria

e pH: em CaCl: poténciometria;

e Acidez potencial (H+Al): em tampao SMP por poténciometria;

e Soma de bases (SB) = Ca+tMg+Na+K;

e Capacidade de troca de cétions (CTC) = SB+H+AI;

e Saturacao por bases (V%) = (SB/CTC)*100;

Para avaliacdo granulométrica, determinou as fracfes de Argila, Silte e Areia
(AG: Areia Grossa; AF: Areia Fina) de acordo com manual da Empresa Brasileira de
Pesquisa Agropecuaria - Embrapa (Donagema et al., 2011).

As medidas obtidas foram comparadas estatisticamente através do pacote
‘compare_means” fungcdo “ggpubr’ (v. 0.4.0; Kassambara, 2020) do programa
estatistico R (v 4.0.2; R Core Team, 2020).

4.5. Extracdo de DNA

As extracoes de DNA total das comunidades microbianas dos solos rizosféricos
foram realizadas utilizando kit comercial DNAeasy PowerSoil Kit (Qiagen®). Utilizou-
se o protocolo padréao do fabricante com as modificacdes realizadas por De Souza et
al. (2016), no qual consiste no aquecimento a 65°C por 10 minutos apo6s adicdo do
reagente C1 e duas etapas de lavagem com etanol.

Para a remocgado de contaminantes, como inibidores de PCR, o DNA foi

submetido a etapa de purificagdo com o kit Agencourt AMPure XP (A63881, Beckman
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Coulter®), seguindo o protocolo do fabricante. As amostras de DNA foram
guantificadas por espectrofotometro (NanoDrop®) e fluorometro (Qubit®) e
armazenadas a -80°C.

4.6. Preparacdo de bibliotecas de amplicons - 16S (Bactérias) e ITS (Fungos)

Para acessar as comunidades de bactérias para analise de abundancia e
diversidade, foram obtidos amplicons 16S rRNA e no caso das comunidades de
fungos foram obtidos amplicons ITS. No caso dos amplicons 16S rRNA, o alvo foi 0
fragmento que compreende as regides hipervariaveis V3 e V4 do gene (primers 319F
e 806R; 469 pb). Para os amplicons ITS o alvo foi a regido ITS2 (primers ITS9F e
ITS4R; tamanho variavel) (Lundberg et al., 2013).

Foram construidas bibliotecas de amplicons em duas etapas de PCR. Na
primeira etapa de PCR, foi feita a amplificacao especifica do alvo (ITS2 ou V3-V4), a
adicdo do adaptador lllumina®, além de algumas bases adicionais aleatérias
adjacentes aos primers, Forward e Reverse, em sua extremidade 5’, para incorporar
heterogeneidade as sequéncias (Fadrosh et al., 2014; De Souza et al., 2016). Na
segunda etapa de PCR foram incorporados o0s adaptadores para posterior
sequenciamento multiplex. O produto da PCR1 de cada amostra ap0s purificacdo com
beads recebeu uma combinacdo Unica de adaptadores por meio dessa segunda
reacdo de PCR com os barcodes N7 e S5 da Illlumina® para indexacéo. As etapas de
PCR seguiram o mesmo protocolo descrito no manual técnico de preparo de
bibliotecas da lllumina® para MiSeq, utilizando kit PCRBIO ULTRA MIX® para as
PCRs. As amostras foram purificadas com kit Agencourt AMPure XP® (A63881,
Beckman Coulter®) e também com o kit DNA Clean & Concentrator - Zymo

Research®.
4.7. Sequenciamento das bibliotecas de amplicons
Para o0 sequenciamento de bibliotecas amplicons, realizamos um

sequenciamento na plataforma MiSeq Illlumina® utilizando kit Nano (=1 milhdo de

leituras) de bibliotecas 16S e ITS construidas a partir das amostras de DNA
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metagendmico purificado (Seg¢do “Preparacdo de Bibliotecas de amplicons”)
referentes aos solos rizosféricos sob os dois modos de cultivo contrastantes. Os
fragmentos foram sequenciados usando o kit MiSeq Reagent Kit v.2 (600 cycles). O
sequenciamento na plataforma MiSeg® gera leituras de 300 pb em modo paired-end
(2x300 pb), permitindo uma maior taxa de fuséo de pares de leituras para a realizagao

das analises taxondmicas.

4.8. Processamento dos dados de amplicons 16S e ITS

A demultiplexagéo das bibliotecas foi realizada usando o software “bcl2fastq”
(v2.20.0.422; lllumina®) com as configuracbes padrdo. As leituras remanescentes,
cujo, os barcodes nao foram identificados, foram processadas com o programa “deML”
(v.1.1.3) (Renaud et al., 2015) usando as opc¢Oes -rgqual 90 e -wrongness 80. Os
pares das leituras referentes as sequéncias da regido variavel V3-V4 do gene 16S
rRNA e do ITS2, foram fundidos usando a ferramenta “PEAR” (v.0.9.11) (Zhang et al.,
2014), com sobreposicdo minima de 15 pb. Os amplicons referente a regido V3-V4 do
gene 16S rRNA foram extraidos com os conjuntos de primers 319F (-
ACTCCTACGGGAGGCAGCAG) e 806R (-GGACTACHVGGGTWTCTAAT) e o para
0 ITS usamos os conjuntos ITS9F (-GAACGCAGCRAAIIGYGA) e ITS4R (-
TCCTCCGCTTATTGATATGC) a partir do comando “search_pcr2” do pacote de
ferramentas do “USEARCH” (v.11.0.667) (Edgar, 2010).

Para a analise do microbioma, usamos o pipeline Divisive Amplicon Denoising
Algorithm — “DADA2” (v1.14.1) (Callahan et al., 2016) para inferir e quantificar ASVs
(Sequéncia de Amplicons Variantes) implementado no R (v3.6.3) (R Core Team,
2020).

Ambos 0s conjuntos de leituras fundidos, regides V3-V4 do gene 16S rRNA e
ITS2 ndo foram truncadas e as sequéncias foram filtradas usando a funcado
“filterAndTrim” com os parametros maxN = 0, truncQ = 2 e maxEE = 2. A taxa de erro
por amostra foi estimada com base no modelo de erro por meio da funcao “learnErrors”

e redundancia das sequéncias foram removidas por meio da funcao “derepFastq”.
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Por fim, as sequéncias foram corrigidas com base nos modelos de erros obtidos
anteriormente com a funcao “dada” e sequéncias quiméricas foram removidas usando
uma funcao “removeBimeraDenovo”.

A atribuicdo taxonOGmica dos ASVs foi realizada pelo classificador Naive
Bayesian (Wang et al., 2007) através do DADA2, e usamos 0 conjunto de treinamento
de banco de dados RDP (v.16) (Cole et al., 2014) para o conjunto de dados referentes
ao gene 16S e o UNITE (v.8.2) (Nilsson et al., 2019) para o ITS2 aplicando a opg¢ao
de minboot = 80.

4.9. Andlises de Ecologia microbiana

4.9.1. Andlises de alfa e beta diversidade

Para as analises de alfa diversidade foram consideradas as abundancias
absolutas de procariotos (principalmente bactérias) e fungos de cada sistema de
cultivo. A partir desses dados, foram estimados os parametros de rigueza (Chaol) e
diversidade (indices de Shannon e Gini-Simpson) das amostras avaliadas. Para isso,
as contagens foram transformadas em um objeto “phyloseq” (pacote “phyloseq”)
(Mcmurdie e Holmes, 2013) e posteriormente submetidas a fungéo “alpha” do pacote
“microbiome” (Lahti e Shetty, 2012), do programa estatistico R (R Core Team, 2020).
As medidas obtidas foram comparadas estatisticamente, através da funcéo
‘compare_means” do pacote R “ggpubr’ (Kassambara, 2020), pelo teste ndao-
paramétrico de comparacéo de médias Wilcoxon, considerando-se um p-valor < 0,1.

Para a obtencdo da beta diversidade, ambos os conjuntos de dados foram
transformados em matrizes composicionais (i.e. normalizacdo por TSS — Total Sum
Scaling, ou abundéancias relativas), através da funcao “transform” do pacote
“microbiome”. A partir dos valores transformados, calculamos as distancias das
dissimilaridades de Bray-Curtis (funcao “distance” do pacote “phyloseq”). As matrizes
das distancias foram, entdo, utilizadas para comparacao estatistica entre os sistemas
por uma analise PERMANOVA (do inglés, Permutational Multivariate Analysis of
Variance) através da funcao “adonis” do pacote “vegan” (Oksanen et al., 2019),

considerando-se um p-valor < 0,1. Em seguida, as matrizes foram utilizadas para a
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obtencdo de um dendrograma, resultante do agrupamento hierarquico das amostras,
e fornecidas como entrada para uma analise de PCoA (do inglés, Principal Coordinate
Analysis).

4.9.2. Microbioma essencial (core microbiome)

O reconhecimento do microbioma essencial, ou seja, aquele que independe do
tipo de cultivo, foi feito através da identificacdo dos microrganismos de alta prevaléncia
nas amostras, de forma independente ao sistema de cultivo. Para isso, consideramos
aqueles microrganismos presentes em ao menos 90% das amostras, com uma
abundancia relativa minima de 1%. Os calculos e visualizagbes do microbioma

essencial foram obtidos através da fungao “plot_core” do pacote “microbiome”.

4.9.3. Andlise de abundancia diferencial

A identificacdo dos taxons, de cada nivel taxondmico, que estao presentes em
abundancias significativamente diferentes entre os sistemas, foi feita por meio da
abordagem “‘DESeq2” (Love et al., 2014). Para isso, utilizamos as contagens
absolutas, que foram submetidas a plataforma web “Microbiome Analyst” (Dhariwal et
al., 2017), normalizadas (TSS) e fornecidas como entrada para a implementacao do
DESeqg2, no qual se realizou o teste Wald para constatacdo de significancia

estatistica, considerando-se um p-valor < 0,01.

4.9.4. Andlises de Predicao Funcional

As capacidades funcionais dos microbiomas foram preditas através do
programa “PICRUSt2” (v.2.3.0-b; Douglas et al., 2019). Para isso, utilizamos o banco
de vias metabdlicas “MetaCyc” (Caspi, 2006) como referéncia de anotacdo da
predicdo funcional. As vias anotadas foram comparadas entre os sistemas de cultivo
para a identificacdo de vias metabdlicas enriquecidas. Para esse fim, foi utilizado o
programa “STAMP” (v.2.1.3; Parks et al., 2014), no qual consideramos o teste de

comparacao de médias ndo-paramétrico de White, considerando um p-valor < 0,05.
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495. Redes de coocorréncia

As redes de coocorréncia dos géneros identificados de fungos e bactérias
foram elaboradas com base nos coeficientes de correlacdo de Pearson. Os
coeficientes foram obtidos através da submissdo das contagens absolutas a
plataforma “MicrobiomeAnalyst”, onde essas passaram por normalizagdo (TSS) e
foram encaminhadas para a “Andlise de Correlagdo” (“Correlation Analysis”),
utilizando os parametros de correlacdo minima (correlation threshold) = +0,5 e p-valor
(p-value threshold) = 0,05. Posteriormente, os coeficientes de correlagdo de Pearson
foram utilizados como entrada para o programa “Cytoscape” (v.3.8.0; Kohl et al.,
2011), onde, além das representacdes visuais, foram obtidas as medidas de
centralidade de cada rede.

5. RESULTADOS

5.1. Analises dos parametros fisicos-quimicos dos solos

As analises fisico-quimicas dos solos livres demonstraram poucas diferencas
significativas entre os cultivos. O cultivo convencional caracterizou-se levemente mais
acido, com menores valores de pH, soma e saturacdo de bases, em contraste com
maior potencial de acidez e porcentagem de saturacdo de aluminio se comparado ao
cultivo organico (Tabela 4).

Em relacdo a nutricdo, houve diferencas significativas apenas em potassio (K)
e enxofre (S) (Tabelas 2 e 3) com valores acrescidos em sistema organico e
convencional respectivamente. Ja a textura do solo, demonstrou-se mais arenoso em

cultivo convencional.

Tabela 4: Média e desvio-padrao dos parametros fisico-quimicos dos solos em sistema de cultivo orgéanico e

convencional
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Pardmetros Convencional Orgéanico Sig
Matéria Organica (g.dm=) 18,92 + 2,21 19,38 +1,12 ns
pH (CaCl2) 5,42 £ 0,05 5,7+0,25 *
Potencial de acidez: H+Al (mmolc.dm) 24,32 + 2,8 21,58 + 3,26 &
Soma de Bases (mmolc.dm-®) 38,18 £ 2,78 44,61 £ 2,02 *
CTC (mmolc.dm) 62,5+2,8 66,2 + 3,23 ns
Saturacao de Bases (V %) 61,1+ 3,97 67,47 + 3,77 *
Saturacao de Aluminio (m %) 0,81 +£0,76 0,15+ 0,13 *
Al (mmolc.dm3) 0,3+0,26 0,07 £ 0,06 ns
B (mg.dm3) 0,36 + 0,02 0,33 +0,03 ns
Ca (mmolc.dm™3) 28,15+ 3,9 32,17 £ 1,39 ns
Cu (mg.dm®) 3,29+0,8 2,91 + 0,23 ns
Fe (mg.dm®) 17,18 + 3,49 22,49 + 3,58 ns
K (mmolc.dm-3) 1,11 £ 0,27 1,73+£0,41 *
Mg (mmolc.dm3) 8,92 +1,43 10,72 + 0,59 ns
Mn (mg.dm-3) 10,43 + 2,04 9,09 +1,43 ns
P (mg.dm™) 13,71 +2,18 12,78 + 7,55 ns
S (mg.dm-3) 11,07 £ 7,12 5,46 + 0,36 *
Zn (mg.dm-®) 3,03+0,82 2,13 +0,37 ns
Argila (%) 32,07 £ 4,02 34,99 £ 0,01 ns
Silte (%) 4,07 +£1,13 6,03+ 1,33 ns
Areia (%) 63,86 + 3,22 58,98 + 1,31 *
Areia Grossa (%) 28,01+ 2,44 24,11+ 1,75 ns
Areia Fina (%) 35,85+ 1,31 34,87 £ 0,45 ns

As médias foram comparadas utilizando o teste ndo-paramétrico Wilcoxon, considerando um gradiente de
significancia (Sig) onde * (p < 0,1) e ns (n&o significativo p > 0.1)

5.2. Processamento e sequenciamento de amplicons

O processamento de DADAZ resultou em um total de 227.607 e 276.069 ASVs,
dentre os quais 80.465 e 183.705 receberam atribuicdo taxonbmica em nivel de

género, respectivamente para os conjuntos de dados 16S e ITS (Tabela 5).
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O sequenciamento de alto rendimento do solo da rizosfera de cana-de-agucar
através do sequenciamento Illlumina MiSeq® resultou em um total de 2x 329.685
leituras pareadas do gene 16S rRNA (regido V3-V4), com uma média aproximada de
55.000 pares em 6 bibliotecas. Destes, cerca de 326.274 foram fundidos com sucesso.

Para os amplicons ITS2, o sequenciamento resultou em um total de 2x 311.269
leituras paredas com uma média aproximada de 52.000 leituras em 6 bibliotecas, dos
quais 309.539 foram fundidos com sucesso (Tabela 5)

Tabela 5: Resultados do processamento e sequenciamento de alto rendimento para amplicons 16S e ITS da
rizosfera de cana-de-acucar.

Conjunto Cultivos Identificacdo Fragmentos Sequéncias Sequéncias ASVs  Atribuicéo

de dados das Pareados Fundidas  Processadas Taxondmica
amostras (Género)

Orgéanico ORZ1 30.687 30.255 28.272 19.135 6.135
ORZ2 51.875 51.300 48.310 36.179 11.594

ORZ3 59.385 58.805 55.229 42.251 14.668

16S  convencional  CRz1 66.509 65.862 61.628 45283  16.750
CRZz2 66.017 65.383 61.459 46.707 18.156

CRZ3 55.212 54.669 51.405 38.052 13.162

TOTAL 329.685 326.274 306.303 227.607  80.465
Orgéanico ORZ1 47.596 47.346 43.567 42.455 27.794
ORZz2 11.676 11.441 10.426 10.042 6.329

ORZ3 50.777 50.558 46.658 45.351 32.112

ITS " convencional ~ CRz1 66.655 66.271 60.813 58.166  32.896
CRZz2 62.383 62.073 57.374 55.932 38.595

CRZ3 72.182 71.850 66.391 64.123 45.979

TOTAL 311.269 309.539 285.229 276.069 183.705

5.3. Medidas Ecolégicas e Composicdo Microbiana

5.3.1 Composicao taxonédmica
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Na composi¢do taxondmica de bactérias da rizosfera, grande parte dos taxons

de maior abundancia sdo pertencentes ao filo Proteobacteria em ambos os sistemas

de manejo,

seguidos pelos filos Actinobacteria, Acidobacteria, Firmicutes,

Gemmatimonadetes e Bacteriodetes, também em altas abundancias, porém em

menores proporcdes (Figura 3A). Nota-se a presenca de grupos categorizados como

ndo classificados (unclassified) agrupando taxons em menores abundancias,

desconhecidos ou sequéncias com evidéncias insuficientes. Considerando o nivel

taxondmico de ordem, encontram-se quinze mais abundantes (Figura 3B) com grande

destaque para Rhizobiales, Actinomycetales, Bacillales e Sphingomonadales.
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Figura 3: Distribuigcdo dos 8 filos bacterianos mais abundantes em cultivo organico e convencional (A) e distribuicao

de 15 ordens bacterianas mais abundantes da rizosfera de cana-de-agucar organica (ORZ) e convencional (CRZ)

(B).
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Na composicéo taxondmica de fungos da rizosfera de cana-de-acucar, os filos
mais abundantes sdo Ascomycota e Basidiomycota seguido por Mucoromycota, com
abundancia relativamente pequena (Figura 4A). Considerando o nivel taxonémico de
ordem, encontram-se quinze mais abundantes (Figura 4B) com grande destaque para
Hypocreales, Perosporales e Sordariales.
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>
§ . p__Basidiomycota; c__Agari Y , o_ Hy
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B . Others

0% 25% 50% 75% 100%

Figura 4: Distribuicéo dos 5 filos fungicos mais abundantes em cultivo organico e convencional (A) e distribui¢cdo
de 15 ordens fungicas mais abundantes da rizosfera de cana-de-agucar organica (ORZ) e convencional (CRZ) (B).
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5.3.2. Diversidade alfa (16S e ITS)

O indice de riqueza e diversidade de taxons nas amostras bacterianas em
ambos os sistemas de cultivo ndo apresentaram diferencas significativas, através da
comparacao de médias Wilcoxon (Chaol p=1, Shannon p=1 e Gini-Simpson p=1),
considerando-se um p-valor < 0,1 (Figura 5 e tabela 6). Em relacdo as amostras
fungicas, houve apenas diferenca de diversidade considerando o indice Gini-Simpson
(p=0,1), com valor superior em sistema de cultivo convencional. Os demais indices
nao obtiveram diferencas significativas entre os sistemas de cultivos (Chaol p=0,4;
Shannon p=0,2), considerando-se 0 mesmo nivel descritivo de significancia estatistica
(Figura 5 e Tabela 6). O indice de Shannon atribui maior énfase a riqueza de espécies
do que o indice de Simpson, dessa forma os indices podem diferir (Daly et al., 2018).

A B
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800 1 : 850 |
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°
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400 A
- 50
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c
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n 5.8
5.6 4.4 1 |
. 0.997 4
0o T
c 1
ol 0.996 0.97 -
Q.
E 0.96 -
| 0995+
‘= 0.95 -
O
0.994 | 0.94 4
- 0.93

Treatment - Conventional E Organic

Figura 5: indices de diversidade alfa para as bibliotecas 16S (A) e ITS (B) das trés amostras de solo rizosférico
organico (verde) e trés amostras de solo rizosférico convencional (vermelho). As medidas obtidas foram
comparadas estatisticamente através do teste ndo-paramétrico de comparacdo de médias Wilcoxon,
considerando-se um p-valor < 0,1.
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Tabela 6: indices de diversidade alfa para as bibliotecas 16S e ITS das trés amostras de solo rizosférico organico
e trés amostras de solo rizosférico convencional. As medidas obtidas foram comparadas estatisticamente, através
do teste ndo-paramétrico de comparacéo de médias Wilcoxon, onde significancia (Sig = p-valor < 0,1) e ns (ndo
significativo = p > 0,1).

indice Tratamento Valor Tratamento Valor Sig
Convencional Orgéanico
CRZ1 370 ORZ1 707
Chaol CRZ2 744 ORZ2 784 ns
& CRZ3 817 ORZ3 739
©
5‘; CRz1 5,58 ORZ1 6,28
< Shannon CRZ2 6,27 ORZ2 6,05 ns
i CRZ3 6,27 ORZ3 6,28
|_
(@)
g CRZ1 0,99 ORZ1 0,99
Gini-Simpson CRZz2 0,99 ORZ2 0,99 ns
CRZ3 0,99 ORZ3 0,99
CRZ1 765,23 ORZ1 861,75
Chaol CRz2 670,78 ORZz2 730,59 ns
CRZ3 764,7 ORZzZ3 812,94
n
= CRZ1 4,92 ORZ1 4,35
8 Shannon CRZ2 4,99 ORZ2 4,59 ns
9 CRZ3 4,66 ORZ3 4,81
)
t CRZ1 0,08 ORZ1 0,93
Gini-Simpson CRz2 0,98 ORZ2 0,97 *
CRZ3 0,97 ORZ3 0,97

5.3.3. Diversidade beta (16S e ITS)

No gréafico bidimensional de Andlise de Coordenadas Principais (Principal
Coordinate Analysis — PCoA) baseado no indice de Bray-Curtis em amostras de 16S
rRNA (Figura 6), houve descricdo significativa do sistema sem grandes perdas de
informacfes. A variancia da projecdo de dados € explicada em 60% para os
procariotos, onde PCoA 1 descreve a maior parte da variacdo (respondendo por
37,37%). Uma das amostras de manejo organico aparece longe das demais do
mesmo grupo, se assemelhando as amostras de cultivo convencional, sugerindo
tratar-se de um ponto fora da curva (outlier). No entanto, mesmo considerando essa

amostra discrepante, ha a possibilidade de rejeitar a hipétese nula de equivaléncia
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entre 0s grupos representados pelos sistemas de manejo (considerando-se o p-valor

< 0,1), onde os sistemas de cultivos demostram diferengcas composicionais entre si.

PERMANQVA, p-value = 0.1

o
N
1

}

Conventional

QOrganic

PCoA 2 (25.09%)
= =)
) o

00 02 04 06 15 10 05 00

A Height B PCoA 1 (35.37%)

Figura 6: Dendrograma resultante do agrupamento hierarquico de amostras 16S rRNA de solo rizosférico (A).
Andlise de Coordenadas Principais (PCoA), baseado no indice de Bray-Curtis de amostras 16S rRNA de solo
rizosférico (B). As matrizes das distancias foram utilizadas para comparacéo estatistica entre os sistemas por uma
andlise PERMANOVA, considerando-se um p-valor < 0,1.

Na Analise de Coordenadas Principais do conjunto de organismos fungicos, as
amostras das bibliotecas de ITS apresentam o mesmo perfil de agrupamento
observados para os dados de procariotos, ou seja, as amostras de manejo organico e
convencional estdo bem definidas e apresentam diferencas entre os manejos (Figura
7). A variancia da projecdo de dados para os fungos € explicada em 60%, com
descricdo significativa do sistema, sem grandes perdas de informacdes. O nivel
descritivo de significancia pela analise PERMANOVA é de 0,1. O caso é semelhante
a avaliacdo feita para os procariotos, dessa forma representando também uma

diferenca significativa entre os sistemas de cultivo.
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PERMANQVA, p-value = 0.1
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Figura 7: Dendrograma resultante do agrupamento hierarquico de amostras ITS de solo rizosférico (A). Andlise de
Coordenadas Principais (PCoA), baseado no indice de Bray-Curtis de amostras ITS de solo rizosférico (B). As
matrizes das distancias foram utilizadas para comparagdo estatistica entre os sistemas por uma analise
PERMANOVA, considerando-se um p-valor < 0,1.

5.3.4. O microbioma essencial ou microbiome core

Para os dados 16S rRNA, foram considerados pertencentes ao microbioma
essencial 7 filos, 12 classes, 12 ordens, 9 familias e 5 géneros (Figura 8). Dentre
estes, destaca-se o filo Proteobacteria, com abundéancia relativa de 35% em 100%
das amostras, seguido por Actinobacteria, com abundancia relativa de 15% em 100%

das amostras.
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Figura 8: Microbioma essencial da cana-de-agucar. Taxons bacterianos de alta prevaléncia (> 90%) nas amostras
de rizosfera independentemente do sistema de cultivo, onde a coloracéo azul indica a prevaléncia dos tdxons nas
amostras e a porcentagem horizontal representa a abundéancia relativa de cada taxon nas amostras. O nivel

taxonémico pode ser identificado pelos prefixos: "p" (filo), "c" (classe), "0" (ordem), "f" (familia), e "g" (género).

O microbioma essencial dos fungos compreendeu 2 filos, 5 classes, 7 ordens,

7 familias, 5 géneros e 3 espécies (Figura 9). O filo essencial de maior prevaléncia foi
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Ascomycota, com uma abundéncia relativa de 80% em todas as amostras. O filo de
menor prevaléncia foi Basidiomycota, com uma abundancia relativa de 8% nas

amostras. Seu Unico representante foi a espécie Saitozyma podzolica.
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Figura 9: Microbioma essencial da cana-de-agucar. Taxons fungicos de alta prevaléncia (> 90%) nas amostras de
rizosfera independentemente do sistema de cultivo, onde a coloracédo azul indica a prevaléncia dos tdxons nas
amostras e a porcentagem horizontal representa a abundéancia relativa de cada taxon nas amostras. O nivel
taxonémico pode ser identificado pelos prefixos: "p" (filo), "c" (classe), "0" (ordem), "f" (familia), "g" (género) e “s”

(espécie).
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5.3.5. Taxons diferencialmente abundantes considerando 0s sistemas de

cultivos contrastantes

No total foram encontrados 14 tadxons bacterianos diferencialmente abundantes
em ambos os sistemas de cultivos (Figura 10; Apéndice A). Destes, 8 taxons
obtiveram diferencas significativas em abundéancia, considerando um p-valor < 0,01
em sistema de cultivo convencional. Dentre eles o filo Saccharibacteria, a classe
Flavobacteriia e a Ordem Flavobacterialles. Duas familias estdo em destaque sendo
elas Erythrobacteraceae e Flavobacteriaceae e trés géneros, Flavobacterium,
Segetibacter e em menor abundancia Devosia.

No cultivo organico 6 taxons foram diferencialmente abundantes em
relacéo ao convencional, considerando-se um p-valor < 0,01 (Figura 10). Dentre eles,
duas familias Labilitrichaceae e Cryptosporangiaceae e em menor proporcao
Pseudonocardiaceae. Os trés géneros identificados, Jatrophihabitans, Pelomonas e

Pseudonocardia foram os mais abundantes, respectivamente.

Phylum|[ Ca. Saccharibacteria
Class[ Flavobacteriia
Order[ Flavobacteriales

Erythrobacteraceae
favobacteriaceae
Family Pseudonocardiaceae
Labilitrichaceae
Cryptosporangiaceae

Flavobacterium
Segetibacter
Devosia
Pseudonocardia
Pelomonas
Jatrophihabitans

Genus

5 0 5
Log2FC

CRZ j ORZ

Figura 10: Taxons bacterianos diferencialmente abundantes entre os sistemas de cultivo convencional (CRZ) em
vermelho e organico (ORZ) em verde, presentes na rizosfera de cana-de-aguUcar através da constatacao estatistica
pelo teste Wald, considerando-se um p-valor < 0,01.

Para fungos foram encontrados 60 taxons diferencialmente abundantes,

demonstrando maior expressividade se comparado a taxonomia bacteriana (Figura
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11; Apéndice B). Destes, 36 taxons foram diferencialmente abundantes em cultivo

convencional e 24 tdxons em cultivo orgéanico, considerando-se um p-valor < 0,01.
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Figura 11: Taxons fungicos diferencialmente abundantes entre os sistemas de cultivo convencional (CRZ) em

vermelho e orgéanico (ORZ) em verde, presentes na rizosfera de cana-de-agUcar através da constatacéo estatistica
pelo teste Wald, considerando-se um p-valor < 0,01.
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5.3.6. Analise de Predicdo Funcional

Em acréscimo as andlises de composicao e diversidade, buscou-se investigar
as diferencas funcionais, baseadas nas classificacbes taxonémicas presentes nos
microrganismos rizosféricos. No total foram identificadas 324 vias metabdlicas em
amostras 16S rRNA, dentre as quais 24 vias bacterianas foram diferencialmente
abundantes nos dois cultivos avaliados, considerando um p-valor < 0,05. Destas, 17
foram diferencialmente abundantes em cultivo organico e 7 em cultivo convencional
(Figura 12).

95% confidence intervals

pyruvate fermentation to propanoate |

|
|
sucrose degradation Il {sucrose synthase) By 00— |
D-galacturonate degradation | == | ——

L-arginine biosynthesis Il (acetyl cycle) BT 00— I
UDP-N-acetyl-D-glucosamine biosynthesis | E——————t —_ !

myo-, chiro- and scillo-inositol degradation = ! —e—
guanosine ribonucleotides de nove biosynthesis BTy p—0— :

adenosylcobalamin biosynthesis Il {late cobalt incorporation) Bt I p—C—
L-arginine blosynthesis | (via L-ornithine) Tty o
L-arginine biosynthesis IV {archaebacteria) F——— 00— |
superpathway of hexuronide and hexurcnate degradation Bt [ —a—
glycolysis | (from glucose 6-phosphate) P11 00— I
myo-inositol degradation | Bt : ——
mycothiol biosynthesis B —0— :
methyl ketone biosynthesis B 0
Calvin-Benson-Bassham cycle Bty 00—
glycerol degradation to butanol | —o—
superpathway of L-lysine, L-threonine and L-methionine biosynthesis | E—= o~ |
superpathway of tetrahydrofolate biosynthesls === [ —
superpathway of mycolyl-arabinogalactan-peptidoglycan complex biosynthesis | —0— :
aspartate superpathway B —o— |
pyrimidine deoxyribonucleotides biosynthesis from CTP | HeH |
mycolyl-arabinogalactan-peptidaglycan complex biosynthesis I HH |
pyrimidine deoxyribonucleotides de novo biosynthesis 1V | KA
1 1 L | | 1 | 1 1 1 1
0.0 0.6 -0.05 -0.04 -0.03 -0.02 -0.01 0.00 001 002 003 0.04
Mean proportion (%) Difference in mean proportions (%)

[ Conventional [ Organic

Figura 12: Vias metabdlicas de amostras 16S rRNA diferencialmente abundantes na rizosfera de cana-de-agucar
comparadas através do teste White, considerando um p-valor < 0,05. As vias em vermelho representam a
proporcéo média em cultivo convencional e em verde a proporgdo média em cultivo organico.

Na analise de predicdo funcional fangica, foram identificadas 69 vias
metabdlicas das quais 14 obtiveram maior destaque dentro das amostras analisadas,
considerando um p-valor < 0,05. Destas, 11 obtiveram proporgdes maiores em cultivo

organico e 3 em cultivo convencional (Figura 13).
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Figura 13: Vias metabolicas de amostras ITS diferencialmente abundantes na rizosfera de cana-de-agUcar
comparadas através do teste White, considerando um p-valor < 0,05. As vias em vermelho representam a
proporgao média em cultivo convencional e em verde a propor¢do média em cultivo organico.

5.3.7. Estruturacdo dos Microbiomas

Para investigar a estrutura das comunidades microbianas foram realizadas
analises de redes de coocorréncia entre os géneros identificados no conjunto de
dados bacterianos e fungicos. Dentre os géneros bacterianos identificados, 110 foram
considerados para a criagcdo das redes de coocorréncia do sistema de cultivo
convencional e organico (Figura 14). Os géneros Nitrosospira, Ktedonobacter e
Kribbella sédo indicadores de serem taxons chaves (Figura 14; Apéndice C). Ja o
género Burkholderia destaca-se pela maior conectividade com outros géneros

bacterianos, totalizando 25 correlacdes (Figura 14; Apéndice D).
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medidas de centralidade dos tratamentos foram comparadas estatisticamente utilizando os parédmetros de
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Em relacdo a rede fangica 188 taxons foram considerados para a rede de
coocorréncia, sendo Fusarium o género mais abundante presente nos sistemas de
cultivos (Figura 15). Os géneros Rhizopus, Scopulariopsis e Podospora destacam-se
sugestivamente como taxons chave na rede (Figura 15; Apéndice E). O género
Ascobolus destaca-se através de suas 27 correlagdes com outros géneros fungicos,
(Figura 15; Apéndice F).



42

Imn'.iella Xenm.diella

Cunidifitrama
Neoc.iesia 'GQH‘EHB Con.mra

|.v;9dan Ee"é\rr.l%nus aca@pors B Rhiz.onia

Chl L llus
Sis maer; sti Deaid mardaSplze.wces
Ch,us-rr lla Aurec.idlu ; CIa\f.JpS\fapl.J
Oidtioff8dron Con.‘,pha Hyphader s
Ver‘:ora Tre ora Pa illotrema m.;be

Chaet.'\aena Elasl.gaH&ei-o C‘Iom e Gibe’)psis
Rh.ug-- PU'}'|D.§|F & be .

|. h;-" v' - )
o Sl e ’;‘::"

Tetrap.h'éé-ria

Sak‘chia

Ch.(). pm@a&y}dﬂ.ﬂ . ,
8 ﬁ&‘

/ BYSS‘ & 0 ‘" : Mi CoIIe chum
i l0pSk, - onl sia
Con|.aewcta‘,¥rlamﬂgnsar hyrlum : @&

- Achru ach ; (et

‘ Tr|c|'.rm.|a Esc %ib.;na s ! m}.;:clﬁls_.c .

Scyt.ium "Exsaim s fIur U R c.m%. tium Rhodos;.:llobclus

} .-‘hy mRammiu ces HOI‘I‘.Ema c. ming

\l ALT*”E . "}Ken . *era Spﬁ.lnx
' Par‘q ”.0 Hell‘oeaZ .”
at.’%]%'ella .ora 0 a

Cet.ora CutaneO.wTr.o Stac.j,ﬁﬁ.gr‘gggg}pg phacriz
Ro aEC.lyces Xenoa‘umurf'lo.d]cwghm.mum

Figura 15: Redes de coocorréncia dos géneros flingicos presentes em sistemas de cultivo convencional e organico.
Os circulos sdo proporcionais as somatorias de abundancia relativa de cada género. A coloracédo indica a
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conexdes com correlagdo positiva entre 0s géneros, enquanto as azuis, conexdes com correlagdo negativa. As
medidas de centralidade dos tratamentos foram comparadas estatisticamente, utilizando os pardmetros de

correlagdo minima = £0,5 e p-valor = 0,05

6. DISCUSSAO

O principal objetivo desse estudo foi a realizacdo de uma analise comparativa
e investigativa de comunidades microbianas presentes em dois ambientes rizosféricos
de cana-de-agucar, organico e convencional, sob a perspectiva de se entender a

dindmica ecologica em termos de composi¢ao e diversidade de espécies. As amostras
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de solos rizosféricos dos dois tipos de cultivos se diferenciam entre si pelas préaticas
utilizadas, através da adicdo de suplementos nutricionais e o controle de patégenos,
porém apresentam grande proximidade entre os locais amostrados. Os pontos de
coletas dos talhdes das fazendas Sdo José e Sao Sebastido se separam entre si por
uma distancia minima de aproximadamente 230 metros, o que resulta em poucas
variacbes nas analises fisico-quimicas presentes nas amostras (Tabela 4). Parte
dessas diferencas encontradas se referem a parametros de acidez do solo (pH,
potencial de acidez, soma e saturacdo de bases). No entanto, tais diferencas nao
foram suficientes para alterarem a composicdo (Figuras 3 e 4) e a diversidade
microbiana (Figura 5) entre os sistemas, apesar do pH do solo ter uma forte correlacao
com a diversidade e composicao geral da comunidade microbiana e ser um fator direto
de influéncia na abundancia relativa de grupos taxonémicos individuais (Shen et al.,
2013; Yun et al., 2016; Wu et al.,, 2017). A pequena variagdo em acidez no solo
convencional foi possivelmente causada pela aplicacdo de insumos agroquimicos e
uso intensivo de adubacdo nitrogenada (Li et al., 2012). No entanto, no cultivo
organico, a decomposicdo da matéria organica pode ter contribuido para o aumento
nos valores de acidez, levando a maior similaridade de pH entre os cultivos, atravées
da producéao de acidos organicos e pela presenca de nitrogénio em formas reduzidas
gue levam a processos de oxidacédo e mineralizacdo e consequentemente producéo
de H+ e acidez (Fageria e Nascente, 2014; Francioli et al., 2016). Nota-se assim, que
os parametros fisicos e quimicos dos solos referentes a acidez nao foram
determinantes, ao menos de forma isolada, ndo sendo correlacionados com variacdes

entre os sistemas.

Os indices de diversidade alfa em bactérias e fungos ndo apresentaram
diferencas significativas entre os sistemas de cultivos (considerando-se um p-valor <
0,1), exceto no caso da diversidade fungica fornecida pelo indice de Gini-Simpson,
gue se mostrou maior em cultivo convencional (Figura 5). Para a beta diversidade, a
analise de variancia permutacional multivariada (PERMANOVA), demostrou que ha
diferencas significativas composicionais (considerando-se um p-valor < 0,1) quando
se avalia apenas o tratamento (convencional ou organico) como fator descritivo da

heterogeneidade entre ambos os cultivos (Figuras 6 e 7). O efeito positivo da
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agricultura organica é frequentemente relatado, demonstrando que a composicéo
bacteriana e fungica apresenta maior riqueza, diversidade e heterogeneidade (Wang
et al., 2016; Francioli et al., 2016; Lupatini et al., 2017). Os resultados encontrados
demonstram que os efeitos advindos dos sistemas de cultivos podem ocorrer em
taxons microbianos especificos ndo determinados pela diversidade total da
comunidade, onde variacbes em certos grupos de microrganismos podem ser
compensadas por variagbes em outros grupos, ndo evidenciando diferencas em
diversidade (Bill et al., 2021). A alta diversidade fungica em cultivo convencional
sugere o potencial de uma planta em selecionar no ambiente rizosférico comunidades
fungicas através da composicdo de seus exsudatos radiculares (Semenov et al.,
2022). As coletas de material rizosférico em cada cultivo foram realizadas no final do
periodo de crescimento vegetativo (11 meses) e inicio da maturacdo do canavial,
podendo inferir que diferentes estagios de crescimento da planta podem determinar
sua composicdo, quantidade de rizodepdsitos presentes e 0 seu microbioma
associado (Wang et al., 2020; Semenov et al., 2022). Ao longo do crescimento da
planta, inUmeros processos de sucessdes ecologicas podem ocorrer, ocasionando
novos habitats e aumento de amplitude de nichos (Gdanetz e Trail, 2017).

Mudancas ambientais podem ocorrer ndo sé por acdes antropogénicas,
incluindo o tipo de manejo empregado, mais pelos préprios microrganismos presentes
em um ambiente, que influenciam diretamente a sobrevivéncia e o crescimento da sua
prépria espécie e a de outras. Assim, as interacfes sdo definidas por como cada
metabolismo microbiano altera 0 ambiente e reage a essas mudancas, podendo levar
a crescimentos sucessivos, mortes celulares e estabilizacbes em populacdes de
microrganismos, acarretando em modificacdes na dinamica ecoldgica (Ratzke e Gore,
2018).

A diversidade estrutural e funcional dos microrganismos da rizosfera em
sistemas agricolas ou naturais podem ser alterados pelo cultivar, tipo de solo, fatores
ambientais e fenologia, assim como pelas complexas interacdes entre o gendétipo da

planta e a fertilizacao (Aira et al., 2010; Paungfoo-Lonhienne et al., 2015).

Conforme visto por De Souza et al. (2016) microrganismos centrais da cana-

de-acucar independente da fertilizagdo empregada podem trazer beneficios e
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vitalidade vegetal (Figuras 8 e 9). Nossos resultados evidenciaram no microbioma
essencial rizosférico, a alta prevaléncia de microrganismos conhecidos como
promotores de crescimento de plantas, inibidores de fitopatdgenos e participativos no
processo de ciclagem de nutrientes no solo (Leys et al., 2004; Yin et al., 2013; Stewart
e Hill, 2014; Shen et al., 2014; Banerjee et al., 2016; Avontuur et al., 2019; Asaf et al.,
2020; Lazcano et al., 2021). Dentre os taxons microbianos compartilhados entre os
cultivos organico e convencional destacam-se Sphingomonas, Gemmatimonas,
Gaiella, Bacillus, Bradyrhizobium e Trichoderma. O mesmo é visto para Antennariella
placitae e Saitozyma podzolica, espécies fungicas pouco relatadas e que ja
demonstram mecanismos potenciais de controle biol6gico em outras culturas como

plantas de arroz e macas (Andargie et al., 2017; Orru et al., 2021).

A estruturacdo das comunidades microbianas mesmo em ambientes com
semelhancas climaticas e tipo de solo como no presente trabalho, podem variar com
o tipo de pratica agricola empregada, selecionando microrganismos especificos (Van
der Heijden e Hartmann, 2016). Em cultivo convencional foram encontradas bactérias
diferencialmente abundantes (Figura 10) como o género Flavobacterium, que realiza
desnitrificacdo heterotrofica (Wang et al., 2016) e degradacado de diversos pesticidas
através de inumeras maneiras (Ortiz-Hernandez et al., 2003; Silva et al., 2007;
Upadhyay e Dutt, 2017), fazendo uso em seu crescimento e desenvolvimento como
fonte quimica de energia (Nayarisseri et al., 2015). O género Devosia é
frequentemente encontrado em ambientes contaminados com pesticidas de
hidrocarbonetos e hexaclorociclohexano (HCH), muito utilizados na agricultura como
um agente de biodetoxificacdo (Hassan et al., 2014; Talwar et al., 2020). Assim como,
realiza a biodegradacdo em ambientes ricos em micotoxinas, sendo muito
encontrados em plantacdes contaminadas por Fusarium (Wang et al., 2019) género
encontrado em alta abundéancia no presente trabalho. Um agroquimico pode favorecer
a multiplicacdo e a dominancia de populacées microbianas especificas com genes
responsaveis pela degradacéo e eliminacdo de um composto. Dentre as estratégias
utilizadas, diminuem ou eliminam o agrotoxico do ambiente em uma reacéao catabdlica,

utilizando-o como fonte de nutrientes e de energia, através da adsor¢éo e quebra do
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substrato, levando ao aumento da biomassa microbiana (Melo, 2001; Moreira e
Siqueira, 2006; Demichelli, 2016).

A abundancia aumentada de tdxons bacterianos especificos possivelmente
ocasionada pela fertilizacdo organica de longo prazo demonstra ligacao direta com os
nutrientes do solo (Li et al., 2017) conforme visto em cultivo orgéanico (Figura 10). Nele,
0s géneros bacterianos diferencialmente abundantes (Pseudonocardia, Pelomonas e
Jatrophihabitans) s&o taxonomicamente classificados em  Actinobacteria
(Pseudonocardia e Jatrophihabitans) e Betaproteobacteria (Pelomonas), que
ecologicamente possuem uma estratégia de vida copiotréfica, com rapido crescimento
em solos com grande disponibilidade nutricional (Li et al., 2012; Ho et al., 2017). Foi
relatado que comunidades microbianas associadas a praticas de manejo organico sao
importantes fontes de matéria orgénica ativa, levando ao desenvolvimento de
microrganismos copiotroficos pela alta concentragdo de nutrientes, maior
disponibilidade e aproveitamento de nitrogénio e carbono organico (Lupatini et al.,
2017; Semenov et al., 2019; Wang et al., 2021). As quantidades adicionais de carbono
podem ser amplamente fornecidas pelos fertilizantes orgéanicos (Aira et al., 2010).
Complementarmente, solos organicos sao grandes fontes de carbono recalcitrante
(Fliessbach et al., 2007), o que explica a presenca significativa de Actinobacteria
nesse cultivo, filo conhecido pela sua importancia no ciclo global de carbono e na
decomposicdo desse elemento (Lewin et al., 2016; Karanja et al., 2020). Com isso,
confirma-se que as classificacbes em altos niveis taxonémicos (filos) podem
responder de forma previsivel a varidveis ambientais, acarretando em alta coeréncia
ecoldgica (Li et al., 2017). A coeréncia ecoldgica demonstra que a abundancia de
certos filos bacterianos pode se alterar direcionalmente ao tipo de fertilizacdo de longo

prazo empregada (Li et al., 2017).

Nos taxons fungicos diferencialmente abundantes em cultivo organico (Figura
11), sete dentre as oito espécies encontradas pertencem ao filo Ascomycota (Torula
hollandica, = Mycothermus termophilus, = Monocillium indicum, Hypoderma
nudicephalum, Acremonium furcatum, Tubeufia dictyospora, Clonostachys rosea)

predominantemente saprotrofico (Paungfoo-Lonhienne et al., 2015), o que confirma a
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grande abundancia desse filo nesse ambiente e seu papel na decomposicao de
substratos organicos (Francioli et al., 2016). Todavia contrariamente ao relatado por
Lupatini et al. (2017), esses resultados demonstram maior similaridade taxondmica e
funcional na comunidade microbiana em cultivo organico, indicando homogeneizagéo
bidtica.

O cultivo convencional (Figura 11) demonstra-se mais heterogéneo com
resultados aparentes mesmo em nivel de filo, com espécies fungicas classificadas
taxonomicamente em Ascomycota (Metarhizium marquandii, Acremonium
cavaraeanum, Talaromyces diversus e Westerdykella ornata), Basidiomycota
(Resinicium saccharicola e Pluteus albostipitatus) e Mucoromycota/Zygomycota
(Gongronella butleri, Absidia repens, Rhizopus arhizus e Mortierella wolfii). Conforme
visto por Paungfoo-Lonhienne et al (2015), o uso de fertilizante NPK tem sido
associado a presenca e aumento de biomassa de fungos em rizosfera de cana-de-
acucar, podendo levar a modificacdes na composi¢cdo das comunidades fungicas.
Assim, a fertilizacdo nitrogenada pode ter ocasionado um leve efeito na diversidade
de fungos na rizosfera em sistema convencional (Semenov et al., 2022), levando ao
aumento na taxa de crescimento fungico (Aira et al., 2010).

A aplicacdo por longos prazos de fertilizantes minerais fornecem grandes
guantidades de nutrientes ao solo. Estes nutrientes introduzidos podem aumentar a
exsudacao e alterarem a comunidade de fungos presentes (Semenov et al., 2022).
Isso porque a fertilizacdo influencia diretamente o estado fisiolégico da planta e
favorece a liberacéo desses exsudatos (Aira et al., 2010).

O uso de nitrogénio inorganico pode reduzir a dependéncia de comunidades da
rizosfera na utilizacdo do carbono derivado das plantas e ativar muitas espécies de
fungos dormentes (Semenov et al., 2022). Isso se aplica ao fato da maioria dos fungos
serem heterétrofos e com alta dependéncia de carbono exdégeno para seu crescimento
(Ma et al., 2018). A liberacdo de exsudatos da raiz pode diminuir gradativamente ou
cessar, conforme a planta amadurece e atinge a senescéncia e 0S microrganismos
passam a obter seus nutrientes do solo (Aira et al., 2010).

Todavia, os efeitos dos sistemas de fertilizagdo sobre as comunidades fungicas
do solo ainda nao é totalmente compreendido, sendo possivel encontrar resultados

diversos (Wang et al., 2018). As variagcbes em abundéancias relativas populacionais
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em resposta as doses de nitrogénio abrangem uma série de tdxons fangicos, podendo
incluir géneros que influenciam diretamente a saude das plantas (Paungfoo-
Lonhienne et al., 2015).

O microbioma associado a rizosfera da cana de agucar organica e convencional
foi analisado através de uma analise de enriquecimento de vias metabdlicas (Figuras
12 e 13). As vias enriquecidas encontradas nos manejos possuem somente relacao
com processos estruturais e biolégicos dos microbiomas, ndo demonstrando
associacao direta ao tipo de cultivo empregado. Nas vias metabdlicas bacterianas,
identifica-se como enriquecidas para o sistema de cultivo organico, principalmente
vias do metabolismo de aminoéacidos, destacando vias de biossintese de arginina.
Este aminoacido é responsavel pelo transporte e armazenamento de nitrogénio
organico (Winter et al., 2015), sendo essencial para a ciclagem de nitrogénio nas

plantas (Slocum, 2005).

Confirme visto por Schmidt et al. (2019) o tipo de manejo empregado pode
determinar a presenca de taxons na rede e suas interacdes, levando a importantes
inferéncias ecologicas e agricolas. As analises de redes de coocorréncia (Figuras 14
e 15) demonstram padrdes diferentes em estrutura e composicdo quando se analisa
a presenca de géneros bacterianos e fangicos em cada sistema de cultivo,
observando diferentes identidades, abundancias relativas e as correlacdes
ocasionadas.

Sugestivamente o tipo de cultivo empregado e as sutis variacfes advindas
através das diferencas composicionais (diversidade beta) (Figuras 6 e 7) e a
constatacdo de microrganismos diferencialmente abundantes (Figuras 10 e 11),
podem influenciar a presenca e abundancia de determinados taxons em cada sistema
de cultivo e levar a modificacbes em toda a comunidade microbiana. Essas redes
consistem em interacdes parasitarias, amensalistas, comensalistas, sinérgicas ou
mutualisticas que influem em cada um de seus constituintes e que podem gerar efeitos
na saude das plantas e na fertilidade do solo (Van der Heijden e Hartmann, 2016).
Através da analise de redes de coocorréncia é possivel quantificar e conceituar a

importancia das espécies, ou classificd-las como taxons-chaves, que sao
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componentes essenciais nas teias ecoldgicas. Essa importancia € dada a uma
espécie medindo sua centralidade, pois um né central pode ter influéncia sobre outros
na rede e ter efeitos diretos nas intermediac¢des que esta envolvido (Lai et al., 2012).
Pontuar através da centralidade de intermediacéo distingue mddulos que se destacam
e sdo de extrema importancia para a conectividade de uma rede ecolégica, sendo
usualmente tida como forma de identificacdo de espécies-chaves (Li et al., 2017). A
centralidade de intermediacdo, embora seja uma métrica usualmente descrita como
uma possivel indicacdo de taxons chaves, é validada apenas atraves de validagdo
experimental (Schmidt et al., 2019).

Nossos resultados sugerem através de altos valores de centralidade de
intermediacdo, a presenca de taxons chaves interconectados na rede que sé&o
altamente importantes para a formacdo da comunidade microbiana, controlando ou
favorecendo a colonizacdo de outros microrganismos, demonstrando que estes
cultivos possuem grupos que variam consideravelmente e influem em toda a rede
(Agler et al., 2016). Os taxons ou espécies-chaves, independente de sua abundancia
exercem um efeito grande no ecossistema e impulsionam a composicao e funcao da
comunidade (Berry e Widder, 2014; Banerjee et al., 2018). A maior centralidade de
intermediacdo na rede bacteriana foi representada pelo género Nitrosospira,
reconhecido como oxidantes de amonia (AOB), presente em alta abundancia em
cultivo convencional (Lin et al.,, 2018). Foi relatado a grande abundancia de
Nitrosospira em solos que recebem fertilizacdo nitrogenada, podendo levar ao
aumento significativo no processo de nitrificacdo do solo em comparacdo ao
tratamento organico (CHU et al., 2007). Essa funcdo metabdlica especializada
presente em Nitrosospira pode ser primordial para a estabilidade do microbioma do
solo (XUN et al.,, 2021). Na rede fungica, Rhizopus (Mucoromycota) presente
exclusivamente em cultivo convencional foi considerado taxon chave, com o maior
valor de centralidade de intermediacdo. Esse género pode tido sua abundancia
favorecida em sistema convencional pela fertilizacdo nitrogenada utilizada, que
sugestivamente levou ao aumento na diversidade fangica nesse sistema. A maior
diversidade pode ter sido impulsionada pelo alto incremento nutricional e pela
exsudacao rizosférica estimulada pela fertilizacdo inorganica nitrogenada empregada
(Aira et al., 2010; Paungfoo-Lonhienne et al., 2015; Semenov et al., 2022).
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7. CONCLUSOES

Através desse estudo fomos capazes de identificar pequenas variagcdes no
microbioma rizosférico de plantas de cana-de-acglcar advindos da comparacédo dos
sistemas de cultivos organico e convencional.

As préticas de manejos ndo evidenciaram variacdes nos parametros fisico-
guimicos do solo, ndo demonstrando relacao direta com a composicao e diversidade
microbiana nos cultivos em comunidades bacterianas e fungicas.

Os resultados demonstram que ha diferencas composicionais entre os sistemas
de cultivos (diversidade beta) quando ambos sédo comparados. Porém, tais diferencas
nao foram suficientes para alterarem significativamente indices locais de diversidade
(diversidade alfa) e de composicao taxondémica entre os cultivos.

O microbioma essencial, ou seja, microrganismos presentes na rizosfera de
cana-de-acucar que independe do tipo de manejo empregado, evidencia a presenca
de taxons conhecidos como promotores de crescimento de plantas. IniUmeros géneros
microbianos essenciais apresentam tracos que trazem beneficios vegetal e acéo
antagobnica contra patdgenos.

Os diferentes sistemas de manejos sugestivamente podem ter influenciado a
presenca de taxons diferencialmente abundantes, que demonstram mecanismos
ecoldgicos e funcionais associados ao tipo de cultivo, como a relagdo adaptativa a
agroguimicos e modo estratégico de vida, indicios que podem estar associados
diretamente ao tipo de manejo empregado e que levam a alteracfes nas relacdes
ecoldgicas, estruturais e composicionais.

As analises de predicbes funcionais nao manifestaram diferencas
correlacionadas aos tipos de manejos empregados, uma vez que, as vias metabdlicas
enriquecidas possuem relacdo somente com processos estruturais e biologicos dos
microbiomas e obtiveram médias proporcionais semelhantes entre ambos os cultivos.

A estrutura e abundancia relativa de géneros bacterianos e fungicos nos
microbiomas através das redes de coocorréncia demonstram diferentes padrdes
composicionais entre os diferentes cultivos. Assim como, o0s taxons considerados
chaves, através de altos valores de centralidade de intermediacdo, demonstram

suposta associagao direta com os tipos de cultivos utilizados. Consequentemente, 0s
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diferentes géneros e suas abundancias (tAxons chaves e os diferencialmente
abundantes em cada sistema de cultivo) estabelecem correlagcdes positivas e
negativas que afetam diretamente a dindmica da rede ecoldgica do sistema de cultivo
organico e convencional, influindo assim, nas intera¢des e na estrutura do microbioma
associado a cada pratica de manejo.

A rizosfera, ambiente de interface da planta com o solo envolve diferentes tipos
de interacbes entre 0s microrganismos, através de seus exsudatos radiculares que
podem moldar a estrutura e grande parte da composicdo e atividades das
comunidades microbianas. Em especial, no caso dos fungos, podemos observar
claramente diferencas em sua estruturacao devido as alteracdes na abundéancia de
certos géneros e aumento de diversidade ocasionados pelo sistema de cultivo
convencional, que consequentemente levam a alteracdes nas relacdes ecoldgicas.

No experimento considerado é possivel notar que os sistemas contrastantes
possuem tragcos composicionais proprios em determinados aspectos, supostamente
ocasionados pelo sistema de fertilizacdo utilizado. Porém, tais diferencas ndo sao
capazes de alterarem significativamente parametros gerais de composicao e
diversidade quando ambos os sistemas sdo comparados. Com isso, podemos
presumir que as praticas agricolas podem modular e causar variacdes pontuais na
microbiota da rizosfera, mas nao o suficiente para ocasionar grande heterogeneidade
nas praticas constratantes.

A grande diversificacdo de fatores que envolvem e alteram a composicao e a
estrutura de comunidades, além do tipo de pratica agricola, leva a necessidade de
analises mais profundas. Assim, os tipos de regimes empregados e seus efeitos na
comunidade microbiana devem ser analisados de forma mais abrangente, através de
abordagens moleculares e identificando com mais exatiddo a proporcdo destas
variacfes pontuais. Isso significa que ndo podemos descartar a possibilidade de haver
diferencas mais expressivas considerando outras condi¢cdes, por exemplo, outras
plantas, solos, climas, manejos, coletas, preparos, produtos utilizados, rotacdo de
cultura, nimero de colheitas consecutivas (cortes), em especial o tempo de conversao
para o sistema organico. Muitos estudos comparativos encontram problemas

metodolégicos, limitando sua capacidade de tirar conclusdes quantitativas. Dessa
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forma, mais pesquisas sdo necessarias para investigar o impacto de cada um desses

fatores considerando sistemas agricolas de longo prazo.
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Apéndice A: Taxons bacterianos diferencialmente abundantes obtidos por meio da
abordagem “DESeq2”. Apenas os taxons com constatacéo estatistica significativa (p-
valor <0,01) através do teste Wald foram considerados. O logFc representa 0 nUmero
de vezes que um taxon especifico esta em maior abundancia em um cultivo, onde os
valores negativos indicam abundéancia maior em cultivo organico e valores positivos

em cultivo convencional.

Nivel
Téaxon logFC pvalor Cultivo taxondémico

Ca. Saccharibacteria 3,917 0,00028755 CRz Filo
Flavobacteriia 7,221 0,00041266 CRZ Classe
Flavobacteriales 7,027 0,0021675 CRz Ordem
Cryptosporangiaceae -8,593 0,00000005634 ORZ Familia
Erythrobacteraceae 8,060 0.000000109 CRz Familia
Pseudonocardiaceae -1,082 0,00065106 ORZz Familia
Flavobacteriaceae 6,772 0,0010334 CRz Familia
Labilitrichaceae - 8,099 0,00619 ORZ Familia
Jatrophihabitans - 8,622 0,00000097754 ORZ Género
Pelomonas -7,224 0,0015465 ORZ Género
Flavobacterium 6,827 0,0023872 CRZ Género
Devosia 0,954 0,0047914 CRZz Género
Pseudonocardia -1,020 0,006646 ORZ Género
Segetibacter 6,146 0,0085566 CRZz Género

Apéndice B: Taxons fungicos diferencialmente abundantes obtidos por meio da
abordagem “DESeq2”. Apenas 0s taxons com constatacéo estatistica significativa (p-
valor < 0,01) através do teste Wald foram considerados. O logFc representa o nimero
de vezes que um taxon especifico esth em maior abundancia em um cultivo, onde o0s
valores negativos indicam abundancia maior em cultivo organico e valores positivos

em cultivo convencional.



Taxon

Mucoromycota
Saccharomycetes
Mucoromycetes
Leotiomycetes
Trichosporonales
Hymenochaetales
Helotiales
Mucorales
Myrmecridiales
Saccharomycetales
Trichosporonaceae

Hymenochaetales fam.

inc. sed.
Dipodascaceae

Testudinaceae
Agaricaceae
Myxotrichaceae
Hyphodermataceae
Cunninghamellaceae
Myrmecridiaceae
Microdochiaceae
Morosphaeriaceae
Pluteaceae
Stephanosporaceae
Lycoperdaceae
Rhizopodaceae
Apiotrichum
Trichosporon
Resinicium
Chaetosphaeria
Oidiodendron
Hyphoderma
Absidia
Mycothermus
Gongronella
Tubeufia
Myrmecridium
Microdochium

logFC

2,124
-3,184
3,162
3,155

8,122
4,213
3,822
4,200
-2,696

-12,031

7,858

-9,005
4,471
7,371
7,971
-6,963
4,020
4,083
-6,851
-6,666
4,99
5,326
3,047
5,672

-12,539
-11,231

7,873
7,398
7,997
-7,037
3,951
-8,128
6,219
-4,502
4,094
-6,804

11,694

pvalor

0,0085892

0,000067317

0,0041382
0,0048362

0,00000000000129
0,000000701

0,0008455
0,0008509
0,0013124
0,0053982

0,00000000000398

0,00000244

0,0000312
0,0000443
0,0000853
0,00014973
0,00017137
0,00053504
0,0017247
0,0020056
0,0029415
0,0037745
0,0041618
0,0075384
0,0089539

0,000000000023
0,00000000040
0,0000033728

0,0000916
0,00017153
0,00019751
0,00077466

0,0008203

0,0011342

0,0017037

0,0021673

0,0027048

Cultivo

CRZ
ORZ
CRZ
CRZ
ORZ
CRZ
CRZ
CRZ
CRZ
ORZ
ORZ
CRZ

ORZ
ORZ
CRZ
CRZ
ORZ
CRZ
CRZ
ORZ
ORZ
CRZ
CRZ
CRZ
CRz
ORZ
ORZ
CRz
CRz
CRz
ORZ
CRz
ORZ
CRz
ORZ
CRzZ
ORZ

Nivel
taxondmico

Filo
Classe
Classe
Classe
Ordem
Ordem
Ordem
Ordem
Ordem
Ordem
Familia
Familia

Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Familia
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género
Género



Taxon logFC pvalor Cultivo Nivel

taxondémico
Acrocalymma -6,596 0,0037935 ORZz Género
Pluteus 4,968 0,0045733 CRZ Género
Aspergillus 2,740 0,0082547 CRz Género
Chaetomium 3,082 0,0087012 CRz Género
Lycoperdon 3,930 0,0092539 CRz Género
Resinicium saccharicola 8,102 0,000007778 CRz Espécie
Monocillium indicum -7,426 0,0000118 ORZ Espécie
Absidia repens 6,154 0,0000510 CRZ Espécie
Acremonium 5,565 0,00017659 CRZ Espécie
cavaraeanum
Torula hollandica -8,805 0,00041137 ORZ Espécie
Apiotrichum lignicola -8,872 0,00051378 ORZz Espécie
Gongronella butleri 6,532 0,0006302 CRZ Espécie
Talaromyces diversus 4,446 0,00073952 CRz Espécie
Hyphoderma -6,820 0,00079557 ORZ Espécie
nudicephalum
Metarhizium marquandii 6,634 0,0021396 CRZ Espécie
Westerdykella ornata 2,494 0,0023099 CRz Espécie
Mycothermus -7,805 0,0026126 ORZ Espécie
thermophilus
Tubeufia dictyospora -5,553 0,0026951 ORZ Espécie
Pluteus albostipitatus 5,070 0,0037628 CRz Espécie
Rhizopus arrhizus 5,968 0,0045955 CRz Espécie
Mortierella wolfii 4,488 0,0081048 CRz Espécie
Clonostachys rosea -3,670 0,0086781 ORZ Espécie
Acremonium furcatum -5,831 0,0091101 ORZ Espécie

Apéndice C: Géneros bacterianos identificados através da correlacdo de Pearson e
utilizados como entrada para o programa Cytoscape onde, além das representacées
visuais, foram obtidas medidas de centralidade de intermediacdo de rede

(Betweenness centrality).

Taxon Centralidade Taxon Centralidade
de de

intermediacdo intermediacdo
Nitrosospira 0,0848 Phenylobacterium 0,0610
Ktedonobacter 0,0754 Skermanella 0,0607
Kribbella 0,0735 Parasegetibacter 0,0545
Burkholderia 0,0662 Jatrophihabitans 0,0543

Nitrospira 0,0624

Aquicella 0,0527



Taxon

Conexibacter
Mesorhizobium
Dactylosporangium
Povalibacter
Sandaracinus
Pseudonocardia
Segetibacter
Bacillus
Arenimonas
Tumebacillus
Mycobacterium
Solirubrobacter
Nakamurella
Kitasatospora
Devosia
Phaselicystis
Hyphomicrobium
Acinetobacter
Gaiella
Rubellimicrobium
Pelomonas
Massilia
Pedomicrobium
Lysobacter
Phycicoccus
Microvirga
Roseiarcus
Marmoricola
Kaistia
Myxococcus
Polyangium
Flavobacterium
Domibacillus
Niastella

Methylobacterium

Centralidade

de

intermediacéo

0,0508
0,0494
0,0479
0,0478
0,0460
0,0441
0,0411
0,0405
0,0384
0,0374
0,0373
0,0359
0,0358
0,0342
0,0327
0,0325
0,0319
0,0319
0,0304
0,0304
0,0303
0,0299
0,0287
0,0287
0,0286
0,0264
0,0259
0,0250
0,0249
0,0247
0,0245
0,0243
0,0243
0,0231
0,0217

Taxon

Paenibacillus
Rhizobium
Flavisolibacter
Janibacter
Duganella
Sorangium
Opitutus
Aggregicoccus
Nocardioides
Terrimonas
Pseudomonas
Alicyclobacillus
Catenulispora
Variovorax
Intrasporangium
Amycolatopsis
Geodermatophilus
Herminiimonas
Anaeromyxobacter
Stenotrophomonas
Labrys
Sphingomonas
Leifsonia
Angustibacter

Cupriavidus

Clostridium_sensu_stricto

Luteimonas
Dongia
Luteolibacter
Flavitalea
Mucilaginibacter
Luteibacter
Micromonospora
Streptomyces

Dokdonella

Centralidade
de
intermediacéo

0,0208
0,0195
0,0194
0,0188
0,0188
0,0182
0,0181
0,0177
0,0173
0,0171
0,0156
0,0155
0,0154
0,0145
0,0143
0,0143
0,0137
0,0135
0,0134
0,0132
0,0132
0,0131
0,0131
0,0131
0,0128
0,0121
0,0121
0,0120
0,0111
0,0093
0,0092
0,0092
0,0087
0,0085
0,0084



Taxon

Chitinophaga
Aciditerrimonas
Gemmatimonas

Minicystis
Nonomuraea
Agromyces
Bradyrhizobium
Sinomonas
Ramlibacter
Virgisporangium
Alsobacter
Nannocystis
Enterobacter
Spirosoma

Kofleria

Apéndice D: Géneros bacterianos identificados através da correlacdo de
Pearson e utilizados como entrada para o programa Cytoscape onde, além das

representacdes visuais foram obtidos os numeros de correlagbes (positivas e

Centralidade
de

intermediacéo

0,0082
0,0078
0,0073
0,0069
0,0069
0,0066
0,0061
0,0055
0,0055
0,0054
0,0054
0,0054
0,0045
0,0024
0,0023

Taxon

Noviherbaspirillum
Rugosimonospora

Blastococcus
Arthrobacter
Labilithrix
Porphyrobacter
Oxalophagus
Terrabacter
llumatobacter
Cystobacter
Byssovorax
Dyella
Actinospica

Caldilinea

negativas) estabelecidas entre os géneros (degree).

Taxon

Burkholderia
Pseudomonas
Methylobacterium
Stenotrophomonas
Labrys
Sphingomonas
Luteolibacter
Kaistia
Rhizobium
Dokdonella
Devosia

Leifsonia
Angustibacter
Bradyrhizobium
Enterobacter

Correlagdes

25
25
24
24
24
24
24
23
23
22
21
21
21
21
20

Téxon
Nakamurella
Kitasatospora
Acinetobacter
Cupriavidus
Flavobacterium
Domibacillus
Ktedonobacter
Sandaracinus
Anaeromyxobacter
Dongia
Chitinophaga
Kribbella
Nitrospira
Povalibacter
Sorangium

Centralidade
de

intermediacéo

0,0021
0,0010

0,0008

0,0007

0,0001
0

o O O O O o o o

Correlagdes

19
19
19
19
18
18
16
16
16
16
16
15
15
14
14



Taxon

Nocardioides
Intrasporangium
Myxococcus
Geodermatophilus
Flavitalea
Aquicella
Mesorhizobium
Phaselicystis
Rubellimicrobium
Phenylobacterium
Conexibacter
Pelomonas
Kofleria
Nitrosospira
Dactylosporangium
Arenimonas
Hyphomicrobium
Phycicoccus
Roseiarcus
Streptomyces
Virgisporangium
Jatrophihabitans
Catenulispora
Mucilaginibacter
Luteibacter
Labilithrix
Skermanella
Pseudonocardia
Segetibacter
Massilia
Lysobacter
Flavisolibacter
Aggregicoccus
Alicyclobacillus
Minicystis
Alsobacter
Nannocystis
Spirosoma
Parasegetibacter
Tumebacillus

Correlagdes

14
13
12
12
12
11
11
11
11
10
10
10
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Taxon
Niastella
Opitutus
Terrimonas
Variovorax
Luteimonas
Agromyces
Noviherbaspirillum
Bacillus
Solirubrobacter
Gaiella
Pedomicrobium
Herminiimonas
Aciditerrimonas
Nonomuraea
Microvirga
Duganella
Amycolatopsis
Micromonospora
Sinomonas
Rugosimonospora
Dyella
Caldilinea
Mycobacterium
Marmoricola
Polyangium
Paenibacillus

Clostridium_sensu_stricto

Ramlibacter
Blastococcus
Arthrobacter
Porphyrobacter
Janibacter
Gemmatimonas
llumatobacter
Oxalophagus
Terrabacter
Cystobacter
Byssovorax
Actinospica

Correlagdes
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Apéndice E: Géneros fungicos identificados através da correlagdo de Pearson
e utilizados como entrada para o programa Cytoscape onde, além das
representacgdes visuais, foram obtidas medidas de centralidade de intermediacéo
de rede (Betweenness centrality).

Taxon Centralidade de Taxon Centralidade de
intermediacdo intermediacdo
Rhizopus 0,0623 Apiotrichum 0,0230
Scopulariopsis 0,0471 Zygosporium 0,0228
Podospora 0,0454 Veronaea 0,0223
Cladophialophora 0,0450 Atractiella 0,0220
Keissleriella 0,0442 Sagenomella 0,0213
Serendipita 0,0436 Cladorrhinum 0,0202
Chordomyces 0,0432 Hannaella 0,0199
Spegazzinia 0,0421 Pseudoramichloridium 0,0199
Fusicolla 0,0408 Alternaria 0,0194
Chaetosphaeria 0,0402 Rhizophagus 0,0188
Chaetomium 0,0390 Ascobolus 0,0184
Penicillifer 0,0390 Codinaea 0,0183
Staphylotrichum 0,0388 Psathyrella 0,0179
Aspergillus 0,0360 Xenoacremonium 0,0178
Neoidriella 0,0358 Conlarium 0,0177
Coprinopsis 0,0355 Albifimbria 0,0175
Cladosporium 0,0338 Xepicula 0,0172
Fusarium 0,0318 Penicillium 0,0171
Bipolaris 0,0313 Cuniculitrema 0,0165
Humicola 0,0304 Antennariella 0,0165
Escovopsis 0,0301 Panaeolus 0,0165
Saitozyma 0,0297 Tetraplosphaeria 0,0165
Phialemoniopsis 0,0290 Tremella 0,0164
Stagonospora 0,0283 Helicoma 0,0161
Westerdykella 0,0275 Paracremonium 0,0161
Setophoma 0,0263 Glomerella 0,0160
Epicoccum 0,0260 Bjerkandera 0,0152
Torulaspora 0,0259 Basidioascus 0,0146
Conioscypha 0,0253 Byssochlamys 0,0140
Polylobatispora 0,0252 Kendrickiella 0,0138
Lectera 0,0249 Scutellinia 0,0136
Achroiostachys 0,0243 Strelitziana 0,0132
Papiliotrema 0,0242 Ochroconis 0,0130
Alfaria 0,0240 Arxiella 0,0128
Occultifur 0,0239 Sakaguchia 0,0126
Debaryomyces 0,0238 Resinicium 0,0123

Ramichloridium 0,0232 Talaromyces 0,0121



Taxon

Tubeufia
Acaulospora
Agrocybe
Dictyosporium
Mortierella
Lipomyces
Fluminicola
Chloridium
Phaeosphaeria
Xenomyrothecium
Trichosporon
Rhytidhysteron
Myrmecridium
Pyrenochaetopsis
Exophiala

Absidia
Chrysosporium
Scytalidium
Paraglomus
Monocillium
Sarocladium
Dichotomopilus
Pseudopithomyces
Paraphaeosphaeria
Paraconiothyrium
Tetracladium
Coniocessia
Kockovaella
ljluhya
Cutaneotrichosporon
Helicogloea
Hypomyces
Trechispora
Paratrimmatostroma
Mariannaea
Ceratocystis
Corymbiglomus
Xenasmatella
Remersonia
Aureobasidium
Metarhizium
Preussia
Papulaspora

Centralidade de
intermediacao
0,0119
0,0118
0,0117
0,0116
0,0116
0,0114
0,0112
0,0108
0,0108
0,0108
0,0107
0,0102
0,0099
0,0097
0,0094
0,0091
0,0091
0,0088
0,0087
0,0085
0,0085
0,0084
0,0082
0,0082
0,0081
0,0078
0,0077
0,0076
0,0074
0,0073
0,0073
0,0072
0,0070
0,0069
0,0066
0,0066
0,0065
0,0065
0,0065
0,0065
0,0064
0,0063
0,0062

Taxon

Curvularia
Phialocephala
Naganishia
Microdochium
Macrophomina
Phialophora
Cyphellophora
Rhexoacrodictys
Paecilomyces
Fusariella
Nigrospora
Exserohilum
Clitopilus
Beauveria
Colletotrichum
Synnemellisia
Cirrenalia
Trichoderma
Hormonema
Clonostachys
Nectriopsis
Plectosphaerella
Pyrenochaeta
Arcopilus
Torula
Sporothrix
Mycothermus
Acrocalymma
Periconia
Dactylella
Neurospora
Zopfiella
Arthrobotrys
Cylindrocarpon
Pluteus
Subramaniula
Gongronella
Pseudocoleophoma
Parazalerion
Sistotrema
Oidiodendron
Striaticonidium
Acremonium

Centralidade de
intermediacéo
0,0061
0,0061
0,0061
0,0059
0,0059
0,0058
0,0058
0,0056
0,0054
0,0051
0,0050
0,0050
0,0049
0,0049
0,0049
0,0048
0,0047
0,0046
0,0045
0,0044
0,0044
0,0043
0,0043
0,0042
0,0041
0,0040
0,0040
0,0040
0,0037
0,0035
0,0034
0,0032
0,0031
0,0031
0,0031
0,0030
0,0029
0,0028
0,0028
0,0028
0,0028
0,0026
0,0026



Taxon

Cetraspora
Hansfordia
Microascus

Acrodontium
Nothopassalora
Vermispora
Claroideoglomus
Stachylidium
Leuconeurospora
Metacordyceps
Neodevriesia
Lycoperdon
Spizellomyces
Solicoccozyma

Centralidade de
intermediacao
0,0025
0,0025

0,0023

0,0018
0,0016
0,0015
0,0014
0,0013
0,0013
0,0011
0,0008
0,0008
0,0006
0,0006

Taxon

Clavulinopsis
Rhizoctonia
Hyphoderma
Coprinellus
Xenopenidiella

Pseudorobillarda
Conocybe
Immersiella
Gibellulopsis
Rhodosporidiobolus
Coniochaeta
Roussoella
Coniophora

Centralidade de
intermediacéo

0,0006
0,0002
0,0002
0,0002
0,0002

0,0001
0,0001

0,00009

0
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Apéndice F: Géneros fungicos identificados através da correlacédo de Pearson

e utilizados como entrada para o programa Cytoscape onde, além das

representacdes visuais foram obtidos os numeros de correlagbes (positivas e

negativas) estabelecidas entre os géneros (degree).

Taxon

Ascobolus
Microdochium
Macrophomina
Phialophora
Cyphellophora
Sporothrix
Mycothermus
Acrocalymma
Polylobatispora
Basidioascus
Coniocessia
ljuhya
Preussia
Colletotrichum
Dactylella
Subramaniula
Psathyrella
Byssochlamys

Correlagdes

27
26
26
25
25
25
25
25
24
24
24
24
24
24
24
24
23
23

Téxon
Strelitziana
Talaromyces
Agrocybe
Phaeosphaeria

Pseudopithomyces

Tetracladium
Phialocephala
Fusariella
Pyrenochaeta
Zopfiella
Acremonium
Nothopassalora
Claroideoglomus
Coprinopsis
Epicoccum
Bjerkandera

Paratrimmatostroma

Aureobasidium

Correlagdes

23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
23
22
22
22
22
22



Taxon

Synnemellisia
Cirrenalia
Trichoderma
Clonostachys
Spizellomyces
Solicoccozyma
Clavulinopsis
Codinaea
Naganishia
Striaticonidium
Microascus
Acrodontium
Rhizoctonia
Hyphoderma
Coprinellus
Neoidriella
Panaeolus
Neurospora
Pseudorobillarda
Conocybe
Sagenomella
Alternaria
Tremella
Paraglomus
Ceratocystis
Metacordyceps
Rhizopus
Chaetosphaeria
Chaetomium
Veronaea
Ochroconis
Rhytidhysteron
Trechispora
Clitopilus
Beauveria
Gongronella
Sistotrema
Oidiodendron
Cladorrhinum
Resinicium
Fluminicola
Periconia

Correlagdes

22
22
22
22
22
22
22
21
21
21
21
21
21
21
21
20
20
20
20
20
19
19
19
19
19
19
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
18
17
17
17
17

Taxon
Neodevriesia
Lycoperdon
Podospora
Saitozyma
Cuniculitrema
Myrmecridium
Helicogloea
Metarhizium
Vermispora
Staphylotrichum
Chloridium
Kockovaella
Immersiella
Scopulariopsis
Fusicolla
Aspergillus
Fusarium
Westerdykella
Albifimbria
Antennariella
Xenasmatella
Remersonia
Xenopenidiella
Keissleriella
Apiotrichum
Penicillium
Helicoma
Arxiella
Sarocladium
Hormonema
Pluteus
Chordomyces
Penicillifer
Escovopsis
Occultifur
Conlarium
Lipomyces
Monocillium
Cutaneotrichosporon
Hypomyces
Curvularia
Stachylidium

Correlagdes

17
17
16
16
16
16
16
16
16
15
15
15
15
14
14
14
14
14
13
13
13
13
13
12
12
12
12
12
12
12
12
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11
11



Taxon

Leuconeurospora
Torulaspora
Chrysosporium
Paraconiothyrium
Rhexoacrodictys
Torula
Cylindrocarpon
Pseudocoleophoma
Parazalerion
Spegazzinia
Humicola
Phialemoniopsis
Achroiostachys
Alfaria
Pseudoramichloridium
Tubeufia

Trichosporon
Absidia
Cladophialophora
Serendipita
Bipolaris
Stagonospora
Debaryomyces
Ramichloridium
Atractiella
Rhizophagus
Xenoacremonium
Exophiala
Dichotomopilus
Corymbiglomus
Exserohilum
Nectriopsis
Arthrobotrys
Cladosporium

Correlagdes

11
10
10
10
10
10
10
10
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Taxon
Hannaella
Paracremonium
Kendrickiella
Nigrospora
Lectera
Xepicula
Mortierella
Xenomyrothecium

Pyrenochaetopsis
Cetraspora
Setophoma
Conioscypha
Zygosporium
Glomerella
Acaulospora
Dictyosporium
Hansfordia
Papiliotrema
Scutellinia
Sakaguchia
Scytalidium
Paraphaeosphaeria
Plectosphaerella
Tetraplosphaeria
Papulaspora
Paecilomyces
Arcopilus
Roussoella
Mariannaea
Gibellulopsis
Coniochaeta
Rhodosporidiobolus
Coniophora

Correlagdes
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	(*) Aplicação no início do plantio;

