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INVESTIGAGAO SOBRE O EFEITO DO SISTEMA DE CULTIVO NA
COMPOSIGAO DA MICROBIOTA DA CANA-DE-AGUCAR

RESUMO - A constante busca por aumento na produtividade da cultura da
cana-de-agucar sob sistema de cultivo convencional leva a um uso excessivo de
produtos agroquimicos sintéticos, tais como fertilizantes e pesticidas, os quais podem
causar efeitos nocivos a saude humana e ao meio ambiente. O sistema de cultivo
organico surge como uma alternativa mais sustentavel, com a premissa de redugao
do uso de tais produtos, preconizando a integragdo do cultivo com processos
biogeoquimicos de ciclagem de nutrientes e estruturagcdo do solo. Nesse sentido,
microrganismos associados as plantas possuem um papel de destaque, ja que podem
influenciar no pleno desenvolvimento vegetal. Contudo, os impactos dos diferentes
sistemas de cultivo nos microbiomas associados a cana-de-agucar permanecem
desconhecidos. A fim de identificar alteragcdes da microbiota associada com a cana-
de-acucar sob sistemas contrastantes de cultivo, extraimos e sequenciamos
marcadores filogenéticos de bactérias (16S rRNA) e fungos (ITS2) presentes nos
diferentes nichos propiciados pela planta. As sequéncias de boa qualidade foram
processadas através do programa DADAZ2, resultando na obtencdo de 12.839
variantes de sequencias bacterianas e 3.222 fungicas. Os nichos foram o principal
fator de determinagao das composi¢des das comunidades, contudo, diferengas entre
nichos de plantas dos sistemas contrastantes foram identificadas em funcdo dos
tratamentos, com o sistema de cultivo convencional apresentando riqueza e
diversidade de espécies levemente superior ao organico. No total, foram encontrados
389 e 401 taxons diferencialmente abundantes, de bactérias e fungos,
respectivamente, entre os sistemas. A avaliagao das redes de coocorréncia indicam
alteragcbes estruturais relacionadas com os sistemas de cultivo, onde as redes do
sistema orgéanico foram mais coesas, ao passo que as redes do sistema convencional
apresentaram maior modularidade. Ja a predi¢ao funcional revelou enriquecimento de
vias metabdlicas relacionadas com resisténcia antimicrobiana, no sistema de cultivo
convencional. Nossos resultados evidenciam que as praticas convencionais de
manejo podem interferir na estruturagdo das comunidades microbianas, de modo que
elas se apresentam menos coesas, com uma distribuicdo mais heterogénea e em
modulos de acordo com o nicho na planta, apesar de ndo observarmos um grande
impacto na diversidade.

Palavras-chave: 16S rRNA, analise de amplicons, cultivo orgéanico, ITS,
metataxdbnomia, sustentabilidade



INVESTIGATION ON THE EFFECTS OF THE CULTIVATION SYSTEM ON THE
COMPOSITION OF THE SUGARCANE MICROBIOTA

ABSTRACT - The constant search for an increase in the productivity of the
sugarcane crop under a conventional cultivation system leads to excessive use of
synthetic agrochemical products, such as fertilizers and pesticides, which can cause
harmful effects to human health and the environment. The organic farming system
emerges as a more sustainable alternative, with the premise of reducing the use of
such products, promoting the integration of cultivation with biogeochemical processes
of nutrient cycling and soil structuring. In this sense, microorganisms associated with
plants have an outstanding role since they can influence plant development. However,
the impacts of different cultivation systems on the microbiomes associated with
sugarcane remain unknown. To identify changes in the microbiota associated with
sugarcane under contrasting culture systems, we extracted and sequenced
phylogenetic markers of bacteria (16S rRNA) and fungi (ITS2) present in the different
niches provided by the plant. The sequences were processed using the DADA2
program, resulting in 12,839 variants of bacterial and 3,222 fungal sequences. The
niches were the main factor in the composition of the microbial communities; however,
differences between plant niches from contrasting systems were identified, with the
conventional system presenting a slightly superior species richness and diversity than
the organic one. In total, 389 and 401 differentially abundant taxa of bacteria and fungi
were found, respectively, between the systems. The evaluation of the co-occurrence
networks also indicates structural changes related to the cultivation system where
organic networks were more cohesive, and networks of the conventional system were
more modular. The functional prediction revealed enrichment of metabolic pathways
related to antimicrobial resistance in the conventional culture system. Our results show
that conventional management practices can interfere in the structuring of microbial
communities so that they are less cohesive, with a more heterogeneous distribution,
and in modules according to the niche in the plant, although we do not see a major
impact on diversity.

Keywords: 16S rRNA, amplicon analysis, organic farming, ITS, metabarcoding,
sustainability
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abundancia do género em cada nicho. As medidas de centralidade (c.i-iv) dos
tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo teste de Wilcoxon. Géneros
considerados elementos centrais das redes, encontram-se destacados nos
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Vias metabdlicas de bactérias, diferencialmente abundantes entre os sistemas de
cultivo. O heatmap representa as abundancias relativas das vias em cada nicho.

Vias metabdlicas de fungos, diferencialmente abundantes entre os sistemas de
cultivo. O heatmap representa as abundancias relativas das vias em cada nicho.



1. INTRODUGAO

A cana-de-agucar (Saccharum spp.) € cultivada de forma extensiva e em escala
mundial, sendo uma das culturas mais relevantes em termos de produgao e
lucratividade (OECD e Food and Agriculture Organization of the United Nations, 2020).
Isto se deve, principalmente, a sua elevada eficiéncia em termos de produtividade por
area (Moore e Botha, 2013) e a diversidade de produtos e subprodutos possiveis de
serem obtidos a partir de seu cultivo. Além da tradicional produgao de agucar, esta
cultura figura entre uma das mais utilizadas na obteng&o de energia renovavel, através
da producéao do etanol, sua biomassa residual pode ser utilizada como fertilizante nos
préximos campos de produgado, ou ainda, como fonte energética para as industrias
que realizam seu beneficiamento, permitindo-as serem autossuficientes, neste sentido
(Khatiwada et al., 2016; Camargo et al., 2020).

Assim como em diversas outras culturas de importancia econdémica, os
microrganismos associados a cana-de-agucar sao de grande interesse,
principalmente em relacdo aos efeitos positivos ou negativos que podem ser
provocados por estes e, portanto, sdo amplamente estudados. Neste sentido, relata-
se a presenca de bactérias diazotréficas (fixadoras de nitrogénio), na rizosfera (ex. :
Beijerinckia fluminensis, Paenibacillus azotofixans), no rizoplano (ex. : Azospirillum
amazonense) e em compartimentos endofiticos (Gluconacetobacter diazotrophicus,
Herbaspirillum seropedicae, Burkholderia brasilensis) (Boddey et al., 2003), além de
diversos outros microrganismos promotores de crescimento (PGPMs, do inglés Plant

growth-promoting microorganisms).

Durante as ultimas décadas, o advento de abordagens independentes de
cultivo, permitiu ampliar o acesso as comunidades microbianas. O avango
proporcionado por tecnologias de sequenciamento de nova geragao (NGS, do inglés
Next-Generation Sequencing), foi crucial para a ampliagdo da compreensédo da
diversidade microbiana a partir de amostras ambientais (Handelsman, 2004). As
ciéncias “Gmicas”, possuem como alvos investigativos genomas, genes e seus
produtos, e s6 foram possibilitadas em virtude da grande quantidade e qualidade dos

dados produzidos nos sequenciamentos de alto rendimento (White et al., 2017).



Aplicada a investigacdo das comunidades microbianas, a metagendémica
viabiliza o estudo do genoma coletivo, por meio de extragédo do material genético dos
microrganismos presentes em amostras ambientais (Streit e Schmitz, 2004),
evidenciando, inclusive, uma diversidade microbiolégica muito maior da qual se
esperava para amostras edaficas e rizosféricas (Lagos et al., 2015). Com isso,
diversas estratégias de sequenciamento de metagenomas foram desenvolvidas,
incluindo a abordagem metataxonémica, com enfoque no sequenciamento de regides
génicas estabelecidas como marcadores filogenéticos, os quais apresentam alta
conservagao entre espécies de um determinado grupo, mas que possuem trechos

internos hipervariaveis que permitem a distingdo entre elas (Creer et al., 2016).

Impulsionado pelos avangos das técnicas independentes de cultivo, tém se
intensificado os esforgos em estabelecer uma descricao ampla de toda a microbiota
associada a cana-de-agucar. Recentemente, de Souza et al. (2016), por meio da
abordagem de metataxondmica, realizaram um estudo abrangente sobre a
composi¢cdo das comunidades de bactérias e fungos associadas com a cana-de-
acucar. Foram encontradas dezenas de milhares de Unidades Taxondmicas
Operacionais (OTUs, do inglés Operational Taxonomic Units) de bactérias e fungos,
habitando os compartimentos da planta de forma epifitica e endofitica, além de um
microbioma essencial, que compreende as OTUs que se mantiveram em alta
abundancia ao longo do desenvolvimento da planta, algumas com papel importante
em processos biolégicos relacionados ao crescimento da planta e em processos

fermentativos.

A composi¢ao das comunidades microbianas presentes no solo, o principal
reservatorio de microrganismos colonizadores dos tecidos vegetais (Compant et al.,
2010), é amplamente influenciada por fatores fisico-quimicos, tais como textura do
solo, concentragdo de nitrogénio, fosforo, matéria organica e, principalmente pH
(Rousk et al., 2010). Além disso, a introdug¢ao de produtos agroquimicos sintéticos no
ambiente, tais como fertilizantes sintéticos, pesticidas e outros produtos contendo
hidrocarbonetos, sais e metais pesados, também pode ter influéncia sobre as
comunidades microbianas presentes (Griffiths e Philippot, 2013). Newman et al.
(2016) investigaram isoladamente o efeito da aplicagao do glifosato nas comunidades

microbianas presentes em solo de rizosfera, relatando algumas perturbacbes na



comunidade microbiana, especialmente para o filo Acidobacteria, e para a familia

Xanthomonadaceae.

A constante busca por aumento de produtividade no setor sucroalcooleiro tem
ocasionado incrementos consideraveis na utilizacdo de insumos agricolas, sintéticos
e organicos, nos campos de cultivo de cana-de-agucar (Coelho e Goldemberg, 2019),
alinhados a outras praticas implementadas no sistema de manejo convencional, como
a baixa rotatividade de culturas, remocgéo de cobertura vegetal nativa e manipulagao
intensiva do solo, levam a processos de esgotamento nutricional, desertificacdo e
proliferacdo de pragas e fitopatdogenos (Tan et al., 2005). Em razao destes impactos,
nota-se uma elevagcdo na demanda por sistemas de produgdo agricola mais
sustentaveis. Dessa forma, ganham for¢cas modelos como a agricultura organica, a
qual preconiza um manejo da cultura integrado aos ciclos biogeoquimicos e 0s
processos bioldgicos relativos aos ambientes edaficos (Muller et al., 2017). Contudo,
as implicagdes dos diferentes sistemas de cultivo na microbiota associada com a

cultura da cana-de-acucar, permanece pouco explorada.

Nesse contexto, estudos como de Hartmann et al. (2015), considerando solos
de cultivo submetidos a diferentes manejos por longo prazo, evidenciam diferengas
nas comunidades microbianas presentes, onde, ndo somente nota-se divergéncias de
parametros ecologicos de diversidade, mas também na estruturagdo e composigao,
relacionada primariamente ao sistema de fertilizacdo empregado. Wang et al. (2016)
reportam uma microbiota mais estavel e consistente, com presenca elevada de
bactérias relacionadas a ciclagem de nutrientes, tais como as ordens Rhizobiales e
Myxococcales, e familias Thiotrichaceae, Micromonosporaceae, e Desulfurellaceae,
em diferentes culturas sob sistema de cultivo organico. Entretanto, contrastando com
os estudos anteriores, Orr et al. (2015) ndo encontraram qualquer impacto nas
comunidades microbianas quando comparando dois sistemas de cultivo
contrastantes, considerando que variaveis ambientais e parametros fisico-quimicos

do solo que conduzem a biodiversidade microbiana.

Tendo em vista a indefinicido acerca dos impactos que os diferentes sistemas
de cultivo causam nas microbiotas associadas com as plantas e também a falta de

estudos, nesse sentido, votados a cultura da cana-de-agucar, procuramos avangar na



investigacao de tais temas. Para isso, partimos da hipotese de que os sistemas de
cultivo contrastantes, exerceriam diferentes pressdes seletivas nas microbiotas
presentes — especialmente em fungcdo dos produtos agroquimicos sintéticos
implementados no sistema de cultivo convencional — e, portanto, seriam possiveis
fontes de variabilidade na composicdo das comunidades bacterianas e fungicas
associadas com as plantas de cana-de-agucar. Dessa maneira, na intencao de testar

tal hipétese, buscamos respostas para as perguntas a seguir:

O sistema de cultivo é um fator importante para a definicdo da microbiota

associada com a cana-de-agucar?

e As composigdes das comunidades microbianas se alteram entre as plantas dos
diferentes sistemas de cultivo?

e Quais seriam os aspectos das comunidades mais impactados pelos sistemas
de cultivo?

e As alteracdes sao uniformes entre os diferentes nichos de colonizagdo da

planta?



2. OBJETIVOS GERAIS

O presente estudo teve como objetivo investigar os possiveis efeitos implicados
a composigao das comunidades microbianas associadas com a cana-de-agucar
(Saccharum spp.) em relagdo ao seu sistema de cultivo (convencional e organico),
através da abordagem de sequenciamento de marcadores taxondmicos, ou

metataxondmica.

2.1. Objetivos especificos

e Avaliar a diversidade microbiana presente na cultura da cana-de-agucar,
através da analise dos genes marcadores taxonémicos: 16S rRNA (regido

V3-V4) para bactérias e ITS (regido ITS2) para fungos;

e Caracterizar as comunidades microbianas relacionadas com nichos

especificos das plantas;

e I|dentificar alteracbes em medidas de riqueza e diversidade entre os nichos

de plantas de cana-de-agucar sob diferentes sistemas de cultivo;

e Identificar o microbioma essencial, ou seja, aquele que nao se altera de

acordo com o sistema de cultivo ou nicho;

e |dentificar taxons cujas abundancias foram afetadas em relagdo ao sistema

de cultivo;

e Identificar se ha, nos grupos microbianos encontrados, enriquecimento de

tracos que poderiam estar associados com o sistema de cultivo



3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Cana-de-agucar: Caracteristicas gerais

A cana-de-agucar € uma graminea C4, alta, semi-perene e comumente
cultivada em regides tropicais e subtropicais, reconhecida por sua grande capacidade
de armazenamento de sacarose. As plantas maduras podem medir de 2,5 a 4 metros,
com colmos cilindricos, contendo entre 10 e 40 entrends e cerca de 5 cm de diametro,
dos quais surgem as folhas alternadas e opostas, e uma inflorescéncia paniculada
terminal (Godshall, 2007).

Classificadas originalmente como pertencentes do género Saccharum L. por
Linneus, em 1753, as canas sao espécies de Angiospermas pertencentes a subtribo
Saccharinae, tribo Andropogoneae, da familia Poaceae (Paterson et al., 2013).
Contudo, o posicionamento filogenético do género dessa planta dentro de sua familia,
ainda que alvo de diversos estudos, permanece incerto, sendo estritamente
relacionado com géneros Miscanthus e Sorghum, perante estudos morfoldgicos e

moleculares (Kellogg, 2013).

As origens evolutivas da cana-de-agucar datam de aproximadamente 6000
anos atras, com as espécies S. officinarum, S. sinense e S. barberi, com seus centros
de origem em, respectivamente, Nova Guiné, China e india (Daniels e Daniels, 1993).
O cruzamento dessas espécies domesticadas com espécies selvagens, tais como S.
spontaneum e S. robustum, além de outros géneros pertencentes ao conhecido como
Complexo Saccharum, tais como Erianthus, Sclerotachya e Narenga, originaram a
ampla gama de cultivares modernas (Godshall, 2007). O processo deliberado de
recruzamentos interespecificos, em busca de melhoramento no sentido de resisténcia
e produtividade, culminou em espécies hibridas de duas ou mais origens, e que
apresentam uma diversidade genética impar, com cerca de 120 cromossomos, e alto
nivel de poliploidia, aneuploidia, dentre outras aberragdes cromossémicas (Godshall,
2007; Vilela et al., 2017). A complexidade genética da cana-de-agucar, tornam sua
classificagdo taxondmica um tanto complexa, geralmente sendo referenciadas como

Saccharum spp.; contudo, estima-se que de 70 a 80% do material genético das



cultivares modernas seja derivado de S. officinarum (Piperidis et al., 2010; Paterson
et al., 2013).

Como planta C4, a cana-de-agucar possui grande capacidade de converter
energia solar em biomassa, na forma de lignocelulose e sacarose (van der Weijde et
al., 2013), e possui como fatores limitadores de produtividade a baixa incidéncia solar,
além de temperaturas extremas e déficit hidrico (Zhao e Li, 2015; Inman-Bamber,
2004).

Para fins de produgao, o plantio da cana-de-agucar é realizado via propagagao
vegetativa, através do plantio de um segmento do colmo contendo os propagulos, as
denominadas canas-planta. Encerrado o primeiro ciclo de colheita, que pode levar de
12 (sistema de ano) a 18 meses (sistema de ano-e-meio), seguem-se uma série de
ciclos de rebrotas, denominadas como canas-soca, que se mantém enquanto houver
produtividade satisfatéria (Franca e Jasinski, 2007). Os estadios fenoldgicos da cana-
de-agucar em situagcado produtiva compreendem quatro fases, sédo elas: brotacéo e
emergéncia (surgimento dos brotos primarios), perfilhamento (surgimento dos brotos
secundarios), crescimento (do ultimo perfilhamento ao inicio da maturagdo) e

maturacdo (acumulo de intenso de sacarose) (Gascho e Shih, 1983; Aude, 1993).

A cultura da cana-de-agucar figura entre as mais importantes no panorama
econdmico mundial, sendo uma commodity produzida por mais de 100 paises e
responsavel por cerca de 86% da produgdo mundial de agucar (OECD e Food and
Agriculture Organization of the United Nations, 2020). Embora possua um longo
histérico de produgdo em solo nacional, o Programa Nacional do Alcool (Proalcool),
estabelecido em 1975, foi determinante para o avango tecnoldogico do setor
sucroalcoleiro, cujos desdobramentos colocaram o Brasil na posigao de lider mundial
da produgédo dessa cultura e segundo maior produtor de biocombustiveis, apenas
atras dos Estados Unidos (Cortez, 2018). Dados recentes da Companhia Nacional de
Abastecimento (Conab, 2020) apontam uma produgao estimada de 665,1 milhbes de
toneladas de cana-de-acucar na safra de 2020/2021, dos quais 32,9 bilhdes de litros
de etanol e 41,8 toneladas de agucar serdo produzidos até o fechamento. As
estimativas para os proximos anos indicam um aumento da produgdo mundial de

cana-de-acucar de 1,1% ao ano, sendo que o Brasil deve liderar este aumento, com



uma contribuicdo de 49% do novo volume produzido até 2029 (OECD e Food and

Agriculture Organization of the United Nations, 2020).

3.2. Sistema de cultivo convencional e organico

Diante do crescimento constante da populacdo mundial, o desafio de atender a
demanda por alimentos tem acompanhado a humanidade a séculos. Apos a dita
terceira revolugao agricola, ou Revolugado Verde, que ocorreu a partir dos anos 60,
uma explosdo de novas tecnologias culminou no aumento consideravel da
produtividade nos campos de cultivo. Enquanto o numero populacional dobrou entre
os anos 1961-2010, a produtividade agricola triplicou, principalmente no que diz
respeito a produtividade por area, tendo em vista que a area cultivada teve um
aumento de apenas 20% neste mesmo intervalo (Zeng et al., 2014). Entende-se que
os principais fatores por tras do salto em produtividade, sejam o desenvolvimento de
cultivares mais produtivas e insumos agricolas como fertilizantes e pesticidas (Jain,
2010).

A partir disso surgem as praticas convencionais de cultivo, que consistem em
produgdao em escala industrial e melhoramento da produtividade dos campos com a
utilizagcdo deliberada de insumos agroquimicos sintéticos, como pesticidas e
fertilizantes convencionais. O incremento na produtividade ocasionado por esse
sistema de cultivo permeou o crescimento econémico de paises em desenvolvimento
e aplacou, em grande parte, o problema da fome (Pingali, 2012). Contudo, a
intensificagdo das praticas que envolvem esse sistema resulta em uma série de
impactos negativos e acarretam efeitos deletérios ao ambiente, que véo desde
infertilidade do solo, desertificacdo e contaminagao por metais pesados, até selecéo

de patégenos e pragas multirresistentes (Vejan et al., 2016; David et al., 2018).

E crescente a preocupacdo mundial no que diz respeito as implicacdes das
praticas convencionais de cultivo, na saude humana e ambiental; além disso, temos
na atividade agricola, a maior fonte de emissao de gases de efeito estufa, muito por
conta das praticas de manejo do solo e utilizagao de fertilizantes nitrogenados (Tilman

et al., 2011). Assim, o atual paradigma da agricultura moderna, surge em resposta a



esses efeitos indesejados das praticas convencionais de cultivo, e busca por

alternativas que prezem pela sustentabilidade da atividade agricola.

Contudo, a implementacao de praticas mais sustentaveis passa por uma série

de barreiras, como a falta de investimento no desenvolvimento de conhecimento

voltado a estas praticas e politicas de incentivo, ou mesmo vieses culturais e

concepgdes equivocadas sobre sistemas sustentaveis (Reganold e Wachter, 2016).

Para um sistema de manejo agricola ser de fato consideravel sustentavel, segundo

Reganold e Wachter (2016), deve cumprir quatro requisitos:

Produtividade: O sistema deve ser capaz de atingir um nivel de produgéao
adequado, proximo ao que seria produzido em sistemas de cultivo
convencional. Esse €, ainda, um dos principais entraves, tendo em vista que
sistemas orgéanicos produzem de 8 a 25% a menos que sistemas convencionais
(Reganold e Wachter, 2016);

Ambientalmente amigavel: Um dos principais motivadores dos sistemas de
cultivo com viés de sustentabilidade é transpor os efeitos negativos dos
insumos agroquimicos sintéticos, portanto, busca-se utilizar produtos de origem
natural para executar fungbes analogas as propiciadas pelos produtos
sintéticos. Além disso, & preciso integrar a atividade agricola ao ambiente
natural, utilizando servigos ecoldgicos prestados por polinizadores, predadores
naturais de pragas e antagonistas de fitopatdgenos, para o ganho de
produtividade.

Economicamente viavel: Embora os outros fatores sejam importantes, ser
economicamente viavel € o que garantira a maior adesdo dos produtores de
alimentos a sistemas mais sustentaveis. Neste sentido, a meta-analise
realizada por Crowder e Reganold (2015), com base na comercializagdo de
produtos organicos, evidencia dois panoramas: alimentos considerados
premium, ou seja, aqueles cujo preco é superior por agregarem o valor
percebido pelas praticas sustentaveis, apresentam uma rentabilidade 22-35%
maior que os produzidos em sistemas convencionais. Contudo, quando esse

valor n&o é agregado, ou seja, os produtos ndo-premium, a falta dos recursos
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externos para aprimoramento da produtividade € experenciada, levando a uma
lucratividade de 23-27% menor que sistemas convencionais.

e Bem-estar: Entende-se que os sistemas de cultivo sustentaveis devam, ainda,
carregar consigo valores sociais que prezem por uma maior qualidade de vida
das familias e comunidades locais. Isso € percebido, ao passo que, sistemas
organicos parecem fortalecer os lagos dos pequenos produtores, cooperativas
e consumidores (MacRae et al., 2007); além de reduzir os acidentes e danos a
saude, dos trabalhadores rurais, por exposicdo a agroquimicos sintéticos
(Eddleston et al., 2002).

No intuito de atender as demandas de uma agricultura sustentavel, tem
ganhado forga a agricultura organica. A agricultura organica, em sua forma conceitual,
nao se trata apenas de um sistema de cultivo, mas também uma filosofia (Stockdale
et al., 2001). Originalmente proposto pelo filésofo australiano Rudolf Steiner, em 1924,
o termo “organico” que acompanha esse sistema de cultivo, ndo faz referéncia ao tipo
de insumo utilizado (ainda que sejam, de fato, em sua maioria organicos), mas sim
abordagem do cultivo como um “organismo vivo”’, composto pelo solo, em suas
por¢des minerais e organicas, microrganismos, plantas, animais e humanos
(Stockdale et al., 2001). Com o avancgar das décadas, este modelo de pensamento foi
aperfeicoado e tangenciado por inUmeros nomes de destaque ao redor do mundo,
cabendo ressaltar aqui os experimentos de Lady Eve Balfour e Sir Albert Howard, na
Gra Bretanha e india Colonial, respectivamente; Hans Mueller, na suiga; Jerome Irving
Rodale, nos Estados Unidos e Masanobu Fukuoka, no Jap&o (Lockeretz, 2007;
Reganold e Wachter, 2016). Os esforcos destes e inumeros outros autores,
culminaram na popularizagdao dos alimentos organicos, que passaram, entdo, a
receber suas primeiras certificagdes e padronizacdes de praticas, a partir dos anos
70. Dados recentes estimam que o sistema de cultivo organico esteja presente em
181 paises, compreendendo cerca de 69,8 milhdes de hectares ao redor do mundo;
e, ainda assim, correspondendo apenas a 1,4% da area destinada a agricultura (Willer
e Lernoud, 2019).

Ainda que figure entre as maiores potencias agricolas mundiais, o Brasil possui

uma expressividade timida no que se refere a produgéo orgéanica (Willer e Lernoud,
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2019). No pais, é reconhecido como produto organico, somente aquele cujo sistema
de manejo esteja em operagao a, pelo menos, 12 meses sob as normativas vigentes
que dizem respeito as praticas que dao o direto ao certificado de produgao organica
(Mufoz et al., 2016). Sendo as mais importantes: (1) Lei n. 10.831/2003 — que dispde
sobre a producao dos sistemas organicos e define parametros de produgcdo e em
relagcéo a inspegao, fiscalizacao e certificacao deste sistema (Brasil, 2003); (2) Decreto
n. 6.323/2007 — que autoriza as atividades pertinentes ao desenvolvimento da
agricultura orgénica, segundo a Lei n. 10.831/2003 (Brasil, 2007); e a (3) IN n.
46/2011- que autoriza a fiscalizagao e obteng¢ao do selo de produto organico, segundo
o Sistema Brasileiro de Avaliacdo da Conformidade Orgéanica (SisOrg), para os

produtores que forem certificados por instituicbes autorizadas (Brasil, 2011).

3.3. Microrganismos associados ao solo e sua distribuicao

Os microrganismos estdo potencialmente presentes em todos os habitats do
planeta, incluindo os mais extremos, tendo o solo como um de seus principais
reservatorios (Torsvik, 2002). Os processos evolutivos por quais 0s microrganismos
passaram ao longo dos bilhdes de anos desde sua origem resultaram em uma enorme
diversidade metabdlica e genética, permitindo a sobrevivéncia e o sucesso destes
seres em colonizar os mais diversos ambientes (Torsvik, 2002; Sivasubramaniam e
Franks, 2016).

Essas formas de vida microscépicas incluem fungos, virus, microalgas,
protozoarios e, principalmente, bactérias, as quais representam cerca de 95% dos
microrganismos presentes no contingente edafico (Glick, 2012). Embora encontrem-
se em grande abundancia no solo, com contagens chegando a 10° células bacterianas
por grama de amostra, apenas 1% destas sao prontamente cultivaveis em laboratorios
(Hofer, 2018; Hahn et al., 2019).

Ainda assim, por meio da prospecg¢ao desta pequena fragdo de organismos
cultivaveis, ttm-se uma grande fonte de produtos de interesse biotecnolégico, tais
como antibidticos, exemplificando-se pela descoberta da estreptomicina em
actinomicetos de solo, dentre inumeros outros (Handelsman et al., 1998). Saleem et

al. (2010), em levantamento literario, listaram 140 compostos com atividade
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antimicrobiana, produzidos por microrganismos descobertos em um periodo de

apenas 8 anos, evidenciando a importancia destes organismos para essa finalidade.

Além de servirem como fontes de bioprodutos, os microrganismos exercem
uma série de servigos fundamentais para a manutengao das propriedades do solo,
por meio de transformagdo e decomposicdo de matéria organica, ciclagem de
nutrientes e participagdo em ciclos biogeoquimicos, formando uma rede de relagdes
intrinseca e complexa entre estes componentes (Madsen, 2011). Os elementos que
compde a base das condi¢gbes para a manutencao da vida no planeta, tais como
carbono, oxigénio, nitrogénio, fosforo, enxofre, dentre outros, tém seus ciclos,
disponibilidade e distribuicdo diretamente afetadas pela atividade microbiana

(Sivasubramaniam e Franks, 2016).

As comunidades de microrganismos tém sua composigdo, distribuicdo e
abundancia sob influéncia imediata dos fatores bidticos e abidticos do solo. Contudo,
as propriedades que determinam a composicao destas comunidades microbianas sao
amplamente debatidas e variam de acordo com a escala na qual se deseja observar
(de Vries et al., 2012; Gourmelon et al., 2016).

Dentre as caracteristicas edaficas que afetam as comunidades microbianas, o
pH figura como uma das principais. Fierer e Jackson (2006) ao estudarem a
composi¢ao bacteriana do solo em diversos pontos ao longo de todo continente
americano, identificaram maior diversidade bacteriana nas amostras de pH neutro, em
comparagao as obtidas de solos mais acidos. Os autores reportaram, ainda, que em
comparagao a caracteristicas como: tipo de cobertura vegetal, disponibilidade de
nutrientes ou umidade do solo, o pH apresentou maior correlagdo com os padroes de
diversidade, sendo este considerado um preditor representativo de comunidades

bacterianas do solo em escalas continentais.

Além do pH, outras propriedades fisico-quimicas do solo, como maiores
concentragbes de fosforo, potassio, calcio e nitrato, relacionam-se a uma maior
abundancia de células bacterianas, no entanto, o contrario ocorre em localidades com
altas concentragbes de matéria organica e aménio (NH-+4) (Brodie et al., 2002). Solos
de regides com maiores médias de precipitagdo anual tendem a uma maior biomassa

microbiana, sendo isso ainda mais acentuado para os fungos (de Vries et al., 2012).
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Além disso, diferengas na arquitetura e textura do solo, como a porosidade e, até
mesmo, o nivel conexdo entre os poros, influenciam na diversidade dos

microrganismos presentes (Carson et al., 2010).

Ao tratar-se de variagdes locais das comunidades, a literatura sugere que um
fator determinante é a cobertura vegetal, em que cada formacado apresenta uma
composi¢ao unica, com padrdes de distribuigao relacionados aos tragos funcionais da
vegetagao presente (Thomson et al., 2010; de Vries et al., 2012; Gourmelon et al.,
2016). Contudo, é desafiador estabelecer uma relagdo causal acerca da selegédo das
comunidades microbianas a partir tragcos funcionais vegetais, visto que estes sao
produtos de processos de adaptacdo e selecdo, resultantes da complexa rede de
interagdes entre plantas, microrganismos e caracteristicas abibticas do solo (de Vries
et al.,, 2012).

3.4. Microrganismos associados as plantas

As plantas sdo consideradas meta-organismos, uma vez que nao crescem
como organismos axénicos no ambiente, mas sim, abrigando incontaveis
microrganismos, com o0s quais estabelecem uma série de relagdes fundamentais (Rai
et al., 2017). Cada planta é considerada um habitat unico, podendo inclusive, moldar
sua propria comunidade microbiana ou mesmo recrutar microrganismos protetores
quando atacadas por insetos e patdégenos (Berendsen et al., 2012; Bulgarelli et al.,
2013).

Devido a grande importancia da associagdo com microrganismos para a
fitossanidade, alguns autores se referem a microbiota como sendo um segundo
genoma da planta, de forma que, o conjunto de genomas dos microrganismos
associados podem superar em tamanho o da propria planta (Berendsen et al., 2012).
Os efeitos dos microrganismos nas plantas podem ser simplificados como benéficos,
prejudiciais ou neutros, contudo, tais efeitos podem ser alterados se as condi¢des
ambientais mudarem, por exemplo, bactérias benéficas, que facilitam a obtencao de
nitrogénio ou fésforo pelas plantas, deixam de prover qualquer beneficio quando na
presenca de fertilizantes quimicos sintéticos (Glick, 2012). Ou ainda, rela¢des antes

mutualisticas podem se tornar parasitarias em situagdes de desequilibrio, logo, ao



14

tratar-se da relagdo microrganismo-planta, entende-se que exista um continuum entre

os efeitos benéficos e prejudiciais (Kogel et al., 2006; Wani et al., 2015).

A colonizagéo das plantas por microrganismos pode ocorrer de forma epifitica
e endofitica, que se caracteriza pelo estabelecimento das col6nias na superficie ou no
interior dos tecidos vegetais, respectivamente (Andreote et al., 2009). O solo abrange
grande parte dos microrganismos que colonizam as plantas e em sua maioria sdo
encontrados nas raizes ou préoximos a estas. O solo mais proximo das raizes,
denominado de rizosfera, propicia uma grande diversidade de condi¢des, pois nesta
regido, nutrientes como carboidratos, lipidios e proteinas, sdo exsudados da planta, e
utilizados para o metabolismo microbiano, habilitando, assim, uma grande riqueza de

espécies (Timmusk, 2003).

3.4.1. Microrganismos fitopatogénicos

O solo é reservat6rio de uma série de microrganismos causadores de doengas
que impactam negativamente o crescimento e o desenvolvimento vegetal (Oerke,
2006). Em ambientes naturais, estes fitopatdgenos desempenham um papel ecolégico
de regulagado das comunidades vegetais, podendo aumentar a diversidade, quando o
hospedeiro principal for uma espécie dominante, desta forma, permitindo coexisténcia
com espécies de menor potencial competitivo, ou entdo, causar reducdo de
diversidade, na ocasiao da planta hospedeira ser uma espécie de distribuicdo rara
(Mordecai, 2011; Chen e Nan, 2015). Na agricultura, porém, as doencas provocadas
pelos microrganismos fitopatogénicos, podem ocasionar redugdes drasticas na
produtividade dos campos e na qualidade dos produtos, acarretando prejuizos
econdmicos e representando uma grande ameaca, em escala global, a fitossanidade

e segurancga alimentar (Strange e Scott, 2005).

Devido a capacidade deletéria dos microrganismos fitopatogénicos, € extensa
a literatura referente ao controle, dispersdo e mecanismo das doengas por estes
provocadas, no entanto, a natureza complexa do ambiente edafico revela alguns
desafios, que vao desde falta de identificacdo precisa do agente causal a niveis
intraespecificos, uma vez que, diante da rapida diversificagdo genética inerente aos

microrganismos, uma mesma especie pode conter linhagens patogénicas e nao-



15

patogénicas (Strange e Scott, 2005), ou ainda, o desconhecimento da amplitude de
espécies hospedeiras que um fitopatdgeno pode acometer, levando a interagdes
potencialmente catastroficas ao serem introduzidos em hospedeiros nao
convencionais (Anderson et al., 2004; Fisher et al., 2012) e, até mesmo, a dificuldade
em estabelecer as bases moleculares dos mecanismos por tras da patologia, em

microrganismos nao cultivaveis (Handelsman et al., 1998).

Dentre os principais grupos de microrganismos fitopatogénicos encontram-se
bactérias, virus, fungos e oomicetos (Raaijmakers et al., 2009). Ao longo da historia
os fitopatdogenos foram responsaveis por eventos catastréficos de fome, como o
provocado pelo oomiceto Phytophthora infestans, causador da requeima da batata,
que resultou em milhdes de mortes na Europa, proximo a 1845. Um século depois,
em 1943, o fungo Cochliobolus miyabeanus, provocou a dizimagdo de campos de
arroz na regiao de Bengala, ao sul do continente asiatico, sendo um dos principais
fatores que ocasionou a morte de aproximadamente 2 milhdes de pessoas
(Padmanabhan, 1973; Strange e Scott, 2005).

Boote et al., (1983) definiu categorias de formas as quais os fitopatdogenos
podem impactar a produgao vegetal, classificando-os segundo seus efeitos deletérios.
Com base nesta classificagdo, entende-se que microrganismos fitopatogénicos
podem exercer os efeitos de redugdo de suporte, de turgescéncia e de atividade

fotossintética, aceleracdo de senescéncia e consumo de nutrientes e tecidos.

3.4.2. Microrganismos promotores de crescimento

Em contraste aos efeitos deletérios provocados por fitopatégenos, muitos
microrganismos associados as plantas atuam, de forma direta ou indireta, para o seu
beneficio, estes sdo referidos como promotores de crescimento de plantas (PGPM,

do inglés Plant growth-promoting microorganisms) (Olanrewaju et al., 2017).

Dentre os tracos de maior interesse, ha aqueles onde ocorre uma
disponibilizacdo de nutrientes essenciais para a planta por intermédio do metabolismo
microbiano. Nesse sentido, microrganismos diazotréficos, por exemplo, sdo capazes
de realizar a fixagao biolégica de nitrogénio (FBN), processo no qual se converte o

nitrogénio em sua forma atmosférica e ndo absorvivel (N2) em sua forma absorvivel,
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a de nitrogénio amoniacal (NHs) (Olanrewaju et al., 2017). Espécies bacterianas dos
géneros Azospirillum, Rhizobium, Bradyrhizobium e Azotobacter, sao reconhecidos
por sua capacidade de realizagdo da FBN (Franche et al., 2009; Souza et al., 2015;
Vejan et al., 2016).

Alguns microrganismos, por processos de mineralizagdo e solubilizacdo,
através da secrecgao de acidos organicos tais como acidos glicdlicos, citricos, lacticos,
sao capazes de transformar o fésforo insoluvel presente no solo, em formas ibnicas
absorviveis pelas plantas (Rodriguez e Fraga, 1999; Glick, 2012); ou ainda, auxiliar
na obtencao de ferro, a medida que PGPM produtores de sideréforos, sao capazes
de captar ions férricos (Fe+3) presentes no solo, reduzindo-os a ions ferrosos (Fe+2),
tornando-os disponiveis para a absorgdo vegetal (Saha et al., 2016; Pahari et al.,
2017).

Além disso, grande parte dos microrganismos presentes na rizosfera podem
produzir moléculas analogas a reguladores de crescimento vegetal (Souza et al.,
2015) que, por sua vez, apresentam capacidade de incrementar processos
relacionados ao crescimento e desenvolvimento das plantas (Arshad e
Frankenberger, 1997). A produgdo de &cido indol-3-acético (AlA), por exemplo,
corresponde a um dos principais efeitos benéficos dos PGPM (Olanrewaju et al.,
2017). Espécies pertencentes aos géneros Azospirillum, Bacillus e Pseudomonas, sao
reconhecidas por atuar no adensamento radicular por meio da produgao de AlA e seus
percursores (Timmusk, 2003; Costa et al.,, 2014; Aloo et al., 2019). Outros
reguladores, tais como citocininas e giberelinas, também sao reportados como
produtos de PGPM, atuando positivamente no incremento da produtividade das
plantas inoculadas (Arkhipova et al., 2005; Khan et al., 2014), bem como na promog¢ao

de resisténcia a estresses abidticos (Liu et al., 2009; Khan et al., 2017).

Altas concentracbes de etileno, geralmente relacionadas a periodos de
estresse intenso, podem levar a inibigdo do crescimento vegetal (Rai et al., 2017). Os
PGPM que sintetizam a enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilico desaminase (ACC
desaminase) sdo capazes de clivar a molécula ACC, uma precursora imediata do
etileno, reduzindo o seu excesso e, dessa forma, mitigando os efeitos prejudiciais

decorrentes do estresse (Olanrewaju et al., 2017).
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Determinados PGPM auxiliam indiretamente para que o desenvolvimento
vegetal ocorra, mesmo em situagcdes de estresses bidticos e abidticos, de modo a
prevenir, atenuar ou neutralizar efeitos prejudiciais de fitopatogenos (Gouda et al.,
2018). Neste sentido, destacam-se os mecanismos de controle biolégico, que incluem
produgdo de compostos antibidticos, enzimas liticas, competicao e indugdo de

resisténcia nas plantas por parte dos PGPM (Ulloa-Ogaz et al., 2015).

Os antibidticos produzidos pelos PGPM causam efeitos deletérios em
fitopatégenos, podendo apresentar espectro de agao restrito a um determinado grupo,
ou abrangentes, como o composto 2,4-diacetil-floroglucinol (DAPG) produzido por
espécies de Pseudomonas, o qual apresenta atividade antibacteriana, antifungica e
anti-helmintica (Rai et al., 2017). A produgdo de enzimas liticas como B-1,3-
glucanases, celulases, quitinases, proteases e lipases, permite aos PGPM causar o
rompimento de parede celular, atuando na eliminagao de diversos fungos patogénicos
do solo, tais como Aspergillus niger (Yuttavanichakul et al., 2012), Fusarium
oxysporum (Elshahat et al., 2016), Phytophthora capsici (Islam et al., 2016) e
Rhizoctonia solani (Faltin et al., 2004), que acometem culturas de importancia

econdmica e causam grandes prejuizos.

Além do controle por antibiose, a competicao nutricional entre PGPM e
fitopatdgenos pode limitar a interagdo destes com a planta, pois PGPM podem
rapidamente colonizar as raizes e absorver os nutrientes presentes na rizosfera,
reduzindo a capacidade de colonizagéo e proliferagdo de fitopatdgenos neste nicho,
desta forma, reduzindo a incidéncia e severidade de doengas (Glick, 2012; Olanrewaju
et al., 2017).

3.4.3. A importancia das interagcées microbioma-planta

Sabe-se que a diversidade de microrganismos que interagem com as plantas &
enorme, e a complexidade das relagbes entre estes, bem como com os préprios
hospedeiros vegetais podem resultar em interagdes imprevisiveis, de menor ou maior
intensidade quanto aos efeitos que seriam provocados pelas espécies isoladas (Leach
et al., 2003).
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Embora o interesse dos microrganismos em associagdo com plantas seja,
primariamente, em relagdo ao impacto de seus efeitos, sejam estes benéficos ou
deletérios, as interagdes micrdbios-plantas sdo complexas e, portanto, ndo devem ser

interpretadas como categorias rigidas e excludentes (Walker et al., 2013).

Mesmo em relagao aos inumeros efeitos benéficos propiciados pelos PGPM, é
valido observar que, sob determinadas condi¢ées ambientais, certos microrganismos
podem ter seu papel de promogao suprimido (Schippers et al., 1987), ou ainda,
apresentar efeitos negativos no fitness vegetal (Redman et al., 2001; Kogel et al.,
2006), além disso, alguns PGPM podem possuir linhagens estreitamente relacionadas
com espécies fitopatogénicas (Blakney e Patten, 2011). Neste sentido, o inverso se
faz verdadeiro, a medida que linhagens de espécies conhecidamente fitopatogénicas,
tais como pertencentes do género Agrobacterium, agentes causais da doencga galha-
da-coroa em diversas dicotiledéneas economicamente relevantes (Andrade et al.,
2003), podem possuir efeitos de fitoestimulagdo em hospedeiros ndo-susceptiveis a

interacédo patogénica (Walker et al., 2013).

A distingao se torna ainda mais indefinida perante a constatagao de que tragos
genéticos chaves para promogdo de crescimento, relacionados a sintese de
fitormbnios, fixagdo de nitrogénio, solubilizagdo de fosfato, producédo de ACC
desaminase, dentre outros, fazem-se presente no repositério génico de iniUmeros

fitopatégenos como demonstrado por Bruto et al. (2015).

Agler et al. (2016), reportam, ainda, o papel central que determinados taxons
teriam na modulagdo e recrutamento da composi¢ado de comunidades microbianas
associadas as plantas. Esses autores revelam que estes grupos de microrganismos
centrais seriam diretamente influenciados pelos gendtipos das plantas e,
posteriormente, impactariam toda a comunidade microbiana sob sua influéncia, de
modo a favorecer comunidades benéficas a atividade vegetal, ou, como observado
quando ha microrganismos centrais considerados patogénicos, resultar em
comunidades alternativas e instaveis. Van der Heijden e Hartmann (2016), destacam,
também, a importancia de se conhecer a estrutura destes grupos microbianos centrais

no intuito de desenvolver estratégias sustentaveis para agricultura, utilizando-se das
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propriedades microbianas, uma vez que, estas podem ser criticas para a sanidade do

solo e das plantas.

3.5. Acessando as comunidades microbianas

O estudo das propriedades dos microrganismos associados a solos de cultivo,
tradicionalmente, atém-se a avaliagbes da atividade microbiana em niveis gerais,
obtidas por mensuragbes de taxa respiratoria, biomassa e atividade enzimatica
microbiana (Hill et al., 2000). No entanto, o solo € um habitat complexo e apresenta
condigdes heterogéneas para o crescimento e diversidade microbiana, resultando em
diferentes nichos, que devem ser considerados a niveis de espécies e comunidades,
no intuito de elucidar o papel destes na manutencéo e sustentabilidade edafica (Hill et
al., 2000; Daniel, 2004).

Dentre as metodologias utilizadas para acessar a diversidade microbiana de
amostras ambientais, a mais tradicional consiste no enriquecimento, isolamento e
caracterizagdo dos microrganismos, utilizando meios de cultura de crescimento
abrangentes, tais como Agar Nutriente, Agar Batata Dextrose, Agar Triptona de Soja,
meio Luria-Bertani, entre outros (Kumar et al., 2017). Meios especificos, que simulem
condi¢cdes naturais de pH, concentracdo e composi¢cao de nutrientes, gradientes de
oxigénio, também podem ser empregados no intuito de favorecer o crescimento de
espécies mais exigentes (Kumar et al., 2017). Contudo, estima-se que apenas uma
parcela infima dos microrganismos presentes no solo seja prontamente cultivavel, de
forma que, aproximadamente 99% da diversidade genética e fenotipica das
comunidades microbianas é suprimida perante a utilizagdo desta abordagem (Hofer,
2018; Hahn et al., 2019).

Durante as ultimas décadas, o advento de abordagens independentes de
cultivo, permitiu ampliar o acesso as comunidades microbianas, garantindo uma maior
elucidacédo da diversidade de microrganismos presentes no solo (Andreote et al.,
2009). Dentro das metodologias independentes de cultivo, encontram-se as analises
de acidos nucleicos (DNA e RNA) baseadas, em sua grande maioria, na técnica de

biologia molecular da reagédo em cadeia da polimerase (PCR, do inglés Polymerase
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Chain Reaction), onde o material genético € amplificado e, posteriormente, pode ser
sequenciado (Kirk et al., 2004).

Amplificagcdes diferenciais de alvos génicos especificos, sdo de grande auxilio
no estudo da estrutura e diversidade das comunidades microbianas. Por meio do
sequenciamento de marcadores filogenéticos, regides conhecidas como “cédigos de
barra” do DNA (DNA barcoding), é possivel recuperar as relagdes de parentescos e
identificar taxonomicamente os microrganismos presentes no solo (Lagos et al., 2015;
White et al., 2017). Estes marcadores filogenéticos, comumente, tratam-se de regides
que variam entre pontos de alta conservacao e alta diversificagdo, o que possibilita
diferenciar espécies dentro de um mesmo grupo taxonémico (Hebert et al., 2003).
Para acessar as comunidades de procariotos, utilizam-se regides hipervariaveis do
gene que codifica a menor subunidade ribossomal, rRNA 16S (Armougom, 2009;
Lebonah et al.,, 2014), ja para microrganismos eucariéticos, como os fungos, a
utilizacdo de regibes espagadoras internas transcritas (ITS, do inglés Internal
Transcribed Spacer) apresentam maior probabilidade de sucesso na identificacdo

taxondmica (Schoch et al., 2012).

O avanco técnico proporcionado pelas tecnologias de sequenciamento de nova
geragao (NGS, do inglés Next-Generation Sequencing), foi um ponto crucial para a
compreensao da diversidade microbiana de amostras ambientais (Scholz et al. 2012).
As ciéncias “Gmicas”, possuem como alvos investigativos genomas, genes e seus
produtos e foram possibilitadas em virtude da qualidade e imensa quantidade de

dados produzidos nos sequenciamentos de alto rendimento (White et al., 2017).

Aplicada a investigagdo das comunidades microbianas, a abordagem
metagendémica surge como estudo do genoma coletivo, por meio do isolamento e
extracdo de material genético dos microrganismos de amostras complexas (Streit e
Schmitz, 2004), evidenciando, inclusive, uma diversidade microbiolégica muito maior
da qual se esperava para amostras edaficas e rizosféricas (Lagos et al., 2015). Neste
sentido, diversas estratégias de sequenciamento de metagenomas foram
desenvolvidas, sejam com enfoque em genes especificos, na prospecgao de tragos
funcionais, ou entao, visando todo o repertério gendmico presente na amostra, como

na abordagem “shotgun” para sequenciamento de genomas completos (Zhou et al.,
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2015). Outras “meta-6micas”, tais como metatranscriptdmica e metaprotedmica,
através da avaliagao, respectivamente, dos transcritos e seus produtos proteicos,
possibilitam a elucidagdo ndo sé de quais microrganismos estdo presentes nas
amostras, mas também, qual a atividade génica e papéis funcionais destes

organismos em seu ambiente (Sharma e Sharma, 2018).

3.5.1. A abordagem Metataxonémica

A analise metataxonbmica, também, comumente, referida como
metabarcoding, consiste na investigacdo de microbiomas através de fragmentos
amplificados (amplicons) de DNA barcodes, regides reconhecidas por sua capacidade
como marcadores filogenéticos. Esta analise se inicia desde o momento de coleta das
amostras detentoras das comunidades microbianas complexas, como as vistas em
solos e plantas (Fierer, 2017). O processamento das amostras ira variar de acordo
com seu tipo e origem, havendo protocolos especificos para extracdo de DNA de
diferentes origens (Kumar et al., 2014; Sagar et al., 2014; Brandt e Albertsen, 2018;
Lear et al.,, 2018). Ainda, se a microbiota alvo encontrar-se associada a um
hospedeiro, processos adicionais de purificagcdo podem ser demandados (Thomas et
al., 2012).

Uma vez extraido e purificado, o DNA metagendmico, ou seja, que aquele que
contém os genomas da microbiota presente na amostra, € submetido a amplificacéo
das regides genicas de interesse, por meio de PCR, originando, assim, as bibliotecas
de amplicons. Para isso, na metataxondmica, € comum a utilizagdo de regides
conservadas, que permitem o uso de primers universais, mas que, no entanto,
possuam trechos internos hipervariaveis, permitindo, assim, a distingdo entre taxons
mais especificos (Creer et al., 2016). Sao exemplos dessas regides, o gene 16S rRNA,
para bactérias (Armougom, 2009; Lebonah et al., 2014), e ITS (Schoch et al., 2012),
para fungos. Nao obstante, outro aspecto importante é a definicdo das sub-regides,
uma vez que, esta escolha pode impactar na precisdo da identificacdo de taxons
especificos pode variar (Bukin et al., 2019). As regides hipervariaveis V2 e V3 do gene
16S rRNA, por exemplo, sdo recomendadas para a identificagédo de enterobactérias
patogénicas (Chakravorty et al., 2007).
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Outro ponto que deve ser considerado na escolha do gene e regides-alvo a
serem amplificadas e sequenciadas ¢é a capacidade da plataforma de
sequenciamento. Sequenciadores que produzem leituras (reads) curtas (100 a 500
pares de base), como os da plataforma lllumina® (lllumina, Inc.), contemplam n&o mais
que uma ou duas regides hipervariaveis, enquanto técnicas de sequenciamento de
reads longas (maiores que 1000 pares de base), tais como as implementadas nas
plataformas PacBio® (Pacific Biosciences, Inc.) e Oxford Nanopore® (Oxford Nanopore
Technologies Ltd.), podem contemplar o comprimento total de genes marcadores e
fornecer uma resolugdo muito maior no que se refere a distingdo de espécies e

linhagens relacionadas (Callahan et al., 2019).

Para a analise dos dados gerados no processo de sequenciamento, utiliza-se
uma série de ferramentas computacionais para a analise e processamento desses
dados que, geralmente, compreendem as etapas de controle de qualidade,
processamento de sequencias, atribuicdo taxonémica e analises ecoldgicas (Plummer
e Twin, 2015). Na etapa do controle de qualidade, s&o aplicados filtros em relagéo ao
tamanho e qualidade das reads, corregbes de erros em bases e remocgao de
adaptadores utilizados no processo de sequenciamento. Em seguida, as reads
passam por de agrupamento de acordo com as suas similaridades. Neste sentido,
existem duas principais estratégias: a que aceita uma identidade minima entre as
sequéncias para serem agrupadas, geralmente de 97%, resultando em Unidades
Taxonémicas Operacionais (OTUs, do inglés Operational Taxonomic Units) ou entao,
agrupando somente aquelas exatamente iguais, formando as chamadas Variantes de
Sequéncias de Amplicons (ASVs, do inglés Amplicon Sequence Variants) (Prodan et
al., 2020). Finalmente, é realizada a atribuicdo taxondmica das sequencias, onde as
sequencias das OTU/ASV sao comparadas contra bancos de dados contendo
sequéncias ribossomais de microrganismos conhecidos, tais como SILVA (Quast et
al., 2012), RDP (Cole et al., 2014) e UNITE (Abarenkov et al., 2010).

3.5.2. Analises estatisticas aplicadas ao estudo do microbioma
A partir das contagens de OTU/ASV e suas atribui¢gdes taxondmicas é possivel

tracar o perfil das amostras e realizar analises ecoldgicas acerca dos parametros

populacionais dos microbiomas, as quais sao utilizadas para responder as perguntas
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cientificas por tras da investigacdo dos microbiomas. Uma das primeiras vertentes,
diz respeito a distribuicdo e diferenca de medidas de diversidade. Com medidas de
alfa diversidade, sdo avaliados aspectos internos das amostras, tais como riqueza,
equitabilidade e diversidade de elementos. A alfa diversidade pode ser comparada
dentro ou entre grupos amostrais, através da utilizacdo de analises estatisticas como
Analises de Variancia (ANOVA), Teste U de Mann-Whitney, Wilcoxon ou Kruskal-
Wallis (Liu et al., 2020). A beta diversidade, por sua vez, procura avaliar a distancia
entre amostras e grupos amostrais, que é frequentemente combinada com analises
de ordenacdo, tais como Analise de Coordenadas Principais (PCoA) ou
Escalonamento Multidimensional Nao Métrico (NMDS) para visualizagao (Liu et al.,
2020). As diferengas estatisticas, por sua vez, podem ser prospectadas utilizando-se
andlises multivariadas, tal como a Analise de Varidncia Permutacional
(PERMANOVA).

Outro aspecto avaliado € a diferenca significativa de abundancia de elementos
entre os microbiomas. Estes elementos podem ser espécies, genes ou vias
metabdlicas. Para avaliar tais diferencas, sao utilizados testes estatisticos como:
Teste t de Welch’s, U de Mann-Whitney e Kruskal-Wallis (Liu et al., 2020). Contudo,
pela tendéncia a incidéncia de falsos positivos foram desenvolvidas abordagens
especificas para contornar tal viés, sdo exemplos: edgeR (Robinson et al., 2010),
DESeq2 (Love et al., 2014) e LEfSe (Segata et al., 2011).

Redes de coocorréncia permitem avaliar os microbiomas de forma sistémica —
evidenciando, ndo apenas taxons como organismos isolados, mas como sistemas
interativos que, inclusive, podem possuir propriedades emergentes (Réttjers e Faust,
2018). Para a criagao das redes sao utilizadas medidas baseadas em correlagao, tais
como coeficiente de corregédo de Pearson e de Spearman (Hirano e Takemoto, 2019;
Liu et al., 2020). As visualizagdes e analises dos parametros de redes sao obtidas
com programas, tais como Cytoscape (Kohl et al., 2011) e Gephi (Bastian et al., 2009).
Vale ressaltar que, ainda que Uteis para a geracao de insights a respeito das relagdes,
as redes de coocorréncia carecem de validacdo para a inferéncia de implicacbes

ecolégicas mais profundas (Hirano e Takemoto, 2019).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Design experimental e coleta

Para a realizagdo do estudo, foram obtidas plantas de cana-de-agucar (cana-
planta), variedade CTC-9001, de dois talhdes adjacentes, porém que estavam sob
diferentes sistemas de cultivo, sendo estes: tratamento convencional (Fazenda S&o
Sebastido) e orgéanico (Fazenda Sao José). Os talhdes se localizavam no municipio
de Jaboticabal-SP, possuindo cerca 100 m de distancia entre si, sendo que a distancia
minima entre os pontos de tratamentos contrastantes foi de aprox. 230 m. Foram
consideradas trés réplicas bioldgicas para cada tratamento, estas possuindo uma
equidistancia de 50 m entre si (Figura 1). Para cada ponto, duas plantas, com cerca
de 11 meses de idade e visualmente saudaveis, foram coletadas. Estas foram
seccionadas em raizes, colmo e folhas, e, entdo, armazenadas de forma
independente. Adicionalmente, foram coletadas amostras do solo livre circunjacente.

Todo equipamento utilizado na coleta e armazenamento foi previamente esterilizado.

S21°11:9.6*

VW48°152.88"

Google Earth. Image © 2020 Maxar Technologies
Figura 1. Mapas do local de coleta e dos pontos amostrais. O estudo foi conduzido no municipio de Jaboticabal-
SP (verde). Os pontos de coleta (direita) foram obtidos de maneira equidistante (50m; linhas azuis), com uma
proximidade minima, entre os talhdes sob tratamento convencional (CON; pins vermelhos) e organico (ORG;
pins verdes), de aprox. 230 m (linha amarela).
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As coletas foram realizadas entre os meses de fevereiro e margo de 2018,
sendo necessarias trés incursdes, nas quais foram realizadas coletas, pareadamente,
para um ponto amostral de cada tratamento. As datas de coleta, georreferenciamento

e informacgdes climaticas, encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Geolocalizagdo e informagdes climaticas dos pontos amostrais (Umid. = umidade; Temp. =
temperatura; Atm. = atmosférica).

Umid. Temp. Temp. Umid. Press.

U Ll LOTGER Solo (%) Solo (°C) Atm.(°C) Ar(%) Atm.(hPa) Da@
1 21°11'2327'S  48°14'59,02'W 17,98 23,0 21,42 93,01 943,70 27/02/2018
§ 2 21°112428'S  48°14'5856"W 1570 22,9 23,49 7994 942,50 03/03/2018
3 21°1124,.88'S  48°1500,17"W 1484 235 21,20 9524 941,00 08/03/2018
1 21°1116,46'S  48°14'5423'W 17,95 226 2547 7540 944,10 27/02/2018
% 2 21°1117,33'S  48°14'52,76"W 17,92 23,1 28,00 61,05 943,10 03/03/2018
3 21°1118,06'S  48°14'5432'W 17,08 227 24,72 7857 941,70 08/03/2018

4.2. Informagoes dos tratamentos

O critério de selecéo da area de estudo se deu pela proximidade e similaridade
das condi¢des geograficas, climaticas e edaficas, esperando-se que a variagao obtida
nas comunidades microbianas seja apenas em relagéo ao sistema de cultivo. Ambas
fazendas seguem protocolos semelhantes de preparagdo do solo, contando com
aracao, gradagem e subsolagem. Além disso, da mesma forma, os talhdes sao
reformados com leguminosas (amendoim, soja ou crotalaria), que tém seu material

vegetal residual pds-colheita, revolvido junto ao solo.

A fazenda de cultivo organico (Sao José), iniciou o processo de conversao para
esse sistema em 2000 e possui certificagdo de produgdo organica', em conformidade
nacional (Brasil, 2003), a certificagdo americana USDA (100%), e esta de acordo com
a regulamentacao definida pela Unido Europeia, (CE) n°® 834/2007 (Europea, 2007).
Para a reforma do canavial deste sistema, ha aplicagao de vinhaga no sulco de plantio,
e cobertura com matéria organica proveniente de esterco, torta de filtro e vegetacao
nativa. Tanto a torta de filtro, quanto a vinhaga sao provenientes de residuos de
producéo organica. Além disso é realizada a correcéo da acidez do solo (calagem) e

fosfatagem (calcario e rocha fosfatada). Os demais insumos utilizados nesse

1 hitp://www.ibd.com.br/customer-details/?id=c29408c¢3-d871-11e4-925d-001e37e96f6¢c
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tratamento priorizam produtos bioldgicos, para controle de pragas e promogao de

crescimento (Tabela 2).

Para o tratamento convencional, a adubagé&o do solo foi realizada com calagem,
utilizando gesso e calcario, e fertilizagdo com adubo NPK (N, P20s5 e K20) na
proporgao 50-50-25, respectivamente. Além da adubagao, s&o aplicados inseticidas,
fungicidas, herbicidas, e fertilizantes a base de compostos organicos ou inorganicos
(Tabela 2).

Tabela 2. Lista de insumos agroquimicos utilizados em cada sistema de cultivo. O tratamento convencional
possui predominancia de produtos de origem sintética, enquanto o tratamento organico utiliza, majoritariamente,

produtos de origem bioldgica.

Classe NEImE Principio ativo DRI
Comercial (per ha)
Opera® Epoxiconazol (Triazol); Piraclostrobina (Estrobilurina) 1L
Fungicida
Comet® Piraclostrobina (Estrobilurina) 0,495 L (*)
Orix® Oleo mineral (Hidrocarbonetos alifaticos) 0,2L (%)
Nuprid® Imidacloroprido (Neonicotindide) 1Kg
Inseticida
<—(' Regent® Fipronil (Fenilpirazol) 247,93 g (*)
pd
o Engeo Pleno® Tiametoxam (Neonicotindide); Lambda-Cialotrina (Piretroide) 1L
@]
=4 Butiron® Tebutiurom (Uréia) 1,65 L (%)
' Herbicida
Z Boral Sulfentrazona (Triazolona) 1,65L (%)
o]
o Poliflex® Pentoéxido de fésforo (P20s) 18%; Nitrogénio (N) 3% 0,062 L (*)
Zintrac™ Zinco (Zn) 40%; Nitrogénio (N) 1% 1,033 L (*)
Fertilizante Bortrac™ Boro (B) 10,9%; Nitrogénio (N) 4,7% 1,033 L (*)
Oxido de Potassio (K20) 5,0%; Carbono Organico Total 3,5%;
Biozyme TF® Zinco (Zn) 2%; Nitrogénio (N) 1,5%; Manganés (Mn) 1%; Enxofre 0,495 L (*)
(S) 1%; Ferro (Fe) 0,4%; Boro (B) 0,08%
Quality® Trichoderma asperellum (1x10'° UFC/g) 200g ()
Fungicida
Difere® Oxicloreto de cobre (588 g/L) 100 g (**)
8 Rizos® Bacillus subtilis (1,5x10° UFC/L) 2L
Z Nematicida
g Onix® Bacillus methylotrophicus SF267 (1,5 x 10°UFC/L) 0,3L (*)
% Inseticida Bouveriz® Beauveria bassiana (8 x 10°) 0,5L (%)
Promogao de Azos® Azospirillum brasilense ABV5 (1 x 10° UFC/L) 50 g (*)
Crescimento  giqarfix® Bradyrhizobium japonicum SEMIA 5079/5080 1L (%)

(*) Aplicacéo no inicio do plantio (cobri¢éo); (**) Aplicagao no sulco de plantio da cultura anterior.

4.3. Determinagao dos parametros fisico-quimicos do solo

Para cada ponto amostral, 5 sub-amostras do solo circunjacente (2 m) as
plantas, foram coletados e, entdo, quantificados os seguintes parametros fisico-
quimicos: Matéria organica (MO), aspectos relacionados a acidez do solo (pH, acidez
potencial [H + Al], soma de bases [SB], saturagao por bases [V%], capacidade de troca

de cations [CTC]), macro- e micronutrientes (Fésforo [P], Potassio [K], Calcio [Ca],
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Magnésio [Mg], Enxofre [S], Aluminio [Al], Zinco [Zn], Cobre [Cu], Ferro [Fe],
Manganés [Mn] e Boro [B]) e aspectos granulométricos (Argila, Silte e Areia [Fina e

Grossal).

A quantificagdo dos parametros quimicos do solo seguiu a metodologia descrita

pelo Instituto Agronédmico de Campinas (IAC), consistindo, sinteticamente, em:

o MO: por espectrofotometria;

e pH: em CaCl; por poténciometria;

e H + Al: em tampao SMP por poténciometria;

e SB=Ca+Mg+Na+K;

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

e CTC=SB+H+A|

e P: em resina por espectrofotometria;

o K, Ca e Mg: por espectrometria de absorgao atomica;
e S: por turbidimetria;

e Al: em KCI por titulometria;

e Zn, Cu, Fe e Mn: extracdo com solugao acido DTPA e quantificacao por
espectrometria de absorg&o atdmica;

B: método da Azometina-H por espectrofotometria

(de Andrade et al. 2001)

A avaliagao granulométrica foi feita de acordo com o manual da Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) (Donagema et al. 2011). A
comparacgao estatistica entre os sistemas de cultivo, foi realizada por meio do teste
nao-paramétrico de Wilcoxon, através do pacote “ggpubr’ (v. 0.4.0; Kassambara,

2020) para o programa estatistico R (v.4.0.2; R Core Team, 2020).

4.4. Enriquecimento das comunidades microbianas

Para acessarmos de forma independente as comunidades microbianas dos
diferentes nichos propiciados pela planta/ambiente de interesse, obtivemos as
mesmas perante ao enriquecimento das comunidades presentes em cada habitat.
Além da separagao de raizes, colmos e folhas, as comunidades foram obtidas de
forma separada de acordo com o compartimento de colonizacdo, sejam aquelas
encontradas na superficie externa do tecido (epifiticas) ou as que os colonizam
internamente (endofiticas). Em conjunto as comunidades colonizadoras dos tecidos

vegetais, também foram considerados os microrganismos presentes no solo livre,
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totalizando 7 diferentes nichos, os quais seguem a seguinte nomenclatura — baseada

na combinagado de nomes, em inglés (Tabela 3):

Tabela 3. Nichos avaliados e nomenclaturas adotadas para as amostras provenientes destes.

Tratamento Ambiente/Secéao vegetal Compartimento Nicho (Abreviatura)
Solo Livre (SL) - Solo Livre (CSL/OSL)
Epifiticos (P) Raiz: Epifitico (CRP/ORP)
Raiz (R)
Convencional (C) Endofiticos (N) Raiz: Endofitico (CRN/ORN)
L. Epifiticos (P) Colmo: Epifitico (CCP/OCP)
Organico (O) Colmo (C)
Endofiticos (N) Colmo: Endofitico (CCN/OCN)
Epifiticos (P) Folhas: Epifitico (CFP/OFP)
Folhas (F)
Endofiticos (N) Folhas: Endofitico (CFN/OFN)

O processo de enriquecimento das comunidades presentes nos diferentes
compartimentos se deu baseado na metodologia empregada por de Souza et al.
(2016). Inicialmente, as amostras de material vegetal foram transferidas para uma
bandeja de plastico estéril contendo 1,0 L de solugao gelada (4 °C) de tampao fosfato-
salino (Phosphate Buffered Saline - PBS) (137mM NaCl, 2,7 mM KCI, 10 mM
Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, pH 7,4) e Tween-20 (Tween-20 0,05% p/p). Para a
obtencao das comunidades microbianas enriquecidas de microrganismos epifiticos,
realizou-se uma lavagem vigorosa do tecido vegetal, porém a fim de evitar
escarificagdes, foram utilizadas escovas com cerdas macias (no caso das folhas e
raizes foram utilizadas escovas de dentes com cerdas extra-macias, enquanto que
para colmos foram utilizadas escovas de lavagem), seguida de lavagem com agua
estéril. O resultante da lavagem foi filtrado (4 camadas de gazes estéreis) e
centrifugado (6000 x g por 40 min. a 4°C), obtendo-se assim pellets enriquecidos com
as comunidades epifiticas. Ja para as comunidades endofiticas, realizou-se uma
triplice lavagem, com agua estéril, seguido da picagem do material. Folhas e raizes,
foram picadas em porgdes de até 100 g, colmos em porgdes de 300 g. O material
picado foi, individualmente, triturado e homogeneizado, junto a solugao fosfato-salina
(PBS) gelada sem adicao de Tween-20, por liquidificagcdo mecanica. O resultado do
processamento foi filtrado e centrifugado (6000 x g por 40 min. a 4°C), para a obtengao

de pellets enriquecidos com as comunidades endofiticas.
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Apos a obtengao dos pellets de cada nicho, tanto dos epifiticos, quanto dos
endofiticos, descartamos o liquido sobrenadante, deixando apenas quantidades
minimas para a ressuspensao e transferéncia das comunidades para microtubos de
1,5 mL, contendo PBS. Esses tubos foram, entdo, centrifugados (12000 x g) para
concentrar as amostras. Esse processo foi repetido até a obtengao de pellets de 250
mg e 500 mg, para as comunidades epifiticas e endofiticas, respectivamente. Apds a
obtencao dos pellets definitivos, as amostras foram resfriadas com nitrogénio liquido
e acondicionadas em freezer a -80 °C até o momento da extracdo de DNA. Para as
amostras de solo livre, por¢cdes de 250 mg foram fracionadas em microtubos de 1,5

mL e armazenadas de forma idéntica aos outros nichos.

4.5. Extragcao de DNA metagenémico

A extracdo do DNA microbiano das amostras foi realizada utilizando o kit
DNAeasy PowerSoil (Qiagen®), seguindo as recomendagbes dos fabricantes e
aplicando as mesmas modificagdes implementadas por de Souza et al. (2016). As
modificagdes consistem em aquecimento da solugao de extracao a 65 °C, por 10 min.
apos a adigao do reagente “C1”, seguido por uma etapa de dupla lavagem com etanol

apods a adi¢ao da solugao “C5”.

Devido a presenca de inibidores de reagao em cadeia da polimerase (PCR) nas
amostras, exceto aquelas oriundas de colmos, realizamos uma etapa extra de
purificagdo com polietilenoglicol (PEG) 6000 + NaCl (Schmitz e Riesner, 2006). O DNA
purificado foi quantificado por espectrofotometria (NanoDrop®) e fluorometria (Qubit®)

e, entdo, armazenados a -80°C.

4.6. Construcao das bibliotecas de Amplicons

Para a avaliacao da fragao bacteriana das comunidades, selecionamos como
alvos as regides V3 e V4, do gene codificador da subunidade ribossomal — 16S rRNA.
Langamos méo dos primers 319F (5-ACTCCTACGGGAGGCAGCAG-3’) e 806R (5'-
GGACTACHVGGGTWTCTAAT-3’), os quais contemplam uma regidao de
aproximadamente 470 pares de base (Fadrosh et al., 2014). Para a fragao fungica,

selecionamos o segundo Espacgador Interno Transcrito (ITS2), por meio dos primers
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ITSOF (5-GAACGCAGCRAAIIGYGA-3’) e ITS4R (5°-TCCTCCGCTTATTGATATGC-
3’), abrangendo uma regidao de tamanho variavel, de em média 310 + 67 pares de
base (Porras-Alfaro et al. 2014).

O processo para a obtengao dos produtos de amplificacao (Amplicons), se deu
seguindo o protocolo de PCR em duas etapas da lllumina®. Na primeira etapa, a
regido-alvo foi amplificada por um primer conjugado contendo (da posigao interna para
externa): O primer complementar a regido bioldgica alvo (i.e. 319F e 806R, para 16S),
uma insergao de 4 a 6 bases aleatorias para aumento de heterogeneidade e qualidade
de sequenciamento (Fadrosh et al., 2014; de Souza et al., 2016), seguidos pela alga
de ligagéo do adaptador lllumina®. Na solugdo de reagéo da PCR 1, foram adicionados
PNA-clamp, peptideos que mimetizam acidos nucleicos e que atuam como grampos
de DNA, reduzindo a amplificacdo de regides 16S rRNA de mitocéndrias (MPNA,
sequéncia: GGCAAGTGTTCTTCGGA) e cloroplastos (pPNA, sequéncia:
GGCTCAACCCTGGACAG) da planta (Lundberg et al. 2013). O programa do
termociclador, na primeira amplificagéo, seguiu uma pré-desnaturagao (95 °C; 3 min),
e 8 ciclos de: desnaturacao (95 °C; 15 s), anelamento dos PNA-clamp (55 °C; 30 s),
polimerizagao (72 °C; 30 s) e extensao final (72 °C; 1 min). A enzima polimerase
utilizada nessa etapa foi KAPA2G Robust HotStart ReadyMix (Sigma-Aldrich®). Os
produtos amplificados foram purificados com o kit Agencourt AMPure XP (Beckman

Coulter®) e seguiram para a PCR 2.

Na segunda etapa de PCR, adaptadores lllumina® de sequenciamento em
“‘multiplex” foram adicionados. Cada amostra recebeu uma combinagdo unica de
barcodes N7 (forward) e S5 (reverse) da lllumina® para indexagdo dupla. Neste
processo, utilizamos a enzima KAPA HiFi HotStart ReadyMix (Sigma-Aldrich®). O
programa de amplificagdo foi: pré-desnaturacdo (95 °C; 3 min), e 30 ciclos de:
desnaturacao (98 °C; 30 s), anelamento (55 °C; 30 s), polimerizagao (72 °C; 30 s) e
extensao final (72 °C; 5 min). Os produtos também foram purificados com Agencourt
AMPure XP (Beckman Coulter®) e, posteriormente, avaliado por eletroforese em gel
de agarose 0,8% e entregue ao Centro de Sequenciamento do Laboratério Central de
Tecnologias de Alto Desempenho em Ciéncias da Vida (LaCTAD), na Universidade
de Campinas (UNICAMP).
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4.7. Sequenciamento de alto rendimento

As bibliotecas foram quantificadas utilizando o kit KAPA Library Quant Kit
(Roche®) e submetido ao protocolo de amplificagido padrao em flow cell utilizando as
recomendagdes do kit Hiseq Rapid SBS (v.2). O sequenciamento foi realizado no
equipamento lllumina® HiSeq2500, no modo “Rapid Run” e configurado para a
producao de leituras (reads) em layout paired-end de 2x250 pb (pares de base). A
biblioteca de controle PhiX foi utilizada durante o sequenciamento para assegurar a
qualidade durante o processo de clusterizagdo. As reads foram obtidas com o
programa “CASAVA” (v.1.8.2; lllumina®).

4.8. Analise de dados

O resumo das etapas realizadas na analise dos dados de amplicons, pode ser

visualizado no fluxograma a seguir (Figura 2).

4.8.1. Demultiplexagao

O processo de demultiplexacao das bibliotecas de amplicons foi implementada
utilizando o programa “bcl2fastq” (v.2.20.0.422; lllumina®), com os parametros default
estabelecidos pelos autores. Assim, obtivemos as bibliotecas de reads, no formato
FASTQ, separadas de acordo com a dupla de indexador unico, referente a amostra
de origem. Adicionalmente, nés utilizamos o programa “deML” (v.1.1.3; Renaud et al.,
2015) o qual, por meio de uma abordagem probabilistica, foi capaz de recuperar, em
meédia, 21,8% e 17% das reads ndo demultiplexadas inicialmente, para as bibliotecas
de 16S rRNA e ITS, respectivamente.

4.8.2. Controle de qualidade

Os procedimentos para garantir boa qualidade das reads de amplicons foram
implementas em diversas etapas do processamento (Figura 2). Inicialmente, foram
utilizadas fung¢des do pacote “USEARCH” (v.11.0; Edgar, 2010) para visualizagdo da
qualidade e auxilio no estabelecimento de pardmetros de corte que foram utilizados a
jusante, no fluxo de processamento dos dados. A funcao “fastx_info” nos forneceu um

resumo das qualidades e erros esperados (EE), por biblioteca; “search_oligodb” para
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o estabelecimento da posigdo dos primers nas sequencias e “fastq_eestats2”, que
proveu uma estimativa de perda de reads com base em um gradiente de valores de

corte de tamanho e qualidade maximos permitidos.
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P ¥ fastx info ' >
.bcl " - ' Remocao de adaptadores
| nformative de qualidades & tamanhos H ‘L
¥ . : z
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Demultiplexacdo das reads 1
Vlr fastg eestats2 1 -
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Figura 2. Fluxo de trabalho do processamento dos dados.

obfidos apis essas efapas, com o programa FastQs

As bases aleatdrias inseridas no PCR 1 (topico 3.6), assim como as bases
correspondentes ao primer bioldgico, encontravam-se inicialmente nas reads.

Portanto, utilizamos o programa “Atropos” (v.1.1.25; Didion et al., 2017) para realizar
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a remocao dessas. Como entrada, as bibliotecas forward (R1) e reverse (R2) de cada
amostra e conjunto de amplicons (16S rRNA e ITS) foram fornecidas, em conjunto
com seus respectivos pares de primers (6Ns + primer biologico). Utilizamos, também,
parametros para garantir tamanho minimo das sequéncias de saida (--minimum-
length = 200 [16S rRNA] / 150 [ITS]), exclusdo de reads sem pares (--pair-filter = any)
e sem adaptadores (--discard-untrimmed). Para as sequéncias de ITS, foi necessario,
ainda, a alteracdo do valor de porcentagem de erro aceito (--error-rate, i.e.

mismatches) de 0,1 (default) para 0,17.

Apos a remocado dos adaptadores, foi realizada uma poda dindmica da
extremidade 3’ das sequéncias. Esse processo foi conduzido com o programa
“‘PRINSEQ-lite” (v.0.20.3.; Schmieder e Edwards, 2011), em duas etapas. Na primeira,
as bases da extremidade 3’ cuja qualidade média de um conjunto de trés bases (--
trim_qual_window 3) fosse menor que 18 (--trim_qual_right 18), eram removidas. Apos
isso, se o tamanho da sequéncia de bases resultante fosse menor que um valor
minimo (--min-len 220 [16S rRNA] / 210 [ITS]), essas reads eram movidas, intactas,
para uma segunda etapa. Na segunda etapa, todas as reads eram podadas para o
valor minimo, independentemente de suas qualidades. Assim, concatenamos as
reads que atenderam os requisitos da primeira etapa, com as reads podadas na
segunda etapa. Por fim, as bibliotecas de reads pareadas foram submetidas ao
programa “fastq_pair”’ (v.1.0; Edwards e Edwards, 2019), onde removeu-se qualquer

read que tenha perdido seu par durante o processamento de qualidade.

4.8.3. Fusao dos pares de reads (ITS)

O processo de fusdo das reads pareadas (R1 e R2) foi realizado de forma
distinta para os conjuntos de dados de 16S rRNA e ITS. Isso se deu por conta do
maior tamanho de inserto das regides V3 e V4 do gene 16S rRNA que, apds a poda
de bases de baixa qualidade da porcao terminal das sequéncias, resultou em baixa
proporcdo de fusdo por sobreposicdo de R1 e R2. Assim, optamos por apenas
concatenar os pares de reads de amplicons 16S, em um passo que sera melhor
descrito no tépico seguinte.



34

Para os pares de bibliotecas de amplicons ITS, o processo de fusao foi
implementado com o programa “PEAR” (v.0.9.6; Zhang et al., 2014). Como entrada,
foram inseridos os pares de arquivos FASTQ (R1 e R2 de cada amostra), que foram
fundidas a partir de uma sobreposigdo minima de 10 bases (default) e um teste
estatistico interno de probabilidade de fusdo correta (--p-value 0.05). Sequéncias
fundidas com tamanho menor que 200 pb foram descartadas (--min-assembly-lenght
200).

4.8.4. Obtengao de Variantes de Sequencias de Amplicons (ASVs)

Ambos os conjuntos de dados de amplicons (16S e ITS) foram encaminhados
para a detecg¢ao de Variantes de Sequencias de Amplicons (ASVs, do inglés Amplicon
Sequence Variants), com pequenas diferengas entre eles. As ASVs séo
conceitualmente similares as, tradicionalmente utilizadas em analises
metataxonémicas, OTUs. Contudo, devido ao aprimoramento dos algoritmos de
corregcao de erros oriundos do sequenciamento, a abordagem de ASVs permite o
estabelecimento de um consenso exato de sequencias, enquanto que na abordagem
de clusterizacao utilizada para estabelecimento de OTUs, os erros s&o incorporados
pelo afrouxamento da circunscricao que define suas unidades, geralmente aceitando

agrupar sequencias com 97% a 99% de similaridades entre si (Callahan et al., 2017).

Para a obtengao das ASVs, utilizamos o pacote R: “DADA2” (v.1.14.1; Callahan
et al., 2016). Para os dados de 16S, as bibliotecas forward e reverse foram fornecidas
para a fungao “filterAndTrim”. Nessa funcao, realizou-se uma truncagem de tamanhos
(truncLen = 210 [forward] | 155 [reverse]), que foi especialmente restritiva para as
reads das bibliotecas reverse, as quais apresentaram maior queda de qualidade nas
bases finais. Adicionalmente, filtros de EE maximo (maxEE = 4) e de sequéncias de
controle da lllumina® (rm.phiX = TRUE) foram implementados. As sequéncias
resultantes seguiram para o algoritmo aprendizado de taxa de erros, através da fungao
“learnErrors”, e tiveram a redundancia reduzida, com a funcao “derepFastq”. Na
continuidade, as sequéncias tiveram seus erros corrigidos com base nos modelos
obtidos anteriormente, através da funcao “dada”. Exclusivamente para as bibliotecas
de 16S, a funcdo “mergePairs” foi utilizada com o parametro (justConcatenate =

TRUE), assim obtendo as reads concatenadas desse conjunto de dados. A funcao



35

‘removeBimeraDenovo” foi implementada para a detecgao de fusdes (ITS) ou

concatenagdes (16S) espurias.

As bibliotecas de ITS passaram pelo mesmo fluxo de processamento, porém
com pequenas alteragdes, ja que estas ja se encontravam fundidas no momento
inicial. Na etapa da funcao “filterAndTrim”, ndo houve truncagem dos tamanhos
(truncLen = 0), devido a heterogeneidade de tamanhos de insertos possiveis para a
regido ITS2. Porém, uma pode de 15 bases terminais (trimRight = 15), foi realizada.
Todos as outras etapas, excetuando-se o processo de concatenagao, foi idéntico ao
descrito acima para o conjunto de dados de 16S rRNA. Desta forma, obtivemos as
tabelas de contagens de ASVs para cada amostra e conjunto de amplicons (16S e
ITS).

4.8.5. Atribuicao taxonémica e filtragem de ASVs

A atribuicdo taxondémica das ASVs ocorreu de forma integrada aos
processamentos do “DADA2” (tépico 3.8.4), pela fungao “assignTaxonomy”. Para isso,
em adigdo as sequéncias, provemos bancos de dados contendo conjuntos de
sequéncias-referéncia. Para as ASVs de bactérias (16S), utilizamos o banco de dados
“‘RefSeq + RDP” (RefSeq do National Center for Biotechnology Information [NCBI]
suplementado com sequéncias do banco de dados do Ribosomal Database Project
[RDP]) (v.2.0) como referéncia principal. Contudo, essas ASVs também foram
anotadas contra os bancos: RDP (solo) (v.16), GTDB (v.1.0), e SILVA (v.138), os quais
foram considerados para a remogao de possiveis sequéncias contaminantes. Para
ASVs de fungos (ITS), o banco de dados de referéncias taxonémicas utilizado foi o
UNITE (v.8.2).

ApOs a atribuicdo taxondmica, nés implementamos alguns filtros para remover
sequéncias espurias e contaminantes. Esses filtros consistiram na remocéo de ASVs
nao-classificadas a nivel taxondmico de Reino (16S — Bacteria; ITS — Fungi), daquelas
anotadas como mitocondrias ou cloroplastos por ao menos um dos bancos de
referéncias e, por fim, ASVs presentes em apenas uma amostra (i.e. filtro de baixa
prevaléncia). Assim, obtivemos as ASVs que foram consideradas para as analises

comparativas dos microbiomas.
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4.9. Analise de microbiomas
4.9.1. Alfa e Beta diversidade

As anadlises de diversidade foram conduzidas com o pacote R, “microbiome”
(v.1.10.0; Lahti e Shetty, 2012), a partir das tabelas de contagens e taxonomias das
ASVs convertidas para objeto “phyloseq” (pacote R, “phyloseq”; v.1.32.0; McMurdie e
Holmes 2013). Para o estabelecimento da alfa diversidade, foram consideradas a
riqueza observada de ASVs (riqueza de espécies), e os indices de diversidade de
Shannon e Gini-Simpson, que ponderam a riqueza pela equitabilidade de forma
moderada e elevada, respectivamente. Para as médias dos valores de diversidade
alfa obtidas em cada nicho, foi realizada a comparacao estatistica, entre os
tratamentos, com o teste ndo-paramétrico de Wilcoxon. Além disso, o teste Kruskal-
Wallis foi realizado para avaliacdo de diferenca de média das diversidades alfa dos
nichos, e comparacgao interna (post-hoc), conduzida, também, com o teste Wilcoxon.
Os testes estatisticos foram obtidos a partir da fungdo “compare_means” do pacote
“ggpubr’. Representacdes graficas dos gradientes de diversidade dos nichos foram
obtidas através da plotagem da série de Hill (Hill, 1973), considerando as ordens de
diversidade g° (riqueza de espécies), q' (indice de Shannon) e g2 (indice de Simpson).
Para isso, utilizou-se o pacote R: “hilldiv” (v.1.5.3; Alberdi, 2019).

Para a avaliacao da beta diversidade, as distancias das dissimilaridades de
Bray-Curtis foram obtidas com a fungao “distance” do pacote “phyloseq”. A matriz de
distancias foi utilizada para a realizacdo de uma Analise de Coordenadas Principais
(PCoA, Principal Coordinate Analysis). Para avaliacao estatistica do agrupamento em
funcao das variaveis categoricas (tratamento, nicho e conjungao destas), utilizou-se a
Analise de Variancia Permutacional (PERMANOVA), usando a fungao “adonis”, do
pacote “vegan” (v.2.5.6; Oksanen et al., 2019) do R. As distancias das dissimilaridades
também foram utilizadas para a obtencdo de um dendrograma dos agrupamentos

hierarquicos das amostras.

4.9.2. Microbioma essencial
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Para a identificagdo de taxons que possuiram alta prevaléncia nas amostras de
cana, independentemente do nicho e sistema de cultivo, 0 microbioma essencial,
foram considerados aqueles com presenga minima em, ao menos, 75% das amostras,
e com abundancia relativa maior que 1%. Essa analise foi obtida e representada com
a funcéo “plot_core” do pacote “microbiome”. Todos os niveis taxonémicos, de filo a

espécie, foram prospectados.

4.9.3. Taxons diferencialmente abundantes

As ASVs foram colapsadas para cada nivel taxondmico, e prospectou-se
taxons Diferencialmente Abundantes (DA) nos nichos, entre suas contrapartes de
cada tratamento. Para isso, utilizamos a abordagem do DESeq2 (Love et al., 2014),
através da interface web “MicrobiomeAnalyst” (Dhariwal et al., 2017). Foram
considerados taxons DA aqueles cujo p-valor ajustado por FDR, foi menor ou igual a
0,1.

4.9.4. Redes de correlagao de coocorréncia

Para cada sistema de cultivo e conjunto de amplicons (16S e ITS), obteve-se
uma rede de coocorréncia ao nivel dos géneros microbianos presentes. As redes
foram obtidas com base nos coeficientes de correlagao de Pearson. Para o calculo
dos coeficientes, as tabelas de contagens de ASVs e anotagdes taxondmicas foram
submetidas a “Correlation Analysis” da plataforma “MicrobiomeAnalyst”, considerando
como parametros: correlacdo minima (correlation threshold) de 0,5 (positivas ou

negativas) e p-valor (p-value threshold) de 0,05.

As tabelas contendo os coeficientes de correlagdo de Pearson, foram
fornecidas ao programa “Cytoscape” (v.3.8.0; Kohl et al., 2011), onde as visualizagdes
das redes foram obtidas utilizando os parametros de layout padrao (default). As somas
das abundancias relativas foram utilizadas para a determinacdo do tamanho dos nds

de cada género observado. Neste programa também foram calculadas as medidas

2 www.microbiomeanalyst.ca
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de centralidade das redes (Tools > Analyze Network), as quais foram comparadas

estatisticamente entre os sistemas de cultivos mediante ao teste de Wilcoxon.

4.9.5. Predigao funcional

O programa “PICRUSt2” (v.2.3.0-b; Douglas et al., 2020) foi utilizado para inferir
as capacidades dos microrganismos presentes em cada conjunto de dados. As
capacidades funcionais foram identificadas de acordo com a classificagédo no banco
de referéncias do “MetaCyc” (Caspi, 2006) e comparadas entre os sistemas de cultivo
para identificacdo vias metabdlicas diferencialmente expressas. A comparacao
estatistica das capacidades funcionais ocorreu utilizando o programa “STAMP”
(v.2.1.3; Parks et al., 2014), por meio do teste nao-paramétrico de White e
considerando um p-valor < 0,01 — de acordo com os parametros recomendados pelos
autores do “PICRUSt2”.
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5. RESULTADOS

5.1. Analise das propriedades edaficas

As analises dos parametros fisico-quimicos do solo revelaram diferencas
minimas entre os sistemas de cultivo (Tabela 4). Entre as diferengas, nota-se um solo
levemente mais acido no sistema de cultivo convencional em relagdo ao organico,
evidenciado por menores medidas de pH, soma e saturagcéo de bases, em oposigcao
a uma maior porcentagem de saturagéo de aluminio. Em termos de nutrientes, apesar
de todos os insumos e suplementos utilizados (Tabela 2), apenas a quantificacao de
K e S variou entre os sistemas, com valores acrescidos no tratamento convencional.
Em relacao a textura do sono, avaliada por meio da analise granulométrica, encontra-

se um solo mais arenoso no cultivo convencional.

Tabela 4. Média e desvio-padrao dos parametros fisico-quimicos dos solos sob sistema de cultivo convencional
e organico.

Parametros Convencional Organico 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-3) 38,18 £ 2,78 44,61 £ 2,02 *
CTC (mmolc.dm?) 62,5+2,8 66,2 + 3,23 ns
Saturagéo de Bases (V %) 61,1+ 3,97 67,47 £3,77 *
Saturagédo de Aluminio (m %) 0,81+0,76 0,15+0,13 *
Al (mmolc.dm®) 0,3+0,26 0,07 + 0,06 ns
B (mg.dm™) 0,36 + 0,02 0,33 +£0,03 ns
Ca (mmolc.dm) 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) 1,11 £ 0,27 1,73 £ 0,41 *
Mg (mmolc.dm) 8,92 +1,43 10,72 + 0,59 ns
Mn (mg.dm™) 10,43 + 2,04 9,09 + 1,43 ns
P (mg.dm™) 13,71 £2,18 12,78 £7,55 ns
S (mg.dm) 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.)
para o p-valor de: **** (p < 0,001); *** (p < 0,01); ** (p < 0,05); * (p < 0,1); ns (ndo-significativo; p > 0,1).

5.2. Sequenciamento e Processamento dos Amplicons
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No total, foram produzidas 84 bibliotecas a partir das amostras, sendo 42 ([7
nichos x 3 réplicas] x 2 tratamentos) de cada conjunto de amplicons (16S rRNA e ITS).
O sequenciamento de alto rendimento, gerou um total de 31.496.735 pares de reads
brutas de 16S rRNA, com uma média de 749.922 (+ 2,53x10°) por biblioteca. Para as
bibliotecas de ITS, gerou-se um total de 38.654.100 pares de reads, cuja média foi de
920.336 (+5,94x10%) reads brutas por amostra. Os dados brutos do sequenciamento
podem ser acessados na base de dados publicos NCBI - Sequence Read Archive
(SRA), sob o numero de acesso: PRIJNAG82758.

O controle rigoroso de qualidade, ocasionou redugcdo consideravel da
quantidade de reads iniciais em relacédo as que foram utilizadas para as analises dos
microbiomas (Tabela 5; Figura 3). O processamento das reads e controle de qualidade
afetou as sequéncias oriundas dos diferentes nichos de forma nao-uniforme, ja que,
apesar do tratamento preventivo com PNA-clamp (tépico 3.6), as bibliotecas de nichos
endofiticos do conjunto de dados de 16S rRNA, especialmente aquelas de tecidos
acima do solo (colmo e folhas), apresentaram quantidades expressivas de sequéncias
contaminantes oriundas de mitocondrias e cloroplastos (Figura 3.a). A alta prevaléncia
de material genético de organelas da cana-de-agucar, parecem também ter afetado
as bibliotecas de ITS, ocasionando uma grande proporgdo de DNA n&o-fungico,
resultando na presenca de dimeros de adaptadores sem insertos que foram

removidos na etapa inicial de controle de qualidade (Figura 3.b).

Tabela 5. Contagem das reads antes (brutas) e depois (usaveis) do processamento de qualidade e das ASVs
encontradas em cada nicho.

Convencional Orgéanico

Nicho Brutas Usaveis ASVs Brutas Usaveis ASVs

Solo Livre 1.500.309 741.725 5.881 1.447.942 641.946 5.460
@ Raiz: Epifitico 2.026.072 910.809 7.396 2.511.085 764.589 6.250
T Raiz: Endofitico 2.746.008 1.025.630 4.573 2.436.912 609.859 3.049
§ Colmo: Epifitico 2.213.603 1.163.535 1.722 2.490.652 997.025 1.255
‘% Colmo: Endofitico 2.232.820 67.762 472 2.809.740 266.749 581
@ Folhas: Epifitico 1.757.495 922.882 637 2.764.455 1.225.033 615

Folhas: Endofitico 1.870.400 6.586 69 2.689.242 149.514 88

Solo Livre 1.799.734 703.381 783 1.671.659 485.381 758
& Raiz: Epifitico 2.116.055 1.221.265 1.331 1.077.709 417.503 1.121
E  Raiz: Endofitico 3.383.960 2.575.851 1.039 5.224.585 3.815.095 994
8 Colmo: Epifitico 5.498.797 4.748.210 1.040 3.512.235 3.114.597 802
g Colmo: Endofitico 1.772.316 277.101 217 1.458.197 517.010 188
- Folhas: Epifitico 3.427.854 2.376.236 1.254 3.346.953 2.678.526 1.193

Folhas: Endofitico 2.791.632 169.345 207 1.572.414 339.778 242
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Figura 3. Porcentagens de reads perdidas nos passos de processamento dos dados de amplicons de 16S rRNA
(a) e ITS (b). As reads usaveis (amarelas) foram consideradas para as analises de microbiomas.

No total, foram identificadas 12.839 ASVs bacterianas e 3.222 fungicas. Apesar
de grande variagao do numero de ASVs encontradas nos nichos (Tabela 5), as curvas
de rarefacdo das ASVs observadas indicam que os resultados encontrados tendem a
representar corretamente a quantidade de espécies esperadas para os habitats
avaliados, com excecdo de algumas amostras vindas dos ambientes endofiticos de
colmo e folha, que nao atingiram a saturagdao de ASVs por profundidade de

sequenciamento (Figura 4).

A maior parte das ASVs bacterianas foram identificadas nos nichos de “solo
livre” e dos compartimentos epifiticos e endofiticos de raizes (Tabela 5). Dentre os
fundos, a distribuicdo de ASVs foi mais equilibrada em relacdo a ambientes/nichos,
com excecao dos compartimentos endofiticos de tecidos da parte area da cana.
Avaliando o compartilhamento de ASVs entre os diferentes tecidos/ambientes, é
notado que ha grande intersec¢do de ASVs, principalmente de ambientes mais
proximos como solo/raiz e colmo/folhas, para ambos conjuntos de amplicons (Figura

5.a.i e 5.b.i). Contudo, a presenca de ASVs unicas de cada tecido/ambiente é ainda
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maior, revelando grande especificidade de habitats. Além disso, notou-se a presenca

de ASVs ubiquas, comuns a todos os locais. Sendo encontradas 60 e 41 ASVs

bacterianas nessa condicdo para sistemas de cultivo convencional e organico,

respectivamente, e 205 e 151, fungicas, seguindo a mesma ordem. Os resultados

também evidenciam que ha grande compartilhamento de ASVs entre os sistemas de

cultivo (Figura 5.a.ii e 5.b.ii).
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Figura 4. Curvas de rarefagdo relacionando o nimero de ASVs bacterianas (a) e fungicas (b) observadas, em
fungéo da profundidade de sequenciamento.
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Figura 5. Diagramas de Venn demonstrando o compartilhamento entre as ASVs de bactérias (a) e fungos (b)
entre os ambientes/tecidos vegetais (i) e sistemas de cultivo (ii).



43

5.3. Medidas ecolégicas e composi¢ao microbiana

Os resultados das métricas de alfa diversidade revelam que houveram
diferengas gerais entre os nichos de cada tratamento e para cada fragdo microbiana
estudada (Kruskal Wallis: p-valor < 0,05) (Tabela 6). Os testes post-hoc evidenciam
que as maiores riquezas e diversidades de espécies bacterianas, em ambos os
tratamentos, estariam relacionadas com os nichos de raizes e solo livre (Tabela 6).
Para a frag&o fungica, os resultados mostram-se mistos, com uma tendéncia de maior

riqueza e diversidade para nichos de colonizacéo epifitica e, também, o solo livre.

Tabela 6. Médias das métricas de alfa diversidade das fragbes microbianas presentes nos nichos em cada
sistema de cultivo. Letras diferentes indicam diferengas significativas entre os nichos de um mesmo sistema e
grupo microbiano (teste post-hoc).

Riqueza Observada indice Shannon indice Gini-Simpson
Nicho Con. Org. sig. Con. Org. sig. Con. Org. sig.
Solo Livre 3206,672° 2973,33% ns 7,277 7,242 ns 12 12 ns
@ Raiz: Epifitico 4229? 3238,332 ns 7,512 7,252 ns 12 120 ns
T Raiz: Endofitico 2551,33° 1549,33° * 6,47° 6,08° ns 0,99° 0,99 ns
_§ Colmo: Epifitico 1088,33° 770,67° * 541°¢  5,3° ns 0,99°¢ 0,99°¢ ns
€ Colmo: Endofitico 192,33¢ 274,67° ns 4,3 4,04 ns 0,97  0,94° ns
& Folhas: Epifitico 406 389 ns 3,914 3,69¢ ns 0,93%  0,91¢ ns
Folhas: Endofitico 31¢ 45°¢ ns 2,73¢ 0,78° * 0,89¢ 0,25° *
Solo Livre 401,33° 379,33° ns 4,322 4,222 ns 0,962 0,95° ns
& Raiz: Epifitico 7172 590,67° * 4,512 4,722 ns 0,94®  0,95% ns
E  Raiz: Endofitico 545,33° 543,332b° ns 3,14®> 3,09 ns 0,86 0,81 ns
8 Colmo: Epifitico 615,67 477 ns 2,75 2,49° ns 0,84¢ 0,79¢ *
g Colmo: Endofitico 111,33¢° 88,67 ns 2,98°  2,56° ns 0,89 0,83« ns
“  Folhas: Epifitico 834,33? 779,672 ns 4,332 3,67° * 0,962 0,91° *
Folhas: Endofitico 113¢ 127,33¢ ns 2,94°  2,73¢° ns 0,87  0,83° ns

As médias dos nichos e suas contrapartes no tratamento oposto, foram comparadas utilizando o teste nao-paramétrico
Wilcoxon, considerando um gradiente de significancia (Sig.) para o p-valor de: **** (p < 0,001); *** (p < 0,01); ** (p < 0,05); *
(p = 0,1); ns (ndo-significativo; p > 0,1).

Na parcela bacteriana, as unicas diferencas entre os tratamentos se deram por
maiores riquezas de espécies para as amostras de raizes endofiticas e colmos
epifiticos (Tabela 6), que ndo se confirma quando se considera os indices de
diversidade — Shannon e Gini-Simpson — o0s quais ndo ensejaram diferengas
significativas para esses nichos. O nicho endofitico de folhas, por sua vez, néo
apresentou diferenca na riqueza de espécies observadas, porém notou-se diferencas
nos indices de diversidade, com valores consideravelmente baixos para o sistema de
cultivo organico, denotando a presenca de ASVs dominantes nas folhas endofiticas
desse tratamento. Em fungos, também houveram diferengas entre os sistemas de

cultivo. O nicho epifitico de raiz apresentou maior média de espécies no cultivo
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convencional, considerando-se a riqueza observada (Tabela 6). Ponderando-se pelos
indices de diversidade, as diferengas ficam em torno dos nichos epifiticos de colmo
(apenas Gini-Simpson) e folhas (Shannon e Gini-Simpson), com ambos apresentando
diversidades superiores das medidas dos indices para o sistema de cultivo

convencional.

As representagdes graficas das diversidades dos nichos reafirmam as
observagbes da tabela das médias (Tabela 6), onde nota-se o descolamento da
riqueza de espécies (q°) de bactérias observadas nos nichos significativamente
distintos (Raiz: Endofitico e Colmo: Epifitico) (Figura 6.a). Em contrapartida, o
descolamento dos nichos endofiticos de folhas e colmo, tenderam a ocorrer nos
indices de diversidade (q' — equivalente @ Shannon, g? — equivalente a Simpson),
embora o ultimo ndo tenha sido considerado significativo (Tabela 6). Em relagdo aos
fungos (Figura 6.b), assim como observados para as médias, temos uma diferenca

mais sutil entre os sistemas de cultivo.
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Figura 6. Série de Hill das fragdes bacterianas (a) e fungicas (b) encontradas nos nichos dos sistemas de cultivo
contrastantes. A curva representa o numero efetivo de espécies ao longo das ordens de diversidade (q), que se
inicia pelo n° de espécies observadas (q°) e incrementa gradativamente o peso da equitabilidade nas ordens

acima.

A partir das classificagbes taxondbmicas das ASVs bacterianas, foram

identificados um total de 25 filos, 71 classes, 56 ordens, 152 familias, 468 géneros e

795 espécies. Para as ASVs de fungos, os valores foram de: 9 filos, 35 classes, 100

ordens, 234 familias, 481 géneros e 622 espécies. A visualizacdo dos volumes

relativos de ASVs classificadas em cada nicho de cada fragao microbiana pode ser

visualizado na Figura 7. As porcentagens de classificagdes indicam que grande parte

(> 75%) das ASVs bacterianas que compdem os diferentes nichos puderam ser

classificas pelo menos até o nivel de género, em ambos tratamentos (Figura 7.a).

Contudo, para amostras relacionadas com nichos acima do solo das bibliotecas de

ITS, a classificacbes foi relativamente baixa para os niveis taxondmicos mais

especificos (Figura 7.b).
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Ao avaliar a composicdo bacteriana ao longo dos nichos (Figura 8.a),
considerando-se o agrupamento das ASVs ao nivel taxonémico de Ordem, tem-se
que grande parte dos taxons de maior abundancia sdo pertencentes ao filo
Proteobacteria. Outros, dentre os mais abundantes, mas em menor propor¢ao sao
Actinobacteria, Acidobacteria, Bacteriodetes e Gemmatimonadetes. Nota-se ainda a
presenga consideravel de ASVs nao classificadas mesmo ao nivel de Filo, cuja
abundancia é especialmente alta nas amostras de nichos relacionados ao solo (solo
livre e epifitico de raiz). Ainda em relagdo aos nichos diretamente relacionados ao
solo, estes denotam possuir uma maior diversidade de ordens, uma vez que o grupo
“outros”, que corresponde a conjuncdo de ordens de menor abundancia relativa,

representa uma parcela significativa da composigao destes nichos.
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Figura 8. Composicdo bacteriana dos nichos. (a) Abundancia relativa das 15 ASVs bacterianas mais
abundantes, colapsadas ao nivel taxonémico de “ordem”, ordens menos abundantes estdo agrupadas sob a
categoria “Outros”. Representagao grafica da Analise de Coordenadas Principais (PCoA) (b) e dendrograma do
agrupamento hierarquico das amostras (c), ambos baseados nas distancias de dissimilaridades de Bray-Curtis.

A comparagao da diversidade entre as amostras dos nichos (beta diversidade)
foi obtida através das distancias de dissimilaridades de Bray-Curtis. Em relacéo ao
agrupamento das amostras na tangente bacteriana, € evidenciado, por meio da
Analise de Coordenadas Principais (PCoA) (Figura 8.b), que o principal fator descritor

da composicao é o nicho. O resultado da analise PERMANOVA, mostra que nao ha
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significancia (p-valor > 0,05) quando se avalia apenas o tratamento (convencional ou
organico) como fator descritivo da variancia observada. Porém, em relagédo ao “nicho”,
houve diferengas significativas (PERMANOVA: R? = 0,577; p-valor < 0,001). Contudo,
quando se associa ambos fatores, ha uma explicagcdo ainda maior da variancia obtida
(Figura 8.b; PERMANOVA: R? = 0,751; p-valor < 0,001). Em consonancia ao grafico
de PCoA, o agrupamento hierarquico das amostras da fragdo bacteriana dos nichos
aponta a uma separagao em dois grandes grupos: Nichos associados ao solo (Solo
livre e raizes: epifiticos e endofiticos) e acima do solo (folhas e colmo). Contudo, ainda
que com baixa distancia de unido (Figura 8.c), nota-se uma separacao interna das
amostras associadas a cada sistema de cultivo em grande parte dos nichos

estudados.
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Figura 9. Composicao fungica dos nichos. (a) Abundancia relativa das 15 ASVs fungicas mais abundantes,
colapsadas ao nivel taxonémico de “ordem”, ordens menos abundantes estdo agrupadas sob a categoria

“Outros”. Representagdo grafica da Anadlise de Coordenadas Principais (PCoA) (b) e dendrograma do
agrupamento hierarquico das amostras (c), ambos baseados nas distancias de dissimilaridades de Bray-Curtis.

Em contraste ao conjunto de dados de amplicons bacterianos, grande parte das
sequencias de fungos de nichos relacionados a parte aérea da cana, ndo foram
classificadas mesmo ao nivel de ordem (Figura 7). Com isso, € notado nesses nichos
uma parcela consideravel de ASVs nao classificas dentre as mais abundantes,

incluindo a de maior importancia nos nichos endofiticos de colmo e folhas, que nao
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possuiram classificagdo nem ao nivel de filo (Figura 9.a). Todos os outros taxons
fungicos de maior abundancia relativa nas amostras foram pertencentes aos filos
Ascomycota e Basidiomycota. O perfil composicional mostra-se semelhante entre as
amostras provenientes do habitat edafico, ja entre as relacionas com nichos acima do

solo, as similaridades parecem estar associadas ao compartimento de colonizagao.

Na parcela fungica, assim como ocorreu para as bactérias, a variancia das
composi¢cdes ndo pode ser explicada pelo tratamento de forma isolada
(PERMANOVA: p-valor > 0,05). Como visto no PCoA das distancias de Bray-Curtis, o
agrupamento das amostras também parece ocorrer de acordo com o0s nichos,
confirmado pelo teste de variancia (R? = 0,688; p-valor < 0,001). Mas de forma similar
a contraparte bacteriana, as variagdes das composigdes fungicas sdo ainda melhor
explicadas pela soma dos fatores: nicho e tratamento (Figura 9.b; R? = 0,807, p <
0,001). O agrupamento hierarquico das amostras (Figura 9.c) segue o padrao
observado no perfil composicional ao nivel de ordem (Figura 9.a), onde o
agrupamento é notado em trés graus de distingdo: (1) uma separagcéo mais distante,
relacionada com ser ou nao relacionada ao solo, (2) o agrupamento de amostras em
funcado do compartimento de colonizagao e (3) uma separagao interna em razao do
tratamento, em alguns casos, como nas amostras de folhas (epifiticas e endofiticas)

e solo livre (Figura 9.c).

5.4. O microbioma essencial

O microbioma essencial refere-se aos fungos e bactérias presentes nas
amostras (> 75%) da cana, excluindo-se solo, representando ao menos 1% da
abundancia relativa por amostra. Em relacdo as bactérias (Figura 10.a), foram
considerados pertencentes ao microbioma essencial: 3 filos, 5 classes, 6 ordens, 4
familias e 2 géneros. Grande parte dos taxons essenciais, incluindo aqueles de niveis
mais especificos como familia (Shingomonadaceae, Xanthomonadaceae,
Rhizobiaceae e Comamonadaceae) e género (Sphingomonas e Rhizobium), sé&o
pertencentes ao filo Proteobacteria, que por sua vez, apresentou alta abundancia ao

longo das amostras (média: 66,1%).
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O microbioma essencial dos fungos compreendeu: 2 filos, 4 classes, 4 ordens,

uma familia e um género (Figura 10.b). O filo essencial de menor prevaléncia e

abundancia, Basidiomycota, teve a classe Agaricomycetes como seu unico elemento

essencial da composi¢cao das amostras de cana-de-acucar. Todos os outros taxons

essenciais encontrados foram pertencentes ao filo Ascomycota. O género Nigrospora,

unico pertencente de sua familia (Trichosphaeriaceae) e ordem (Trichosphaeriales),

possuiu alta prevaléncia e abundancia nas amostras, portanto, levando o status de

sua linhagem de taxon essenciais das plantas avaliadas.
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(> 75%) nas amostras dos tecidos vegetais, independentemente do sistema de cultivo ou nicho. O nivel

taxonémico pode ser identificado pelos prefixos:

(género).

5.5. Diferencas composicionais

"p" (phylum),

"c" (classe), "o" (ordem), "f" (familia), e "g"

Para avaliar as diferengas composicionais entre as comunidades microbianas

presentes nos nichos de cada sistema de cultivo, realizou-se a prospecgao de taxons

diferencialmente abundantes (DA) entre os tratamentos. No total, 389 e 401 taxons

DA foram encontrados para bactérias e fungos, respectivamente. Todos os taxons DA,

bem como a proporgao de diferenga entre estes nos nichos e suas contrapartes do

sistema contratante, podem ser encontrados nos Apéndices A e B.
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A fim de identificar quais taxons DA foram os maiores indicadores das

diferencas entre os sistemas de cultivo, foi relacionada a abundancia relativa com a

ocorréncia de abundéncia diferencial (Figuras 11 e 12). Para bactérias, os trés filos

mais abundantes nas amostras de cana-de-agucar — Proteobacteria, Actinobacteria e

Acidobacteria — apresentaram diferengas, contudo apenas no nicho endofitico de

folhas (Figura 11). E notado, porém, que tal diferenca pode ser aderecada ao género

Xanthomonas (filo: Proteobacteria), uma vez que é notada uma presenga massiva

deste nas amostras dos nichos de folha, especialmente endofitico, do sistema de

cultivo organico (Figura 11). No mais, além do género Xanthomonas, outros como

Kosakonia, Pseudomonas e Solirubrobacter, foram identificados como DA para um

mesmo tratamento, nas partes vegetais, independentemente da forma de colonizagao.
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Figura 11. Taxons bacterianos diferencialmente abundantes (DA). Ao nivel de “Filo”, todos os filos DA séo
demonstrados. Ao nivel de “Género”, apenas os 25 géneros DA de maior prevaléncia sdo demonstrados, com
os de menor abundancia agrupados na categoria “Taxons remanescentes”. Ambos niveis se apresentam
ordenados pela soma das abundéncias relativas. O heatmap (esquerda) demonstra a abundancia relativa dos
taxons em cada nicho (SL - Solo livre; RP - Raiz: epifitico; RN - Raiz: endofitico; CP - Colmo: epi.; CN - Colmo:
endo.; FP - Folhas: epi.; FN - Folhas: endo.) e o dot plot (direita) revela em quais nichos ocorreram diferenca de
abundancias entre os sistemas de cultivo (CON - Convencional; ORG - Orgéanico).
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Figura 12. Taxons fungicos diferencialmente abundantes (DA). Ao nivel de “Filo”, todos os filos DA s&o
demonstrados. Ao nivel de “Género”, apenas os 25 géneros DA de maior prevaléncia sdo demonstrados, com
os de menor abundéancia agrupados na categoria “Taxons remanescentes”. Ambos niveis se apresentam
ordenados pela soma das abundancias relativas. O heatmap (esquerda) demonstra a abundancia relativa dos
taxons em cada nicho (SL - Solo livre; RP - Raiz: epifitico; RN - Raiz: endofitico; CP - Colmo: epi.; CN - Colmo:
endo.; FP - Folhas: epi.; FN - Folhas: endo.) e o dot plot (direita) revela em quais nichos ocorreram diferenga de
abundancias entre os sistemas de cultivo (CON - Convencional; ORG - Organico).

Para fungos, as disparidades de abundancia a nivel taxonémico de filo,
ocorreram em 7 dos 9 identificados (Figura 12). Dentre os menos abundantes, nota-
se a presenca incrementada dos filos Mortierellomycota, Mucoromycota e
Chytridiomycota para nichos do solo do sistema de cultivo convencional, enquanto
que os filos Rozellomycota e Monoblepharomycota foram DA para nichos organicos,
ainda que a abundancia desses sejam infimas (< 0,01%) nos seus respectivos nichos
de maior expressividade. Em meio aos filos mais prevalentes, o filo Ascomycota
apresentou-se DA para o nicho de folhas: endofitico, no sistema de cultivo organico.
Tal diferengca pode ser atribuida primariamente ao género Ramichloridium que,
embora tenha sido considerado DA (p-valor ajustado < 0,1) apenas no compartimento
epifitico, apresentou alta abundancia relativa no nicho endofitico de folhas do sistema
organico (média: 18,5%), quando comparado com o tratamento convencional (média:
3,1%). No filo Basidiomycota, ha diferenga de abundancia para os dois sistemas em
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nichos distintos, apresentando-se DA para solo livre do sistema orgéanico e raiz

(endofitico) das plantas tratadas convencionalmente. No que se refere a segunda

diferenca, nota-se a presenga expressiva e DA do género Resinicium (filo:

Basidiomycota) em amostras de raizes das plantas sob cultivo convencional, com

respectivamente, 30% e 27,3% das abundancias relativas dos compartimentos

epifiticos e endofiticos (Figura 12).

5.6. Estruturacao dos microbiomas

Para se obter um melhor entendimento da estruturacdo das comunidades

microbianas, realizou-se uma analise de redes de coocorréncia dos géneros

bacterianos (Figura 13) e fungicos (Figura 14) identificados nas amostras.
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Figura 13. Redes de coocorréncia dos géneros bacterianos presentes nos sistemas de cultivo convencional (a)
e organico (b). As redes foram construidas com base nos valores de correlagdo de Pearson, que sao
representados pelas conexdes vermelhas (correlagéo positiva; r =2 0,05) ou azuis (correlagao negativa; r <-0,05).
Os nos representam os géneros, e seus tamanhos s&o proporcionais a soma das abundancias relativas do
género. A coloragdo interna dos nés indicam a abundancia do género em cada nicho. As medidas de
centralidade (c.i-iv) dos tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo teste de Wilcoxon. Géneros
considerados elementos centrais das redes, encontram-se destacados nos boxplots.
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Dentre os 468 géneros de bactérias identificados neste trabalho, 195 e 192
atenderam os limiares de correlagao e foram considerados para a obteng¢ao das redes
convencional e orgéanica, respectivamente. Em inspecdo visual da rede de
coocorréncia do sistema de cultivo convencional (Figura 13.a), revela-se a presenca
de uma subrede central e altamente densa, composta, principalmente, de géneros de
alta abundancia nos nichos relacionados ao solo. Ha ainda, a presenga de subredes
menores e bem definidas nesse sistema de cultivo, composta de géneros de maior
presenca em nichos presentes em colmo e folhas. A rede do sistema de cultivo
organico (Figura 13.b) demonstra padrao semelhante a convencional, no que se refere
a subrede central e maior composta por bactérias de maior prevaléncia nas amostras
de raizes e solo. Contudo, as subredes periféricas sdo mais difusas e menos densas
que sua contraparte convencional. A diferenca na tendéncia a formacdo de
agrupamentos, pode ser verificada por um coeficiente de agrupamento médio
ligeiramente maior na rede do tratamento convencional (0,731) em comparacéao ao
organico (0,714), considerando-se um p-valor de 0,1. No mais, nenhuma outra
diferenca foi detectada entre as propriedades de centralidade das redes. Ainda assim,
€ notavel que géneros de destaque entre as redes, por possuirem as maiores medidas
de centralidade, foram distintos entre as redes opostas (Figura 13.c.i-iii). Os géneros
Actinocorallia e Actinomadura, ambos pertencentes a familia Thermomonosporaceae,
foram elementos centrais nas redes, respectivamente, convencional e orgéanica,
destacando-se por seus altos coeficientes de intermediacéo (Figura 13.c.i) e numeros
de conexdes com outros géneros (Figura 13.c.ii). Ainda que ambos estejam presentes
nos dois sistemas, e sem qualquer abundancia diferencial significativa, estes parecem
ter exercido papeis intercambiaveis de destaque, ao passo que na rede de tratamento

oposto possuem um papel menor na estruturagao das comunidades microbianas.

Na fragdo fungica, grande parte dos 481 géneros identificados possuiram
correlacao entre si, sendo 455 utilizados para a construcdo da rede convencional
(Figura 14.a) e 441 para a organica (Figura 14.b). Ambas redes de coocorréncia
possuiram padrdes bem definidos de agrupamento, em fung¢ao das abundéancias dos
géneros nos nichos. Além disso, nota-se também uma maior proximidade dos nichos
relacionados ao solo, nos dois tratamentos. A rede do sistema de cultivo convencional

apresentou um coeficiente de agrupamento médio ligeiramente maior sua contraparte
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convencional, de 0,772 contra 0,752, a um nivel de confianca de 95% (Figura 14.c.iv).
Neste mesmo contraste, nota-se uma maior proximidade entre os taxons pertencentes
ao cultivo orgénico, o qual possui um coeficiente médio de proximidade de 0,39 contra
0,36 do convencional. Por fim, assim como nas redes bacterianas, os componentes-

chave das redes fungicas foram distintos entre os sistemas de cultivo (Figura 14.c.i-

ii).
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Figura 14. Redes de coocorréncia dos géneros fungicos presentes nos sistemas de cultivo convencional (a) e
organico (b). As redes foram construidas com base nos valores de correlagdo de Pearson, que séo
representados pelas conexdes vermelhas (correlagdo positiva; r =2 0,05) ou azuis (correlagao negativa; r < -0,05).
Os nos representam os géneros, e seus tamanhos s&o proporcionais a soma das abundancias relativas do
género. A coloragdo interna dos noés indicam a abundancia do género em cada nicho. As medidas de
centralidade (c.i-iv) dos tratamentos foram comparadas estatisticamente pelo teste de Wilcoxon. Géneros
considerados elementos centrais das redes, encontram-se destacados nos boxplots.

5.7. Diferengas das capacidades funcionais

Em adicao as diferengcas composicionais e estruturais, procurou-se explorar as
diferengas expressas nas capacidades funcionais dos microrganismos associados
com os sistemas de cultivo. Para isso, realizou-se uma predi¢ao funcional com base

nas classificacoes taxonémicas das ASVs.
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No total, foram identificadas 427 vias metabdlicas relacionadas as ASVs
bacterianas. Destas, 110 foram diferencialmente expressas entre os tratamentos ao
longo dos nichos avaliados (Figura 15). Os nichos que possuiram as maiores
concentragdes de vias enriquecidas foram: Folhas (endofitico) e Colmo (epifitico), com
36 e 35 vias enriquecidas, respectivamente. Além disso, duas vias foram enriquecidas
para sistemas oposto, porém em nichos distintos, sendo estas: ‘L-isoleucine
biosynthesis IlI” (ID MetaCyc: PWY-5103) e “L-arabinose degradation IV’ (PWY-7295).

Na porcao fungica da microbiota associada a cana-de-agucar sob diferentes
formas de cultivo, identificou-se 73 vias metabdlicas, das quais 13 foram enriquecidas
entre sistemas (Figura 16). E valido destacar que 10 das 13 vias, encontraram-se

enriquecidas para o sistema de cultivo convencional.
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Figura 16. Vias metabdlicas de fungos, diferencialmente abundantes entre os sistemas de cultivo. O heatmap
representa as abundancias relativas das vias em cada nicho.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar as modificagdes nas
comunidades microbianas, causadas pelos sistemas de cultivo na cultura da cana-de-
acgucar, cultivada sob condi¢des similares de campo. Para isso, amostrou-se plantas
de talhdes adjacentes, mas que possuissem praticas contrastantes no que se refere
a utilizagado de insumos de suplementagao nutricional e de controle de estressores
bidticos, como pragas e patdogenos. Ainda que possuissem grande proximidade, com
uma distancia minima de aprox. 230m, nota-se diferengcas minimas e pontuais nos
parametros fisico-quimicos dos solos (Tabela 4). Parte das diferengas obtidas sao
relacionadas com a acidez do solo, uma caracteristica critica para a definicdo da
composi¢cao microbiana deste habitat (Lauber et al., 2009; Zarraonaindia et al., 2015;
Qi et al., 2018). Contudo, as diferengas aqui notadas nado foram suficientes para
causar alteragdes significativas mesmo em filos sensiveis a pH, tais como
Actinobacteria (Jenkins et al., 2009) e Acidobacteria (Sait et al., 2006) (Figura 11), nos
nichos relacionados ao solo. Mesmo a niveis mais especificos, subgrupos de
Acidobacteria que possuem maior relagdo com o pH do solo (Bartram et al., 2014; de
Chaves et al., 2019), tais como subgrupo 4 e 16 (Acidobacteria Gp4 e Acidobacteria
Gp16; Apéndice A), néo tiveram qualquer alteragado de abundancia significativa entre
os nichos relacionados ao solo. Além disso, € esperado que ambientes menos acidos,
como observado no sistema de cultivo organico (Tabela 4), possuissem maior
diversidade geral de fungos e bactérias (Rousk et al., 2010); no entanto, o que se
observa é o contrario, onde quando houve diferencas entre os sistemas de cultivo, os
valores de riqueza e diversidade foram superiores no convencional (Tabela 6). Com
isso, pode-se inferir que os parametros fisico-quimicos que apresentaram diferencas
entre os sistemas, nao se refletem na composicao e diversidade observada, ao menos

de forma isolada.

A avaliagdo independente dos compartimentos epifiticos e endofiticos dos
tecidos vegetais, nos permitiu avaliar, de forma aprofundada, as alteracbes
provocadas pelos sistemas de cultivo. Os testes post-hoc da distribuigcdo das riquezas
e diversidades dentro de cada sistema de cultivo e grupo microbiano (Tabela 6),

mostrou que as maiores diversidades, quando houve diferencgas, localizavam-se na
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face externa do tecido, ou seja, no compartimento epifitico. Nesse sentido, os
resultados sdo consistentes aos obtidos por de Souza et al. (2016); ao passo que
estes autores, em esforgco extensivo para descrever o microbioma associado a cana,
observam uma menor riqueza de espécies em amostras endofiticas, quando
comparadas com suas contrapartes epifiticas. E valido mencionar, que tais autores
relatam, de forma similar ao observado no presente trabalho (Figura 3), a presenca
massiva de DNA plastidial e mitocondrial nos tecidos endofiticos, mesmo com a

utilizacdo de PNA-clamp.

De forma geral, os nichos relacionados com o solo demonstraram grande
diversidade bacteriana dentre os avaliados, especialmente naquele onde ocorre a
interface do solo livre com a planta, aqui representado pelo nicho epifitico de raiz
(Tabela 6). Esse ambiente, conhecido como rizosférico, & considerado extremamente
favoravel a presenca de diversidade microbiana (Kuzyakov and Razavi, 2019), uma
vez que, localiza-se ali uma ampla gama de nutrientes e condi¢des propiciadas pelas
raizes das plantas e seus exsudatos (Lynch e de Leij, 2012). Apesar disso, nota-se
que as diferencas das alfas diversidades entre os tratamentos se deram apenas na
riqueza do compartimento interno das raizes, bem como no nicho epifitico do colmo
(Tabela 6). Enquanto que a colonizagao epifitica pode ser resultado de uma cadeia de
eventos estocasticos, os quais pode ou ndo envolver mecanismos da planta
hospedeira (Schlechter et al., 2019), sabe-se que a colonizacdo endofitica é
substancialmente mais complexa (Bacon e White, 2016), ja que depende da
permeabilidade da planta a qual pode ser alterada por uma séries de fatores
estressores bioticos ou abidticos (Venturi e Keel 2016; Pieterse et al., 2016). Assim
nos permitindo supor que o tratamento e suas particularidades, possa ser considerado
um fator modulador da colonizagado interna das raizes, tendo em vista a grande

variacao de riqueza entre os sistemas (Tabela 6; Figura 6.a).

As comunidades fungicas, por sua vez, denotam uma maior alfa diversidade
relacionada com nichos de colonizagao epifitica, mas nao dependente da proximidade
do tecido com o solo (Tabela 6). Interessantemente, a unica diferenga entre os
sistemas de cultivo, no que se refere a riqueza de espécies, se deu pelo nicho epifitico
de raiz, cuja média de ASVs observadas foi incrementada para o sistema de cultivo
convencional — apesar da aplicacdo de fungicidas neste tratamento (Tabela 2). Algo
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parecido € observado por Gdanetz e Trail (2017), que reportaram que comunidades
fungicas presentes em plantas de trigo tratadas com fungicidas, ndo apresentam

qualquer alteragao ou impacto em sua incidéncia.

Os padrdes vistos para ambos grupos microbianos avaliados neste estudo,
estdo em linha com o observado na literatura, onde a diversidade bacteriana tende a
ser maior no ambiente edafico, ao passo que a diversidade de fungos € mais
distribuida entre os tecidos vegetais (Coleman-Derr et al., 2016; de Souza et al., 2016;
Gdanetz e Trail, 2017). No entanto, os valores superiores de alfa diversidades no
sistema de cultivo convencional diferem de estudos com propostas semelhantes
voltados a outras culturas. Wassermann et al. (2019), encontraram uma maior
diversidade bacteriana em tecidos de magéas orgéanicas, quando comparadas contra
as cultivadas convencionalmente. O mesmo é notado para tomates cultivados sob
praticas agricolas contrastantes, onde diversidade de ambos, fungos e bactérias, foi
maior em rizosfera de solos organicos (Schmidt et al., 2019). Hartmann et al. (2015),
atribuem maiores riquezas de espécies a solos de plantacbes que utilizam menores
quantidades de fertilizantes, mas reconhecem que ha também uma menor diversidade
nessas comunidades, similar ao que foi visto neste estudo, ja que quando houve
diferengas nos indices de diversidade (Shannon e Gini-Simpson), os menores valores
se deram para o sistema de cultivo organico (Tabela 6). E valido ressaltar que
intervengdes inerentes do sistema de cultivo organico sdo mais frequentes nas
culturas citadas, quando comparadas a cana-de-agucar, onde as aplicagbes foram
feitas apenas no momento de plantio. Além disso, o longo prazo apds as aplicagdes
(11 meses) podem ter sido suficientes para a recuperagdo das comunidades
microbianas, uma vez que a comparagcao dos indices sugere um padrdo de pods-
disturbio, onde comunidades em processo de sucessao ecoldgica podem apresentar
um incremento momentaneo de riqueza de espécies, até o momento de estabilizagao
dos microbiomas (Shade et al. 2012; Willig e Presley, 2018).

Outra grande diferenca notada das sequéncias de 16S rRNA, é em relacao a
diferenca dos indices de Shannon e Gini-Simpson no nicho endofitico de folhas
(Tabela 6), o qual evidéncia baixa diversidade para o sistema de cultivo organico,
denotando possivel domindncia de espécies. Avaliando as informacgdes
composicionais das amostras (Figura 8.a), nota-se que esta dominancia se da pela
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ordem Xanthomonadales. Esse taxon foi de alta predominancia nas amostras
epifiticas e, especialmente, endofiticas de folhas no sistema de cultivo orgéanico,
compondo, em média, 26,51% e 92,56% das abundancias encontradas nesses
nichos, respectivamente, explicando, assim, a baixa diversidade encontrada nesse
segundo. Acompanhando as classificagbes taxondmicas abaixo desta ordem, temos
392 ASVs, sendo 25 destas atribuidas ao género Xanthomonas, o qual sozinho é
responsavel por 92,5% da composi¢cao bacteriana encontrada em amostras epifiticas
de folha orgéanica, ao passo que, no sistema convencional, esse género é detentor de
apenas 3,1% da abundancia relativa (Figura 11). No momento de obtengcédo das
amostras, foram selecionadas apenas plantas visualmente saudaveis; contudo, é
conhecido que espécies de Xanthomonas, tais como X. albilineans e X. campestris
pv. vasculorum sao patdgenos importantes da cultura da cana-de-agucar (Ricaud e
Ryan, 1989; Destéfano et al., 2003), no Brasil e em outros paises produtores (Rott e
Davis, 2000; Tardiani et al., 2014). Também é estabelecido, que estes microrganismos
possuem um refinado sistema de infecgao (Pieretti et al., 2015) e pode possuir longo
periodo de laténcia, ou mesmo ocorrer de forma assintomatica (Ricaud e Ryan, 1989;
Urashima e Zavaglia, 2012). Além disso, € notada a abundancia diferencialmente
incrementada do género bacteriano Pantoea nos nichos do cultivo convencional
(Figura 11), reportado por possuir antagonizar a acao patogénica da X. albilineans
(Zhang e Birch, 1997; Vieweg et al., 2015), e ainda, que n&o tenha sido DA
especificamente no nicho endofitico de folhas, nota-se uma abundancia de 8,1%
contra 1,1% do cultivo orgéanico, permitindo-nos sugerir se houve algum papel na

protecao das plantas do cultivo convencional.

Taxons diferencialmente abundantes podem ser indicativos das mudancas
causadas pelos tratamentos (Schmidt et al., 2019). Além dos géneros Xanthomonas
e Pantoea, foram encontrados outros com alta abundancia relativa e diferencas de
proporcao entre os tratamentos (Figuras 11 e 12). O género bacteriano Kosakonia,
cujo certas espécies endofiticas podem promover o crescimento da cana-de-agucar
através de fixagao bioldgica de nitrogénio (Taulé et al., 2019; Carolina et al., 2018),
encontrou-se em alta abundancia nas amostras endofiticas de colmo da planta
organica (Figura 11). Os géneros Chryseobacterium e Chitinophaga, também

reportados por conterem tragos de promogéao de crescimento (Domenech et al., 2006;
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Gandhi Pragash et al., 2009; Montero-Calasanz et al., 2013; Armanhi et al., 2018), séo
encontrados em maior abundancia nas amostras de colmo epifitico e colmo endofitico,
respectivamente, das plantas tratadas organicamente (Figura 11). Curiosamente,
dentre os microrganismos aplicados como inoculantes no sistema de cultivo organico
(Tabela2), apenas o género Azospirillum resultou em abundancia diferencial para este
tratamento (Apéndice A). Assim, faz-se notavel as observagdes de Berg et al. (2020),
a respeito da total auséncia de alteracdo nas composi¢des microbianas dos solos e

raizes de cana-de-agucar inoculadas com produtos bioestimulantes.

Fungos do filo Ascomycota, os quais foram incrementados para o sistema de
cultivo organico (Figura 12), vdo em concordancia com o observado para macas
cultivadas sob o mesmo sistema (Abdelfattah et al., 2016). Além disso, 0s mesmos
autores encontraram uma abundancia acrescida de fungos do filo Basidiomycota em
frutas obtidas de plantas cultivadas convencionalmente, também verificado nas
nossas amostras do nicho endofitico de raiz (Figura 12). O género Resinisium, que
contem espécies capazes de exercer controle biolégico de patdégenos (Holmer e
Stenlid, 1997; Woods et al., 2005), foi o0 maior representante do filo Basidiomycota e,
assim como este filo, possuiu grande abundancia nas amostras de raizes do sistema
de cultivo convencional. Curiosamente, de forma contrastante ao observado
anteriormente, Paungfoo-Lonhienne et al. (2015) encontraram uma resposta negativa

deste género a fertilizagao nitrogenada.

Grande parte das ASVs foram encontradas em ambos os tratamentos (Figura
5). Nesse sentido, buscou-se identificar quais seriam os microrganismos essenciais,
ou seja, aqueles de alta prevaléncia, independentemente do sistema de cultivo ou
nicho (Figura 10). Das familias bacterianas encontradas, temos Shingomonadaceae
e Rhizobiaceae em consonancia com o obtido por de Souza et al., (2016), os quais
evidenciaram a presenca dessas familias nas amostras de cana-de-agucar, sem
predisposi¢cao a nichos especificos. Com isso, acrescentamos que nao foi possivel
observar diferencas relevantes quanto ao sistema de cultivo. A familia
Comamonadaceae possui membros considerados como colonizadores eficientes da
cultura da cana-de-agucar (Armanhi et al., 2018), ja a familia Xanthomonadaceae,
ainda que em menor abundancia no sistema convencional, também foi encontrada

como taxon essencial, podendo ser resultante da condi¢gao de cultivo em campo, onde
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as linhagens patogénicas possuem alta capacidade de dispersao (Lin et al., 2018).
Para fungos, a familia Trichosphaeriaceae e seu unico género detectado, Nigrospora,
foram comuns a vasta maioria das amostras, considerando-os elementos centrais nas
condigdes do estudo. Esse género é tido como um fungo epifitico ubiquo de plantas
(Wang et al., 2017), com presengca amplamente reportada na cultura da cana-de-
agucar (Reddi et al., 1978; Raza et al., 2019).

A avaliagédo dos fatores condutores das composi¢des fungicas e bacterianas,
através do PCoA das distancias de Bray-Curtis, revelaram que, em um primeiro
momento, o sistema de cultivo ndo possui um papel significante na explicagcado da
variancia das comunidades (PERMANOVA: p-valor > 0,1). Assim como visto por de
Souza et al., (2016), o principal fator explanatério das composig¢des foram os nichos
(Figura 8.b — bactérias; Figura 9.b — fungos). Contudo, a porcentagem da variancia
explicada pela combinagao dos fatores “nichos” e “sistema de cultivo” é ainda maior.
Esse resultado implica que, conforme visto nos dendrograma de agrupamento
hierarquico das amostras (Figura 8.c — bactérias; Figura 9.c — fungos), determinados
nichos possuem uma separagao completa das amostras em fungdo do tratamento
recebido pelas plantas de cana-de-agucar. Tal caracteristica também foi observada
por Wassermann et al. (2019), ao notar que o isolamento dos tecidos de frutos e
sementes, em macas, havia o agrupamento completo das amostras provenientes dos

tratamentos distintos.

Outra alteragao associada a estruturacao das comunidades que poderia estar
relacionada ao sistema de cultivo, ocorreu nas redes de coocorréncia (Figuras 13 e
14). Ambas fragbes microbianas denotaram tendéncia a modularidade no sistema de
cultivo convencional (Figura 13.a — bactérias; Figura 14.a — fungos), inferido a partir
de maiores médias dos coeficientes de agrupamentos destas (Wilcoxon: p-valor <
0,1), quando comparadas as suas contrapartes organicas (Figura 13.c.iv — bactérias;
Figura 14.c.iv — fungos). Na rede de fungos, essa caracteristica foi ainda mais
evidente, ja que os mddulos ainda tenderam a se manter mais distantes entre si
(Figura 14.c.iii). Embora as implica¢cdes dos arranjos estruturais das redes nas
capacidades funcionais dos microbiomas ainda sejam pouco estabelecidas, van der
Heijden e Hartmann (2016) sugerem que os efeitos percebidos pelos hospedeiros,

podem variar de acordo com suas propriedades. Assim como visto nos conjuntos de
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dados do presente estudo, esses autores também identificaram redes contendo
diferentes taxons-chave em cultivos sob manejo convencional e organico, e
relacionam ainda a presenca de mddulos a possiveis interagbes bioldégicas do
microbioma. Nesse sentido, a caracteristica de possuir formacdo de mddulos dentro
da rede pode ser reflexo de processos bioldgicos, tais como filtragem por nichos e
heterogeneidade ambiental, ou ainda indicativo de complementariedade de vias de
degradagao por parte dos elementos que as compde (Ma et al., 2020). Agler et al.
(2016), estabelecem ainda a importancia desproporcional de certos taxons centrais
para as redes e sua conformacgao, sendo que mudancgas nesses elementos pivotais
seriam capazes de, ndo somente, alterar as propriedades de centralidade das redes,
mas também impactar em medidas de diversidade, ao induzir ou reprimir a riqueza e

abundancia de espécies microbianas.

Por fim, as mudancgas nas capacidades funcionais dos microbiomas associados
com as plantas tratadas de forma convencional ou organica foram acessadas através
de uma analise de enriquecimento de vias metabdlicas. Grande parte das vias
encontradas enriquecidas para um sistema de cultivo ou outro, se referiram a
processos bioldgicos e estruturais sem qualquer relagdo 6ébvia com as implicagdes do
manejo; contudo, algumas alteragées poderiam estar relacionadas com selegao
ambiental nesse sentido. Dentre essas, as diferencas mais notaveis, séo identificadas
como enriquecidas para o sistema de cultivo convencional, onde verifica-se o
enriquecimento das vias de desnitrificacao (“nitrate reduction | (denitrification)”; Figura
15) e ciclagem de ureia (“urea cycle”; Figuras 15 e 16), sendo esta ultima enriquecida,
no sistema convencional, para ambas fragdes microbianas avaliadas. Yeoh et al.
(2016), ao acessarem o impacto da fertilizagao nitrogenada no microbioma de solos e
raizes de cana-de-agucar, reportaram resultados semelhantes aos vistos aqui, através
da constatagéo do numero elevado de genes relacionados a diferentes processos da
ciclagem do nitrogénio quando na presenca desses insumos. Ainda nesse sistema,
nota-se o enriquecimento de vias associadas com resisténcia a antibidticos
(“peptidoglycan biosynthesis V (beta-lactam resistance)” e “polymyxin resistance”;
Figura 15); assim, reforgando a suposigéo de que a pressao exercida pela aplicagéo
de pesticidas poderia aumentar as taxas de desenvolvimento de tais resisténcias
(Ramakrishnan et al., 2019).
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O tratamento organico, por sua vez, demonstrou potencial para a prospecgao
de bactérias de interesse biotecnoldgico, sendo que vias relacionadas com
degradagao de lignina (“gallate degradation I”, “gallate degradation II” e “methylgallate
degradation”; Figura 15), percursores de antibiéticos (“preQO0 biosynthesis”; Figura 15)
e fitormbnios (“superpathway of geranylgeranyl diphosphate biosynthesis Il (via

MEP)”, Figura 15), foram identificadas como enriquecidas nesse sistema de cultivo.
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7. CONCLUSOES

Através das analises propostas por esse estudo, fomos capazes de identificar
uma série de alteragdes nos microbiomas associados a plantas de cana-de-agucar

tratadas de forma convencional e organica.

Os resultados atestam que as diferengas ocorreram em varios graus das
propriedades dos microbiomas presentes nos nichos, que vao desde medidas de

diversidade a composi¢ao taxondmica, além de alteragdes estruturais e funcionais.

Quando se olha para as comunidades fungicas e bacterianas, todos os nichos
avaliados, com excec¢ao dos nichos de “Solo livre” e “Colmo: Endofitico”, possuiram
alguma diferenca nas medidas de alfa diversidade entre os tratamentos, ao se

considerar os indices de riqueza e diversidade.

Quanto a composi¢cao das comunidades microbianas associadas a cana-de-
acgucar, temos que a obtencao em fungao dos nichos foi essencial, uma vez que esse
fator foi considerado o principal fator de definicdo das comunidades observadas.
Apesar disso, temos que o sistema de cultivo age de forma impactante, porém
secundaria, onde ocasionou uma separagao interna mais sutil das amostras dos

nichos contrastados.

O enriquecimento de vias metabdlicas associadas com capacidade de
resisténcia a antibidticos visto no microbioma do sistema de cultivo convencional,
pode ser um motivo de atengao, no que se refere a selecdo desse traco diante da

utilizacao de pesticidas.

Por fim, mediante as alteragbes notadas nas microbiotas das plantas sob os
diferentes sistemas de cultivo, nos é permitido inferir que as praticas inerentes do
sistema de cultivo convencional atuam como um modo de disturbio leve nos micro-
habitats, ocasionando uma heterogeneidade de condigdes ambientais e, portanto,
incrementando assim a riqueza e diversidade de espécies presente, em detrimento de

comunidades mais estaveis e coesas, como as vistas no sistema de cultivo organico.
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Apéndice A. Taxons bacterianos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o niumero de vezes
0 qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento “Orgénico” e valores
negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
p: Actinobacteria -2,42 0,000 OFN/CFN f: Brucellaceae -21,69 0,000 OSL/cSL f: Solirubrobacteraceae -2,75 0,000 ocP/ccp
p: Proteobacteria 3,06 0,000 OFN/CFN f: Oxalobacteraceae -1,67 0,076 OSL/CSL f: Chitinophagaceae 1,39 0,000 OCP/ccp
p: Acidobacteria -7,57 0,039 OFN/CFN f: Ruminococcaceae 8,27 0,076 OSL/CSL f: Cystobacteraceae 1,80 0,000 OCP/ccP
p: Chlamydiae -8,07 0,000 OFP/CFP f: Xanthomonadaceae 7,21 0,000 OFN/CFN f: Lactobacillaceae -8,27 0,002 ocP/ccp
p: Deinococcus Thermus -1,46 0,083 OFP/CFP f: Bradyrhizobiaceae 6,65 0,052 OFN/CFN f: Caulobacteraceae 1,68 0,003 OCP/ccp
p: Verrucomicrobia -0,83 0,036 ORN/CRN f: Aurantimonadaceae 7,43 0,052 OFN/CFN f: Cytophagaceae 0,79 0,007 OCP/ccP
p: Chlamydiae -9,25 0,001 ORP/CRP f: Fimbriimonadaceae -23,02 0,000 OFP/CFP f: Paenibacillaceae 1 -6,39 0,010 ocP/ccp
p: Firmicutes -2,64 0,017 OCN/CCN f: Xanthomonadaceae 4,59 0,000 OFP/CFP f: Burkholderiales inc. sed. 1,03 0,010 ocP/ccp
p: Candidatus Saccharibacteria 1,47 0,010 OCP/ccpP f: Cryptosporangiaceae -21,16 0,000 OFP/CFP f: Comamonadaceae 0,98 0,011 OCP/ccP
p: Verrucomicrobia -1,12 0,082 OCP/CCP f: Geodermatophilaceae -2,22 0,000 OFP/CFP f: Beijerinckiaceae -1,28 0,014 OCP/CCP
c: Gammaproteobacteria 5,78 0,000 OFN/CFN f: Pseudonocardiaceae -8,25 0,000 OFP/CFP f: Cellulomonadaceae -7,48 0,031 OCP/CCP
c¢: Fimbriimonadia -23,08 0,000 OFP/CFP f: Simkaniaceae -8,25 0,001 OFP/CFP f: Acidimicrobiaceae -7,24 0,057 ocp/ccp
c: Gammaproteobacteria 3,22 0,000 OFP/CFP f: Nakamurellaceae 4,54 0,002 OFP/CFP f: Methylobacteriaceae 0,54 0,061 OCP/CCP
c¢: Chlamydiia -8,36 0,001 OFP/CFP f: Alcaligenaceae -4,41 0,002 OFP/CFP f: Moraxellaceae 6,89 0,061 OCP/CCP
c¢: Chlamydiia -8,81 0,003 ORP/CRP f: Burkholderiaceae 2,19 0,010 OFP/CFP f: Micromonosporaceae -3,52 0,081 ocP/ccp
c: Acidobacteria Gp16 -22,94 0,000 OCN/CCN f: Kineosporiaceae -1,39 0,047 OFP/CFP g: Vasilyevaea 23,24 0,000 0osL/CsL
c: Bacilli -3,73 0,001 OCN/CCN f: Clostridiaceae 1 21,09 0,000 ORN/CRN g: Rhodomicrobium 22,64 0,000 OosL/CsL
c: Sphingobacteriia 0,91 0,000 ocP/ccp f: Nakamurellaceae -7,58 0,043 ORN/CRN g: Methylocystis 22,59 0,000 0osL/CsL
c: Opitutae -9,09 0,001 OCP/ccpP f: Burkholderiaceae -1,52 0,056 ORN/CRN g: Pantoea -22,68 0,000 OSL/CSL
c: Cytophagia 0,65 0,005 OCP/CCP f: Xanthomonadaceae -1,21 0,056 ORN/CRN g: Brevibacillus 10,03 0,000 OSL/CSL
c: Acidobacteria Gp3 -5,41 0,014 OCP/CCP f: Parachlamydiaceae -8,19 0,056 ORN/CRN g: Ochrobactrum -21,70 0,000 OSL/CSL
c: Chloroflexia 1,38 0,034 ocP/ccp f: Kofleriaceae 1,18 0,056 ORN/CRN g: Leifsonia -21,48 0,000 0osL/CsL
¢: Gammaproteobacteria -0,66 0,074 OCP/ccpP f: Pseudomonadaceae -3,19 0,056 ORN/CRN g: Achromobacter -8,32 0,002 OSL/CSL
c: Acidobacteria Gp4 -2,85 0,074 OCP/ccCpP f: Anaerolineaceae 2,03 0,056 ORN/CRN g: Oxalicibacterium -7,68 0,055 OSL/CSL
0: Xanthomonadales 7,05 0,000 OFN/CFN f: Neisseriaceae -6,94 0,062 ORN/CRN g: Porphyrobacter -7,54 0,063 OSL/CSL
o: Fimbriimonadales -23,02 0,000 OFP/CFP f: Legionellaceae -6,98 0,075 ORN/CRN g: Xanthomonas 7,77 0,017 OFN/CFN
o: Xanthomonadales 4,69 0,000 OFP/CFP f: Sphingobacteriaceae -0,94 0,080 ORN/CRN g: Pseudacidovorax 8,53 0,017 OFN/CFN
o: Chlamydiales -8,22 0,000 OFP/CFP f: Anaplasmataceae 8,17 0,084 ORN/CRN g: Amnibacterium -9,65 0,017 OFN/CFN
o: Burkholderiales 1,03 0,032 OFP/CFP f: Aeromonadaceae -21,67 0,000 ORP/CRP g: Fimbriimonas -22,99 0,000 OFP/CFP
o: Deinococcales -1,40 0,098 OFP/CFP f: Thermoanaerobacteraceae 9,06 0,000 ORP/CRP g: Xanthomonas 4,90 0,000 OFP/CFP
o: Pseudomonadales -3,39 0,043 ORN/CRN f: Parachlamydiaceae -8,67 0,003 ORP/CRP g: Sodalis -10,52 0,002 OFP/CFP
o: Alphaproteobacteria inc. sed. -1,86 0,043 ORN/CRN f: Coxiellaceae -4,18 0,006 ORP/CRP g: Actinomycetospora -8,33 0,005 OFP/CFP
o: Neisseriales -6,95 0,043 ORN/CRN f: Burkholderiaceae -1,49 0,023 ORP/CRP g: Simkania -8,31 0,006 OFP/CFP
0: Myxococcales 0,79 0,043 ORN/CRN f: Micromonosporaceae -23,95 0,000 OCN/CCN g: Geodermatophilus -2,46 0,006 OFP/CFP
o: Anaerolineales 1,91 0,043 ORN/CRN f: Chloroflexaceae 22,85 0,000 OCN/CCN g: Nakamurella 4,18 0,009 OFP/CFP
o: Aeromonadales -21,63 0,000 ORP/CRP f: Polyangiaceae -22,74 0,000 OCN/CCN g: Acidovorax 5,43 0,010 OFP/CFP
o: Thermoanaerobacterales 9,17 0,002 ORP/CRP f: Nakamurellaceae 9,18 0,000 OCN/CCN g: Variovorax -8,66 0,036 OFP/CFP
o: Chlamydiales -8,62 0,009 ORP/CRP f: Pseudonocardiaceae -10,16 0,013 OCN/CCN g: Burkholderia 2,06 0,098 OFP/CFP
o: Anaerolineales 1,42 0,070 ORP/CRP f: Burkholderiaceae -3,65 0,032 OCN/CCN g: Salmonella -25,61 0,000 ORN/CRN
o: Pseudomonadales -2,33 0,091 ORP/CRP f: Solirubrobacteraceae -7,48 0,032 OCN/CCN g: Klebsiella -22,85 0,000 ORN/CRN
o: Bacillales -3,66 0,003 OCN/CCN f: Chitinophagaceae 2,30 0,047 OCN/CCN g: Kosakonia -21,99 0,000 ORN/CRN
o: Sphingobacteriales 0,94 0,000 OCP/ccp f: Aurantimonadaceae 2,09 0,000 ocp/ccp g: Clostridium sensu stricto 21,55 0,000 ORN/CRN
o: Enterobacteriales -2,75 0,000 OCP/ccpP f: Nakamurellaceae 2,51 0,000 OocCP/ccp g: Paucimonas -20,99 0,000 ORN/CRN
o: Opitutales -21,69 0,000 ocp/ccp f: Enterobacteriaceae -2,62 0,000 ocP/ccp g: Stenotrophomonas -8,63 0,000 ORN/CRN
o: Cytophagales 0,68 0,000 ocp/ccp f: Opitutaceae -21,94 0,000 ocP/ccp g: Bryocella -9,05 0,000 ORN/CRN
o: Chloroflexales 1,49 0,008 OCP/ccpP f: Burkholderiaceae -2,24 0,000 OocCP/ccp g: Pedobacter -8,46 0,000 ORN/CRN
o: Caulobacterales 1,58 0,011 ocp/ccp f: Chloroflexaceae 2,67 0,000 ocP/ccp g: Serratia -9,06 0,000 ORN/CRN



(Continuagao) Apéndice A. Taxons bacterianos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o
numero de vezes o qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento
“Organico” e valores negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
g: Achromobacter -8,23 0,000 ORN/CRN g: Solirubrobacter -7,83 0,068 OCN/CCN g: Taibaiella 2,23 0,033 ocP/ccp
g: Flavitalea 3,96 0,000 ORN/CRN g: Chitinophaga 6,03 0,087 OCN/CCN g: Actinokineospora 6,68 0,033 OCP/ccp
g: Nitrospirillum -10,01 0,001 ORN/CRN g: Vampirovibrio 8,17 0,094 OCN/CCN g: Weissella -6,18 0,033 OCP/ccP
g: Acidipila -5,34 0,020 ORN/CRN g: Kosakonia 25,66 0,000 ocCP/ccp g: Massilia -1,06 0,033 ocp/ccp
g: Nakamurella -7,19 0,020 ORN/CRN g: Rhizorhabdus 12,18 0,000 ocP/ccp g: Quadrisphaera 1,40 0,039 OCP/ccp
g: Longilinea 3,39 0,025 ORN/CRN g: Aureimonas 2,15 0,000 ocP/ccp g: Azospirillum 2,97 0,041 OCP/ccP
g: Luteimonas -9,26 0,031 ORN/CRN g: Olivibacter 24,53 0,000 OCP/CCP g: Microvirga 1,34 0,041 ocP/ccp
g: Bordetella -6,89 0,039 ORN/CRN g: Hydrogenophaga -23,71 0,000 OCP/CCP g: Methylopila 5,32 0,048 ocP/ccp
g: Gp4 2,04 0,042 ORN/CRN g: Pantoea -3,74 0,000 ocP/ccp g: Aeromicrobium 1,49 0,049 OCP/ccP
g: Kibdelosporangium 2,01 0,089 ORN/CRN g: Labrys -9,61 0,000 OCP/CCP g: Marmoricola -8,54 0,056 OCP/CCP
g: Pseudomonas -4,85 0,097 ORN/CRN g: Byssovorax -22,95 0,000 OCP/CCP g: Nguyenibacter -8,82 0,060 OCP/CCP
g: Methylibium 22,95 0,000 ORP/CRP g: Elizabethkingia -22,44 0,000 ocCP/ccp g: Pseudomonas -1,54 0,062 ocp/ccp
g: Myroides -24,13 0,000 ORP/CRP g: Dyella -22,06 0,000 OCP/CCP g: Chryseobacterium 1,33 0,070 OCP/CCP
g: Acidovorax 21,66 0,000 ORP/CRP g: Starkeya 22,00 0,000 OCP/CCP g: Beijerinckia -1,17 0,074 OCP/CCP
g: Klebsiella -21,69 0,000 ORP/CRP g: Opitutus -21,81 0,000 ocCp/ccp g: Luteimonas 6,82 0,075 ocp/ccp
g: Aeromonas -21,40 0,000 ORP/CRP g: Rubrivivax 21,73 0,000 ocP/ccp g: Bordetella -4,69 0,088 OCP/ccpP
g: Telmatospirillum -8,88 0,000 ORP/CRP g: Parafilimonas -12,16 0,000 OCP/CCP g: Xenophilus 0,88 0,088 OCP/CCP
g: Porphyrobacter -8,39 0,003 ORP/CRP g: Lactobacillus -8,21 0,000 ocP/ccp g: Luteibacter -1,94 0,096 OCP/ccpP
g: Serratia -9,63 0,004 ORP/CRP g: Micromonospora -8,87 0,000 0oCP/ccp s: Massilia aerilata -10,71 0,000 0osL/CsL
g: Bryocella -8,30 0,007 ORP/CRP g: Filimonas 3,40 0,000 OCP/CCP s: Rhodomicrobium vannielii 22,80 0,000 OSL/CSL
g: Lysinimonas -9,42 0,007 ORP/CRP g: Flavisolibacter -7,98 0,000 OCP/CCP s: Virgisporangium aurantiacum 22,27 0,000 OSL/CSL
g: Neochlamydia -8,39 0,010 ORP/CRP g: Asaia -9,18 0,000 ocP/ccp s: Flavisolibacter sp 21,20 0,000 OSL/CSL
g: Longilinea 3,25 0,012 ORP/CRP g: Nakamurella 2,53 0,000 OocCP/ccp s: Massilia arvi -22,17 0,000 OSL/CSL
g: Brevibacillus 9,29 0,015 ORP/CRP g: Siphonobacter 2,53 0,000 OocCP/ccp s: Mycobacterium pallens -21,93 0,000 OSL/CSL
g: Acidipila -6,14 0,025 ORP/CRP g: Endobacter 9,15 0,000 ocP/ccp s: Bosea thiooxidans -21,84 0,000 OSL/CSL
g: Sphingobacterium -8,79 0,025 ORP/CRP g: Solirubrobacter -2,72 0,000 OocCP/ccp s: Pantoea wallisii -21,70 0,000 OSL/CSL
g: Aquicella -3,97 0,025 ORP/CRP g: Cellulomonas -7,43 0,000 OoCP/ccpP s: Paenibacillus daejeonensis -21,69 0,000 OSL/CSL
g: Pseudomonas -3,26 0,029 ORP/CRP g: Pelomonas 1,86 0,001 OCP/ccpP s: Stenotrophomonas maltophilia -21,68 0,000 0oSL/CSL
g: Starkeya -7,47 0,066 ORP/CRP g: Rathayibacter 2,73 0,001 0oCP/ccp s: Burkholderia caledonica -21,60 0,000 OSL/CSL
g: Parafilimonas -2,73 0,079 ORP/CRP g: Nubsella 12,87 0,001 OoCP/ccpP s: Nocardioides alpinus 21,44 0,000 OSL/CSL
g: Kineosporia -25,05 0,000 OCN/CCN g: llumatobacter -7,21 0,001 OCP/ccpP s: Chryseobacterium sp -21,34 0,000 0oSL/CSL
g: Parafilimonas -24,52 0,000 OCN/CCN g: Rhodoferax 8,13 0,001 OCP/ccpP s: Mycobacterium brisbanense 9,08 0,000 OSL/CSL
g: Acidovorax 25,23 0,000 OCN/CCN g: Saccharibacteria genera inc. sed. 1,72 0,002 OocCP/ccp s: Nitrosospira multiformis -8,25 0,002 OSL/CSL
g: Micromonospora -22,96 0,000 OCN/CCN g: Roseiflexus 3,00 0,003 OCP/ccpP s: Cystobacter ferrugineus -10,14 0,003 0osL/CSL
g: Rhodovarius -23,21 0,000 OCN/CCN g: Actinoplanes -5,88 0,004 ocP/ccp s: Paenibacillus alginolyticus -9,21 0,009 OSL/CSL
g: Gplé -22,43 0,000 OCN/CCN g: Cystobacter 1,85 0,004 OocCP/ccp s: Steroidobacter denitrificans -7,69 0,011 OSL/CSL
g: Conexibacter -22,35 0,000 OCN/CCN g: Pilimelia -6,85 0,004 OocCP/ccp s: Singulisphaera acidiphila -7,67 0,013 OSL/CSL
g: Roseiflexus 22,06 0,000 OCN/CCN g: Burkholderia -2,18 0,007 ocP/ccp s: Nocardioides aestuarii 9,04 0,016 OSL/CSL
g: Byssovorax -21,48 0,000 OCN/CCN g: Gp3 -5,38 0,010 OocCP/ccp s: Hyphomicrobium zavarzinii -7,70 0,034 OSL/CSL
g: Blastocatella 21,60 0,000 OCN/CCN g: Brevundimonas 2,39 0,010 ocCP/ccp s: Xylanimicrobium pachnodae 4,34 0,052 OSL/CSL
g: Nubsella 21,28 0,000 OCN/CCN g: Gluconacetobacter -6,68 0,014 ocp/ccp s: Actinomadura geliboluensis -8,59 0,059 OSL/CSL
g: Kosakonia 15,09 0,000 OCN/CCN g: Duganella -9,87 0,016 ocp/ccp s: metal contaminated soil 2,56 0,061 OSL/CSL
g: Terrimonas 9,57 0,005 OCN/CCN g: Paenibacillus -6,66 0,024 OocCP/ccp s: Thermomonospora curvata 7,34 0,070 OSL/cSL
g: Nakamurella 9,16 0,008 OCN/CCN g: Blastocatella -3,91 0,032 ocp/ccp s: Bacteroidetes bacterium -7,16 0,077 OSL/CSL
g: Bradyrhizobium -10,19 0,016 OCN/CCN g: Rivibacter 9,60 0,032 ocP/ccp s: Pantoea ananatis 9,60 0,030 OFN/CFN
g: Pseudonocardia -9,68 0,023 OCN/CCN g: Sediminibacterium 1,94 0,033 OocCP/ccp s: Pseudacidovorax intermedius 9,35 0,030 OFN/CFN
g: Ancylobacter 8,26 0,023 OCN/CCN g: Minicystis 9,58 0,033 ocp/ccp s: Mucilaginibacter oryzae 25,31 0,000 OFP/CFP



(Continuagao) Apéndice A. Taxons bacterianos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o
numero de vezes o qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento
“Organico” e valores negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
s: Serratia marcescens 23,99 0,000 OFP/CFP s: Nakamurella multipartita -6,94 0,049 ORN/CRN s: Cystobacter ferrugineus -9,15 0,036 ORP/CRP
s: Aureimonas rubiginis -22,90 0,000 OFP/CFP s: Lysobacter enzymogenes -6,86 0,065 ORN/CRN s: Fibrobacter intestinalis 9,00 0,041 ORP/CRP
s: Cystobacter ferrugineus -22,64 0,000 OFP/CFP s: Burkholderia bannensis -8,43 0,085 ORN/CRN s: Nocardioides aestuarii 8,77 0,046 ORP/CRP
s: Roseomonas aerophila -22,42 0,000 OFP/CFP s: Caulobacter sp -6,61 0,090 ORN/CRN s: Paenibacillus alginolyticus 8,70 0,048 ORP/CRP
s: Fimbriimonas ginsengisoli -22,19 0,000 OFP/CFP s: Luteimonas abyssi -8,24 0,091 ORN/CRN s: Kutzneria kofuensis -8,69 0,054 ORP/CRP
s: Methylobacterium indicum -21,83 0,000 OFP/CFP s: Myroides sp -24,10 0,000 ORP/CRP s: Lacunisphaera parvula 7,23 0,055 ORP/CRP
s: Elizabethkingia miricola 21,30 0,000 OFP/CFP s: Methylibium petroleiphilum 22,87 0,000 ORP/CRP s: Steroidobacter denitrificans -6,72 0,058 ORP/CRP
s: Gordonia jinhuaensis -8,91 0,000 OFP/CFP s: Chryseobacterium arachidiradicis 22,37 0,000 ORP/CRP s: Povalibacter uvarum 1,77 0,064 ORP/CRP
s: Sphingomonas hankookensis -3,43 0,003 OFP/CFP s: Terrimonas rubra -21,98 0,000 ORP/CRP s: Xylanimicrobium pachnodae 8,55 0,087 ORP/CRP
s: Sphingomonas yunnanensis -3,89 0,005 OFP/CFP s: Kibdelosporangium lantanae 21,88 0,000 ORP/CRP s: Arenimonas daechungensis -4,88 0,093 ORP/CRP
s: Sphingomonas endophytica -4,24 0,008 OFP/CFP s: Acidovorax wautersii 21,87 0,000 ORP/CRP s: Acidovorax wautersii 26,12 0,000 OCN/CCN
s: Nakamurella flavida 4,73 0,008 OFP/CFP s: Phenylobacterium falsum -9,51 0,000 ORP/CRP s: Chitinophaga oryziterrae 24,30 0,000 OCN/CCN
s: Acidovorax wautersii 6,13 0,017 OFP/CFP s: Amaricoccus kaplicensis -21,77 0,000 ORP/CRP s: Kineosporia mesophila -24,00 0,000 OCN/CCN
s: Enterobacteriaceae bacterium -10,10 0,017 OFP/CFP s: Serratia marcescens -21,57 0,000 ORP/CRP s: Pseudomonas psychrotolerans -23,73 0,000 OCN/CCN
s: Aureimonas phyllosphaerae -2,97 0,023 OFP/CFP s: Paenibacillus cellulosilyticus 21,46 0,000 ORP/CRP s: Filimonas sp -23,46 0,000 OCN/CCN
s: Chryseobacterium culicis 9,02 0,046 OFP/CFP s: Massilia aerilata 21,44 0,000 ORP/CRP s: Blastocatella fastidiosa 23,42 0,000 OCN/CCN
s: Massilia yuzhufengensis 2,44 0,054 OFP/CFP s: Fluviicola taffensis 21,43 0,000 ORP/CRP s: Chryseobacterium sp -23,35 0,000 OCN/CCN
s: Gaiella occulta 8,55 0,054 OFP/CFP s: Aeromonas popoffii -21,37 0,000 ORP/CRP s: Flavobacterium longum -23,29 0,000 OCN/CCN
s: Burkholderia plantarii -8,57 0,054 OFP/CFP s: Chryseobacterium sp -21,33 0,000 ORP/CRP s: Sphingomonas rosa -23,27 0,000 OCN/CCN
s: Salmonella enterica -25,31 0,000 ORN/CRN s: Nocardioides alpinus 21,25 0,000 ORP/CRP s: Caulobacter ginsengisoli 23,26 0,000 OCN/CCN
s: Terrimonas aquatica 22,72 0,000 ORN/CRN s: Streptomyces marinus 21,24 0,000 ORP/CRP s: Roseiflexus castenholzii 23,26 0,000 OCN/CCN
s: Klebsiella variicola -22,57 0,000 ORN/CRN s: Filimonas endophytica 20,93 0,000 ORP/CRP s: Dokdonella fugitiva -23,19 0,000 OCN/CCN
s: Flavobacterium phragmitis -22,21 0,000 ORN/CRN s: Ralstonia pickettii -9,48 0,000 ORP/CRP s: Nubsella zeaxanthinifaciens 23,10 0,000 OCN/CCN
s: Virgisporangium aurantiacum 21,97 0,000 ORN/CRN s: Telmatospirillum siberiense -8,87 0,000 ORP/CRP s: Sphingomonas cynarae -22,71 0,000 OCN/CCN
s: Lysobacter panaciterrae -21,95 0,000 ORN/CRN s: Cupriavidus yeoncheonensis -8,51 0,000 ORP/CRP s: Pantoea ananatis -22,63 0,000 OCN/CCN
s: Cupriavidus sp 21,81 0,000 ORN/CRN s: Stella humosa -8,37 0,000 ORP/CRP s: Pedobacter agri -22,23 0,000 OCN/CCN
s: Kosakonia arachidis -21,72 0,000 ORN/CRN s: Enhydrobacter aerosaccus -9,22 0,000 ORP/CRP s: Massilia timonae -22,20 0,000 OCN/CCN
s: Stenotrophobacter namibiensis 21,14 0,000 ORN/CRN s: Stenotrophomonas maltophilia -9,07 0,000 ORP/CRP s: Rhodovarius lipocyclicus -22,14 0,000 OCN/CCN
s: Actinomadura chibensis 20,85 0,000 ORN/CRN s: Clostridium magnum 8,34 0,001 ORP/CRP s: Terriglobus aquaticus -22,09 0,000 OCN/CCN
s: Rhizobium sp -20,97 0,000 ORN/CRN s: Bryocella elongata -8,18 0,002 ORP/CRP s: Byssovorax cruenta -22,02 0,000 OCN/CCN
s: Mycobacterium pallens -20,87 0,000 ORN/CRN s: Pseudomonas hibiscicola 8,34 0,002 ORP/CRP s: uncultured Acidobacteria -21,79 0,000 OCN/CCN
s Kibdelosporangium banguiense 11,20 0,000 ORN/CRN s: Neochlamydia hartmannellae -8,33 0,006 ORP/CRP s: Duganella radicis 21,66 0,000 OCN/CCN
s: Burkholderia tropica -9,85 0,000 ORN/CRN s: Starkeya koreensis -7,44 0,011 ORP/CRP s: Brevundimonas staleyi 21,24 0,000 OCN/CCN
s: Bryocella elongata -8,79 0,001 ORN/CRN s: Brevundimonas aveniformis -7,70 0,012 ORP/CRP s: Roseateles terrae 21,16 0,000 OCN/CCN
s: Enhydrobacter aerosaccus -8,68 0,003 ORN/CRN s: Longilinea arvoryzae 3,25 0,013 ORP/CRP s: Taibaiella chishuiensis 21,11 0,000 OCN/CCN
s: Stenotrophomonas maltophilia -7,86 0,005 ORN/CRN s: Dyella koreensis -7,46 0,013 ORP/CRP s: Granulibacter bethesdensis 21,07 0,000 OCN/CCN
s: Asticcacaulis taihuensis -8,77 0,005 ORN/CRN s: Burkholderia sp -5,48 0,015 ORP/CRP s: Fluviicola taffensis 20,84 0,000 OCN/CCN
s: Taibaiella koreensis -7,96 0,005 ORN/CRN s: Bacteroidetes bacterium -7,19 0,017 ORP/CRP s: Kosakonia arachidis 16,02 0,000 OCN/CCN
s: Sphingomonas koreensis -7,86 0,011 ORN/CRN s: Arthrobacter alkaliphilus 9,59 0,019 ORP/CRP s: Terrimonas lutea 10,53 0,006 OCN/CCN
s: Chryseobacterium sp -8,05 0,015 ORN/CRN s: Sphingomonas yunnanensis -7,21 0,021 ORP/CRP s: Brevundimonas bacteroides 11,74 0,019 OCN/CCN
s: Luteolibacter pohnpeiensis -7,42 0,015 ORN/CRN s: Aquicella siphonis -3,82 0,024 ORP/CRP s: Paenibacillus wenxiniae -10,55 0,048 OCN/CCN
s: Chitinophaga sp -7,45 0,016 ORN/CRN s: Sphingomonas sp 1,70 0,026 ORP/CRP s: Sphingomonas polyaromaticivorans  -8,26 0,059 OCN/CCN
s: Terriglobus aquaticus -8,29 0,016 ORN/CRN s: Roseomonas elaeocarpi 9,54 0,026 ORP/CRP s: Sphingobium faniae 9,30 0,069 OCN/CCN
s: Catenulispora acidiphila -9,60 0,017 ORN/CRN s: Lysinimonas soli -9,37 0,027 ORP/CRP s: Nakamurella flavida 9,76 0,078 OCN/CCN
s: Serratia marcescens -7,47 0,021 ORN/CRN s: uncultured Holophaga -3,92 0,027 ORP/CRP s: Vampirovibrio chlorellavorus 9,18 0,078 OCN/CCN
s: Lyticum flagellatum 8,96 0,037 ORN/CRN s: Stenotrophobacter roseus 2,48 0,027 ORP/CRP s: Chryseobacterium caeni 26,78 0,000 OCP/ccpP
s: Steroidobacter denitrificans -6,89 0,044 ORN/CRN s: Catenulispora acidiphila -8,96 0,034 ORP/CRP s: Kosakonia arachidis 26,14 0,000 ocCP/ccp



(Continuagao) Apéndice A. Taxons bacterianos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o
numero de vezes o qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento
“Organico” e valores negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
s: Flavobacterium phragmitis -25,73 0,000 ocCP/ccp s: Rathayibacter caricis 3,06 0,004 OCP/CCP
s: Olivibacter sitiensis 24,59 0,000 OCP/ccpP s: Chthoniobacter flavus -7,28 0,005 ocP/ccp
s: Acinetobacter soli 24,51 0,000 OCP/ccpP s: Nakamurella flavida 2,69 0,006 ocP/ccp
s: Chitinophaga oryziterrae 23,64 0,000 ocCP/ccp s: Roseiflexus castenholzii 3,27 0,009 OCP/CCP
s: Caulobacter ginsengisoli 22,61 0,000 OCP/ccpP s: uncultured Acidobacteria -7,56 0,009 ocP/ccp
s: Mucilaginibacter ximonensis -22,54 0,000 OCP/ccpP s: Dyadobacter hamtensis 10,70 0,009 ocP/ccp
s: alpha proteobacterium 12,53 0,000 ocCP/ccp s: Flavisolibacter ginsenosidimutans -6,67 0,012 OCP/CCP
s: Flavobacterium longum -22,52 0,000 ocCP/ccp s: Pelomonas puraquae 2,19 0,012 OCP/CCP
s: Byssovorax cruenta -22,49 0,000 OCP/ccpP s: Aurantimonas ureilytica 3,15 0,012 ocP/ccp
s: Starkeya koreensis 22,33 0,000 OCP/CCP s: Gluconacetobacter tumulisoli -6,32 0,023 OCP/CCP
s: Phenylobacterium muchangponense -22,31 0,000 OCP/CCP s: Acidovorax wautersii 10,21 0,023 OCP/CCP
s: Olivibacter terrae 22,21 0,000 ocCP/ccp s: Rivibacter subsaxonicus 9,92 0,026 ocP/ccp
s: Actinoplanes subtropicus -22,20 0,000 OCP/CCP s: Sorangiineae bacterium 9,78 0,029 OCP/CCP
s: Dokdonella koreensis 12,34 0,000 OCP/CCP s: Duganella sacchari -9,50 0,032 OCP/CCP
s: Rubrivivax gelatinosus 22,06 0,000 ocP/ccp s: Variovorax defluvii -9,16 0,040 0oCP/ccp
s: Pedobacter agri -22,01 0,000 OCP/ccpP s: Sphingomonas panacis -9,07 0,043 ocP/ccp
s: uncultivated soil -21,97 0,000 OCP/CCP s: uncultured Armatimonadetes 1,62 0,046 OCP/CCP
s: Novosphingobium oryzae -21,93 0,000 OCP/ccpP s: Pantoea sp -5,97 0,055 ocP/ccp
s: Hydrocarboniphaga effusa 21,70 0,000 ocP/ccp s: Caulobacter sp -2,21 0,055 0oCP/ccp
s: Larkinella bovis -21,66 0,000 OCP/CCP s: Aureimonas rubiginis -8,49 0,073 OCP/CCP
s: Opitutus terrae -21,66 0,000 OCP/CCP s: Aeromicrobium ponti 2,57 0,074 OCP/CCP
s: Dyella japonica -21,45 0,000 ocP/ccp s: Hymenobacter ginsengisoli 1,99 0,084 0oCP/ccp
s: Pseudomonas beteli -21,44 0,000 OCP/ccpP s: Sphingobium sufflavum 8,19 0,084 OocCP/ccp
s: Methylobacterium indicum -21,41 0,000 OCP/ccCpP s: Pantoea dispersa -2,85 0,086 OocCP/ccp
s: Dokdonella fugitiva -11,09 0,000 OCP/ccP s: Actinoplanes rhizophilus -5,49 0,086 ocP/ccp
s: Elizabethkingia miricola -20,66 0,000 OCP/ccpP s: Nocardioides dilutus 5,36 0,086 OocCP/ccp
s: Roseomonas oryzae 20,02 0,000 OCP/ccpP s: Acetobacteraceae bacterium -8,38 0,086 OoCP/ccpP
s: Pantoea wallisii -3,69 0,000 OCP/ccP s: Luteimonas abyssi 7,02 0,092 ocP/ccp
s: Labrys wisconsinensis -9,21 0,000 OCP/ccP s: Mucilaginibacter composti -7,87 0,092 ocP/ccp
s: Filimonas sp -11,72 0,000 OCP/ccpP s: Blastocatella fastidiosa -3,59 0,092 OoCP/ccpP
s: Luteolibacter pohnpeiensis -9,34 0,000 OCP/ccpP s: Deinococcus citri 5,25 0,095 ocP/ccp
s: Cystobacter ferrugineus 4,40 0,000 OCP/ccP s: uncultured bacterium 2,51 0,096 ocP/ccp
s: Burkholderia temeraria -8,84 0,000 OCP/ccpP s: Rhizobium smilacinae -1,77 0,099 OocCP/ccp
s: Burkholderia concitans -8,46 0,000 OCP/ccpP

s: Pseudomonas psychrotolerans -3,71 0,000 OCP/ccp

s: Lactobacillus fuchuensis -7,91 0,000 OCP/ccp

s: Actinomycetales MC -8,60 0,000 OCP/ccp

s: Massilia consociata -7,97 0,000 OCP/ccp

s: Endobacter medicaginis 9,24 0,001 OCP/ccp

s: Brevundimonas bacteroides 3,85 0,001 OCP/ccp

s: Filimonas endophytica 3,69 0,001 OCP/ccpP

s: Rhodoferax antarcticus 8,38 0,001 OCP/ccp

s: Burkholderia plantarii -3,13 0,001 OCP/ccpP

s: Nubsella zeaxanthinifaciens 13,15 0,002 OCP/ccp

s: Methylobacterium iners 3,34 0,003 OCP/ccp

s: Siphonobacter aquaeclarae 2,78 0,003 OCP/ccpP

s: Sediminibacterium sp -4,50 0,004 OCP/ccp



Apéndice B. Taxons fungicos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o numero de vezes o
qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento “Organico” e valores
negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
p: Monoblepharomycota 21,19 0,000 OSL/CSL o: Agaricomycetes inc. sed. -26,11 0,000 ORN/CRN f: Tremellales inc. sed. 21,42 0,000 OFN/CFN
p: Mucoromycota -5,47 0,006 OSL/CSL o: Boletales -8,84 0,003 ORN/CRN f: Cyphellaceae 21,03 0,000 OFN/CFN
p: Mortierellomycota -3,50 0,006 OSL/CSL o: Glomerellales -4,40 0,006 ORN/CRN f: Dissoconiaceae 2,94 0,001 OFN/CFN
p: Basidiomycota 2,00 0,045 OSL/CSL o: Hymenochaetales -10,38 0,017 ORN/CRN f: Capnodiaceae -7,97 0,001 OFN/CFN
p: Chytridiomycota -3,27 0,064 OSL/CSL o: Thelephorales -11,82 0,017 ORN/CRN f: Xylariaceae -7,84 0,027 OFN/CFN
p: Ascomycota 0,38 0,031 OFN/CFN o: Helotiales -2,76 0,061 ORN/CRN f: Chaetothyriales inc. sed. 1,73 0,083 OFN/CFN
p: Basidiomycota -2,14 0,054 ORN/CRN o: Trichosporonales 9,01 0,100 ORN/CRN f: Lentitheciaceae -5,27 0,088 OFN/CFN
p: Mucoromycota -3,26 0,054 ORN/CRN o: Jahnulales 23,64 0,000 ORP/CRP f: Elsinoaceae -8,95 0,000 OFP/CFP

p: Mucoromycota -1,99 0,040 ORP/CRP o: Agaricomycetes inc. sed. -21,78 0,000 ORP/CRP f: Dissoconiaceae 2,92 0,000 OFP/CFP

p: Rozellomycota 7,47 0,000 OCP/CCP 0: GS02 21,74 0,000 ORP/CRP f: Rhynchogastremataceae 2,35 0,000 OFP/CFP

c¢: Rhizophydiomycetes -22,04 0,000 OosL/CsL o: Ustilaginales -21,28 0,000 ORP/CRP f: Cyphellaceae 2,81 0,000 OFP/CFP

¢: Monoblepharidomycetes 21,62 0,000 OSL/CSL 0: Hymenochaetales -6,64 0,000 ORP/CRP f: Polyporaceae 7,59 0,002 OFP/CFP

c: Tremellomycetes 3,45 0,026 OSL/CSL o: Atheliales -10,92 0,001 ORP/CRP f: Symmetrosporaceae -2,05 0,004 OFP/CFP

¢: Mucoromycetes -5,71 0,044 OSL/CSL o: Trichosporonales 6,85 0,001 ORP/CRP f: Erythrobasidiaceae -2,18 0,005 OFP/CFP

c¢: Rozellomycotina inc. sed. 8,46 0,075 OSL/CSL o: Mucorales -3,44 0,002 ORP/CRP f: Schizothyriaceae 2,49 0,011 OFP/CFP

c¢: Dothideomycetes 0,71 0,001 OFN/CFN o: Helotiales -3,58 0,003 ORP/CRP f: Bulleraceae -1,85 0,011 OFP/CFP

c: Eurotiomycetes 1,03 0,004 OFN/CFN o: Filobasidiales 2,28 0,007 ORP/CRP f: Phaeococcomycetaceae -3,60 0,036 OFP/CFP

c: Spiculogloeomycetes -4,21 0,028 OFN/CFN o: Polyporales 3,60 0,008 ORP/CRP f: Lachnocladiaceae -6,30 0,087 OFP/CFP

c: Agaricomycetes 0,93 0,092 OFN/CFN o: Thelephorales -9,14 0,020 ORP/CRP f: Lentitheciaceae -1,14 0,087 OFP/CFP

c: Cystobasidiomycetes -2,08 0,000 OFP/CFP o: Erythrobasidiales 21,82 0,000 OCN/CCN f: Agaricomycetes inc. sed. -25,57 0,000 ORN/CRN
c: Arthoniomycetes -3,72 0,003 OFP/CFP o: Agaricostilbales -21,70 0,000 OCN/CCN f: Hyaloscyphaceae -23,71 0,000 ORN/CRN
c: Spiculogloeomycetes -1,42 0,084 OFP/CFP o: Auriculariales 19,64 0,000 OCN/CCN f: Glomerellaceae -12,16 0,000 ORN/CRN
c: Leotiomycetes -2,43 0,015 ORN/CRN o: Cantharellales 9,06 0,000 OCN/CCN f: Microdochiaceae 21,85 0,000 ORN/CRN
c¢: Rozellomycotina inc. sed. 22,44 0,000 ORP/CRP o: Conioscyphales -10,06 0,000 OCN/CCN f: Pluteaceae -21,80 0,000 ORN/CRN
c: Ustilaginomycetes -20,70 0,000 ORP/CRP o: Myrmecridiales -10,99 0,002 OCN/CCN f: Hyaloriaceae -10,37 0,000 ORN/CRN
c: Leotiomycetes -3,02 0,004 ORP/CRP o: Dothideales -8,43 0,045 OCN/CCN f: Niaceae 12,19 0,000 ORN/CRN
¢: Mucoromycetes -2,78 0,028 ORP/CRP o: Pleurotheciales -7,59 0,097 OCN/CCN f: Cuniculitremaceae -8,09 0,003 ORN/CRN
c¢: Saccharomycetes -22,03 0,000 OCN/CCN 0: GS02 7,61 0,002 OocCP/ccp f: Coniophoraceae -8,40 0,003 ORN/CRN
c: Tremellomycetes -3,92 0,028 OCN/CCN o: Agaricostilbales 4,14 0,002 OocCP/ccpP f: Testudinaceae 7,98 0,008 ORN/CRN
c¢: Rozellomycotina inc. sed. 7,53 0,000 OCP/ccpP o: Corticiales -5,37 0,038 ocCP/ccp f: Xylariales inc. sed. -6,71 0,023 ORN/CRN
o: Sporidiobolales -23,37 0,000 OSL/CSL o: Trichosphaeriales 1,94 0,038 OCP/ccpP f: Hymenochaetales inc. sed. -9,71 0,024 ORN/CRN
o: Rhizophydiales -23,25 0,000 OSL/CSL o: Filobasidiales -5,94 0,049 OCP/ccpP f: Morosphaeriaceae 7,05 0,045 ORN/CRN
o: Agaricomycetes inc. sed. -21,75 0,000 OSL/CSL o: Glomerellales -2,24 0,049 OcCP/ccp f: Cordycipitaceae -9,44 0,053 ORN/CRN
o: Corticiales -14,15 0,000 OosL/CsL o: Microthyriales -5,91 0,049 OoCP/ccpP f: Agaricaceae -5,01 0,053 ORN/CRN
o: Trichosporonales 9,55 0,000 OSL/CSL f: Marasmiaceae -23,62 0,000 OSL/CSL f: Trichosporonaceae 9,54 0,053 ORN/CRN
o: Mucorales -6,89 0,004 OSL/CSL f: Kappamycetaceae -23,44 0,000 OSL/CSL f: Sebacinaceae -9,85 0,056 ORN/CRN
o: Filobasidiales 3,73 0,055 OSL/CSL f: Sporidiobolaceae -23,25 0,000 OSL/CSL f: Entolomataceae -4,26 0,076 ORN/CRN
o: Myrmecridiales -8,29 0,057 OSL/CSL f: Coniothyriaceae 22,34 0,000 OSL/CSL f: Stephanosporaceae -4,42 0,095 ORN/CRN
o: Onygenales -8,79 0,076 OSL/CSL f: Glomeraceae -21,81 0,000 OSL/CSL f: Myxotrichaceae -24,79 0,000 ORP/CRP
o: Spizellomycetales -3,89 0,081 OSL/CSL f: Peniophoraceae 20,95 0,000 OSL/CSL f: Morosphaeriaceae 24,60 0,000 ORP/CRP
o: Mortierellales -3,60 0,091 osL/csL f: Corticiaceae -13,73 0,000 osL/csL f: Aliquandostipitaceae 23,88 0,000 ORP/CRP
o: Myriangiales -9,00 0,000 OFP/CFP f: Trichosporonaceae 10,00 0,000 OSL/CSL f: Onygenales inc. sed. 21,51 0,000 ORP/CRP
o: Cystobasidiomycetes inc. sed. -2,04 0,004 OFP/CFP f: Rhizopodaceae -11,05 0,009 OSL/CSL f: Agaricomycetes inc. sed. -21,39 0,000 ORP/CRP
o: Erythrobasidiales -2,17 0,005 OFP/CFP f: Filobasidiaceae 4,84 0,038 osL/csL f: Chrysozymaceae 21,17 0,000 ORP/CRP
o: Lichenostigmatales -3,61 0,022 OFP/CFP f: Myrmecridiaceae -8,07 0,080 osL/csL f: Niaceae 21,01 0,000 ORP/CRP
o: Capnodiales 1,70 0,024 OFP/CFP f: Piskurozymaceae 4,11 0,083 OSL/CSL f: Ustilaginaceae -20,89 0,000 ORP/CRP
o: Glomerellales -1,59 0,065 OFP/CFP f: Bulleraceae -21,81 0,000 OFN/CFN f: Hyphodermataceae 8,54 0,000 ORP/CRP



(Continuagao) Apéndice B. Taxons fungicos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o
numero de vezes o qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento
“Organico” e valores negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
f: Hyaloriaceae -8,60 0,000 ORP/CRP f: Trichosphaeriaceae 1,76 0,028 0ocCP/ccp g: Elsinoe -9,86 0,000 OFP/CFP
f: Piskurozymaceae 2,64 0,000 ORP/CRP f: Atractiellales inc. sed. 8,36 0,029 OCP/ccpP g: Dissoconium 4,67 0,000 OFP/CFP
f: Hymenochaetales inc. sed. -5,92 0,002 ORP/CRP f: Dothioraceae -6,96 0,032 OCP/ccpP g: Vishniacozyma -4,12 0,000 OFP/CFP
f: Trichosporonaceae 7,12 0,007 ORP/CRP f: Filobasidiaceae -6,07 0,078 0ocCP/ccp g: Ramichloridium 2,92 0,000 OFP/CFP
f: Cunninghamellaceae -2,86 0,008 ORP/CRP f: Tetraplosphaeriaceae -2,36 0,078 ocp/ccp g: Papiliotrema 2,38 0,000 OFP/CFP
f: Capnodiaceae 1,93 0,009 ORP/CRP f: Microthyriales inc. sed. -6,17 0,078 ocp/ccp g: Dioszegia -2,09 0,002 OFP/CFP
f: Cordycipitaceae -5,27 0,009 ORP/CRP f: Corticiaceae -5,36 0,083 0ocCP/ccp g: Zasmidium 7,75 0,003 OFP/CFP
f: Microbotryomycetes inc. sed. -7,69 0,012 ORP/CRP f: Trichomeriaceae 1,45 0,083 0ocCP/ccp g: Genolevuria -2,20 0,003 OFP/CFP
f: Diversisporaceae 8,61 0,018 ORP/CRP f: Conioscyphaceae -2,13 0,092 ocp/ccp g: Symmetrospora -1,99 0,007 OFP/CFP
f: Atheliaceae -10,33 0,018 ORP/CRP g: Laetisaria -27,58 0,000 OSL/CSL g: Erythrobasidium -2,10 0,011 OFP/CFP
f: Agaricaceae -4,06 0,021 ORP/CRP g: Apiosordaria -24,57 0,000 OSL/CSL g: Zygophiala 2,54 0,012 OFP/CFP
f: Testudinaceae 3,04 0,021 ORP/CRP g: Subramaniula -24,87 0,000 OSL/CSL g: Gaeumannomyces 3,35 0,014 OFP/CFP
f: Typhulaceae -10,00 0,022 ORP/CRP g: Corynascella -24,27 0,000 OSL/CSL g: Phaeococcomyces -3,53 0,060 OFP/CFP
f: Entolomataceae -4,30 0,026 ORP/CRP g: Marasmius -23,74 0,000 OSL/CSL g: Stomiopeltis 1,71 0,089 OFP/CFP
f: Ceratobasidiaceae 2,77 0,026 ORP/CRP g: Nectriopsis -23,70 0,000 OSL/CSL g: Glomerella -1,80 0,089 OFP/CFP
f: Cyphellaceae 4,38 0,049 ORP/CRP g: Kappamyces -23,57 0,000 OSL/CSL g: Xenasmatella -25,99 0,000 ORN/CRN
f: Omphalotaceae -9,05 0,051 ORP/CRP g: Chaetosphaeria -23,75 0,000 OSL/CSL g: Paratrimmatostroma 24,18 0,000 ORN/CRN
f: Bolbitiaceae 3,38 0,060 ORP/CRP g: Pseudocoleophoma 23,29 0,000 OSL/CSL g: Leucoagaricus -26,27 0,000 ORN/CRN
f: Capnodiales inc. sed. -8,80 0,060 ORP/CRP g: Rhodosporidiobolus -23,21 0,000 OSL/CSL g: Dichostereum 27,00 0,000 ORN/CRN
f: Venturiaceae 9,15 0,083 ORP/CRP g: Coniothyrium 22,52 0,000 OSL/CSL g: Efibulobasidium -23,49 0,000 ORN/CRN
f: Leptosphaeriaceae 9,04 0,098 ORP/CRP g: Microascus 22,17 0,000 OSL/CSL g: Simplicillium -23,15 0,000 ORN/CRN
f: Xenasmataceae 23,23 0,000 OCN/CCN g: Arxiella -22,46 0,000 OSL/CSL g: Lecythophora -22,93 0,000 ORN/CRN
f: Bionectriaceae -22,22 0,000 OCN/CCN g: Tulostoma 22,14 0,000 OSL/CsL g: Stachylidium -22,89 0,000 ORN/CRN
f: Chionosphaeraceae -21,86 0,000 OCN/CCN g: Rhizoctonia 22,22 0,000 OSL/CsL g: Immersiella 22,52 0,000 ORN/CRN
f: Erythrobasidiaceae 21,48 0,000 OCN/CCN g: Lecanicillium -21,87 0,000 OSL/CSL g: Rinaldiella 22,12 0,000 ORN/CRN
f: Trichomeriaceae 20,88 0,000 OCN/CCN g: Peniophora 21,25 0,000 OSL/CsL g: Cuniculitrema -22,16 0,000 ORN/CRN
f: Cyphellophoraceae 20,80 0,000 OCN/CCN g: Coprinopsis -21,15 0,000 OSL/CSL g: Pluteus -21,96 0,000 ORN/CRN
f: Ceratobasidiaceae 8,91 0,001 OCN/CCN g: Oedogoniomyces 21,18 0,000 OSL/CSL g: Microdochium 21,55 0,000 ORN/CRN
f: Conioscyphaceae -10,27 0,001 OCN/CCN g: Trichosporon 11,83 0,000 OsL/CSL g: Micropsalliota 21,07 0,000 ORN/CRN
f: Sebacinaceae 12,05 0,001 OCN/CCN g: Rhizopus -10,86 0,008 OSL/CsL g: Bahusakala 20,72 0,000 ORN/CRN
f: Steccherinaceae 11,15 0,003 OCN/CCN g: Apiotrichum 9,77 0,011 OSL/CSL g: Glomerella -12,25 0,000 ORN/CRN
f: Hypocreaceae 6,65 0,003 OCN/CCN g: Mycothermus 10,55 0,017 OSL/CSL g: Natantispora 11,31 0,000 ORN/CRN
f: Myrmecridiaceae -10,90 0,003 OCN/CCN g: Micropsalliota 8,37 0,061 OsL/CSL g: Hyalorbilia -10,80 0,000 ORN/CRN
f: Corticiaceae -9,15 0,019 OCN/CCN g: Vermispora -8,69 0,080 OSL/CSL g: Coniophora -8,60 0,007 ORN/CRN
f: Aureobasidiaceae -8,77 0,029 OCN/CCN g: Myrmecridium -8,06 0,081 OSL/CSL g: Resinicium -9,75 0,009 ORN/CRN
f: Cucurbitariaceae 7,74 0,033 OCN/CCN g: Pseudodactylaria -8,43 0,081 OSL/CSL g: Panaeolus -10,50 0,009 ORN/CRN
f: Tremellaceae -6,26 0,043 OCN/CCN g: Orbilia -8,67 0,081 OSL/CSL g: Tetrapyrgos 10,23 0,011 ORN/CRN
f: Xylariaceae -7,10 0,058 OCN/CCN g: Remersonia -8,60 0,081 OSL/CSL g: Apiotrichum 9,45 0,024 ORN/CRN
f: Chaetosphaeriaceae -7,70 0,062 OCN/CCN g: Xepicula -8,36 0,082 OSL/CSL g: Acrocalymma 7,51 0,035 ORN/CRN
f: Pleurotheciaceae -7,44 0,067 OCN/CCN g: Leucoagaricus -8,47 0,084 OSL/CSL g: Kockovaella -7,90 0,042 ORN/CRN
f: Polyporaceae 25,24 0,000 ocp/ccp g: Lasiodiplodia -8,20 0,089 osL/csL g: Arnium 6,84 0,042 ORN/CRN
f: Steccherinaceae 9,15 0,000 OCP/ccpP g: Derxomyces -21,96 0,000 OFN/CFN g: Ceratocystis -8,76 0,054 ORN/CRN
f: Chionosphaeraceae 4,21 0,019 OCP/ccpP g: Vishniacozyma -21,89 0,000 OFN/CFN g: Fusidium -6,89 0,054 ORN/CRN
f: Glomerellaceae -2,51 0,019 OCP/ccpP g: Mingxiaea 21,29 0,000 OFN/CFN g: Chaetosphaeria -7,71 0,071 ORN/CRN
f: Chaetothyriales inc. sed. 1,80 0,019 OCP/ccpP g: Stagonosporopsis 20,68 0,000 OFN/CFN g: Clitopilus -6,46 0,086 ORN/CRN
f: Irpicaceae 9,11 0,027 OCP/ccpP g: Antennariella -8,17 0,005 OFN/CFN g: Sporothrix -7,98 0,087 ORN/CRN
f: Cordycipitaceae 6,39 0,027 ocp/ccp g: Zygosporium -7,95 0,060 OFN/CFN g: Lecythophora -24,97 0,000 ORP/CRP



(Continuagao) Apéndice B. Taxons fungicos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o
numero de vezes o qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento
“Organico” e valores negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
g: Oidiodendron -24,80 0,000 ORP/CRP g: Conioscypha -9,86 0,005 OCN/CCN s: Talaromyces ucrainicus 21,95 0,000 OSL/CSL
g: Dichostereum 24,81 0,000 ORP/CRP g: Myrmecridium -10,75 0,012 OCN/CCN s: Lecanicillium kalimantanense -21,84 0,000 OSL/CSL
g: Acrocalymma 24,52 0,000 ORP/CRP g: Trichoderma -8,18 0,037 OCN/CCN s: Mortierella fatshederae -21,62 0,000 OSL/CSL
g: Xylomyces 23,96 0,000 ORP/CRP g: Spegazzinia -7,95 0,041 OCN/CCN s: Pseudocoleophoma bauhiniae 21,68 0,000 OSL/CSL
g: Bahusakala 22,08 0,000 ORP/CRP g: Marchandiomyces -8,87 0,053 OCN/CCN s: Peniophora laxitexta 21,10 0,000 OSL/CSL
g: Micropsalliota 21,98 0,000 ORP/CRP g: Pyrenochaetopsis 7,62 0,085 OCN/CCN s: Solicoccozyma phenolica 12,22 0,000 OSL/CSL
g: Corymbiglomus 21,67 0,000 ORP/CRP g: Aureobasidium -8,25 0,085 OCN/CCN s: Trichosporon asabhii 10,98 0,001 OSL/CSL
g: Chrysosporium 21,59 0,000 ORP/CRP g: Tremella -6,26 0,090 OCN/CCN s: Rhizopus arrhizus -11,17 0,011 OSL/CSL
g: Xenasmatella -21,50 0,000 ORP/CRP g: Geastrumia -7,84 0,097 OCN/CCN s: Penicillium citrinum -9,46 0,017 OSL/CSL
g: Subramaniula -21,44 0,000 ORP/CRP g: Stagonosporopsis 23,54 0,000 ocp/ccp s: Aspergillus flavus -8,46 0,030 OSL/CSL
g: Synnemellisia 21,29 0,000 ORP/CRP g: Steccherinum 21,86 0,000 OCP/CCP s: Apiotrichum dehoogii 8,77 0,041 OSL/CSL
g: Apiotrichum 11,40 0,000 ORP/CRP g: Kurtzmanomyces 10,91 0,000 OCP/ccpP s: Metarhizium carneum 8,32 0,048 OSL/CSL
g: Chaetosphaeria -11,01 0,000 ORP/CRP g: Geastrumia -9,20 0,000 OCP/CCP s: Mycothermus thermophilus 9,65 0,051 OSL/CSL
g: Pseudocoleophoma 9,92 0,000 ORP/CRP g: Fusariella -8,51 0,001 OCP/CCP s: Myrmecridium thailandicum -9,39 0,068 OSL/CSL
g: Hyphoderma 8,33 0,001 ORP/CRP g: Ophiosphaerella 4,20 0,007 ocP/ccp s: Aspergillus chlamydosporus -9,03 0,075 OSL/CSL
g: Arnium 10,25 0,003 ORP/CRP g: Coniochaeta -5,79 0,018 ocP/ccp s: Vermispora fusarina -8,93 0,080 OSL/CSL
g: Fusariella -7,31 0,004 ORP/CRP g: Trichoderma -5,04 0,030 OCP/CCP s: Staphylotrichum boninense 9,01 0,081 OSL/CSL
g: Resinicium -6,09 0,008 ORP/CRP g: Ceriporia 9,06 0,030 ocP/ccp s: Pseudodactylaria xanthorrhoeae -8,69 0,082 OSL/CSL
g: Bisifusarium 10,82 0,012 ORP/CRP g: Trichomerium 2,52 0,030 OCP/ccpP s: Xepicula leucotricha -8,67 0,082 OSL/CSL
g: Immersiella 8,34 0,013 ORP/CRP g: Lecanicillium 6,54 0,030 OCP/CCP s: Remersonia thermophila -8,85 0,082 OSL/CSL
g: Aspergillus -3,61 0,017 ORP/CRP g: Helicogloea 8,34 0,031 ocp/ccp s: Orbilia cejpii -8,81 0,093 OsL/CsL
g: Simplicillium -5,86 0,017 ORP/CRP g: Hormonema -6,84 0,052 ocP/ccp s: Zygosporium pseudogibbum -23,65 0,000 OFN/CFN
g: Colacogloea -7,78 0,018 ORP/CRP g: Glomerella -2,45 0,055 ocCP/ccp s: Aureobasidium leucospermi -21,83 0,000 OFN/CFN
g: Natantispora 10,07 0,019 ORP/CRP g: Sporisorium -8,04 0,055 ocCP/ccp s: Vishniacozyma dimennae -21,68 0,000 OFN/CFN
g: Athelia -10,40 0,023 ORP/CRP g: Phaeocytostroma 8,31 0,062 OCP/ccpP s: Mingxiaea panici 21,46 0,000 OFN/CFN
g: Gelasinospora 9,66 0,026 ORP/CRP g: Passalora 7,66 0,062 ocCP/ccp s: Phaeosphaeria oryzae 21,00 0,000 OFN/CFN
g: Sclerotium -10,07 0,028 ORP/CRP g: Laetisaria -8,77 0,071 ocCP/ccp s: Fusarium oxysporum -8,35 0,014 OFN/CFN
g: Geminibasidium 9,63 0,050 ORP/CRP g: Strelitziana 1,88 0,077 OCP/ccpP s: Saitozyma podzolica -8,13 0,014 OFN/CFN
g: Mycothermus 9,16 0,052 ORP/CRP g: Pseudoramichloridium -2,50 0,089 OocCP/ccpP s: Antennariella placitae -7,89 0,016 OFN/CFN
g: Marasmiellus -9,06 0,057 ORP/CRP g: Naganishia -5,97 0,089 ocCP/ccp s: Aspergillus nomius -22,17 0,000 OFP/CFP
g: Pseudoramichloridium -8,85 0,064 ORP/CRP g: Neohelicomyces -6,17 0,090 OCP/ccpP s: Dissoconium eucalypti 4,26 0,000 OFP/CFP
g: Sympodiella 8,96 0,067 ORP/CRP g: Parazalerion -6,17 0,090 OCP/ccpP s: Vishniacozyma dimennae -3,96 0,000 OFP/CFP
g: Beauveria -6,79 0,074 ORP/CRP s: Apiotrichum lignicola 26,55 0,000 OSL/CsL s: Ramichloridium apiculatum 3,16 0,000 OFP/CFP
g: Chloridium -3,84 0,077 ORP/CRP s: Pseudorobillarda phragmitis -26,32 0,000 OsL/CSL s: Coniothyrium crepinianum 22,74 0,000 OFP/CFP
g: Panaeolus -8,46 0,077 ORP/CRP s: Apiosordaria stercoraria -24,35 0,000 OSL/CSL s: Papiliotrema nemorosus 3,87 0,000 OFP/CFP
g: Stachybotrys 8,59 0,077 ORP/CRP s: Corynascella humicola -24,24 0,000 OSL/CSL s: Nigrospora zimmermanii 2,12 0,001 OFP/CFP
g: Clitopilus -5,61 0,092 ORP/CRP s: Penicillium ochrosalmoneum -23,81 0,000 OSL/CSL s: Dioszegia var: zsoltii -1,94 0,002 OFP/CFP
g: Xenasma 22,95 0,000 OCN/CCN s: Nectriopsis exigua -23,67 0,000 OSL/CSL s: Gaeumannomyces arxii 3,50 0,015 OFP/CFP
g: Fusariella -22,99 0,000 OCN/CCN s: Chaetomium pachypodioides -23,76 0,000 OSL/CSL s: Paraphaeosphaeria michotii -1,15 0,019 OFP/CFP
g: Synnemellisia -22,81 0,000 OCN/CCN s: Marasmius rubrobrunneus -23,39 0,000 OSL/CSL s: Papiliotrema pseudoalba -1,73 0,019 OFP/CFP
g: Steccherinum 22,19 0,000 OCN/CCN s: Stagonospora bicolor -22,86 0,000 OSL/CSL s: Genolevuria amylolytica -2,16 0,022 OFP/CFP
g: Helicosporium 22,05 0,000 OCN/CCN s: Coniothyrium crepinianum 22,68 0,000 OSL/CSL s: Symmetrospora marina -1,58 0,024 OFP/CFP
g: Kurtzmanomyces -21,74 0,000 OCN/CCN s: Acremonium fusidioides 22,63 0,000 OSL/CSL s: Genolevuria armeniaca -1,94 0,037 OFP/CFP
g: Erythrobasidium 21,19 0,000 OCN/CCN s: Rhodosporidiobolus lusitaniae -22,76 0,000 OSL/CSL s: Xenasmatella christiansenii -25,63 0,000 ORN/CRN
g: Acremonium -12,25 0,001 OCN/CCN s: Arxiella dolichandrae -22,43 0,000 OSL/CSL s: Mycena abramsii 25,67 0,000 ORN/CRN
g: Monocillium 10,17 0,002 OCN/CCN s: Subramaniula obscura -22,01 0,000 OSL/CSL s: Paratrimmatostroma kunmingensis 24,42 0,000 ORN/CRN
g: Ceratobasidium 8,91 0,003 OCN/CCN s: Scytalidium lignicola -22,19 0,000 osL/csL s: Acremonium furcatum 23,71 0,000 ORN/CRN



(Continuagao) Apéndice B. Taxons fungicos diferencialmente abundantes, segundo DESeq2. Apenas aqueles com p-valor corrigido (FDR) < 0,1 foram considerados DA. O logFC indica o
numero de vezes o qual um taxon é mais abundante para um determinado nicho quando comparados os tratamentos, onde valores positivos indicam abundancia acrescida no tratamento
“Organico” e valores negativos no tratamento “Convencional”.

Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste Taxon logFC  pvalor (FDR) Contraste
s: Simplicillium chinense -23,04 0,000 ORN/CRN s: Natantispora retorquens 10,21 0,012 ORP/CRP s: Trichoderma lixii -5,09 0,042 OCP/ccpP
s: Immersiella caudata 22,27 0,000 ORN/CRN s: Arthrinium jatrophae 10,17 0,012 ORP/CRP s: Lecanicillium dimorphum 6,43 0,046 OCP/ccpP
s: Sarocladium hominis 22,37 0,000 ORN/CRN s: Athelia rolfsii -10,12 0,016 ORP/CRP s: Periconia echinochloae -6,42 0,048 OCP/ccpP
s: Talaromyces trachyspermus 22,03 0,000 ORN/CRN s: Gelasinospora saitoi 9,76 0,018 ORP/CRP s: Nigrospora zimmermanii 2,37 0,048 OCP/ccpP
s: Cuniculitrema polymorpha -21,89 0,000 ORN/CRN s: Sclerotium coffeicola -9,79 0,021 ORP/CRP s: Helicogloea septifera 8,37 0,049 OCP/ccpP
s: Marasmius rotalis 21,83 0,000 ORN/CRN s: Simplicillium chinense -9,77 0,023 ORP/CRP s: Trichomerium eucalypti 2,50 0,056 OCP/ccpP
s: Pluteus albostipitatus -21,69 0,000 ORN/CRN s: Immersiella caudata 8,50 0,029 ORP/CRP s: Hormonema viticola -6,84 0,057 OCP/ccpP
s: Sarocladium bactrocephalum -21,66 0,000 ORN/CRN s: Mycothermus thermophilus 9,32 0,032 ORP/CRP s: Hannaella oryzae 8,69 0,064 OCP/ccp
s: Bahusakala longispora 20,95 0,000 ORN/CRN s: Sarocladium strictum -8,89 0,043 ORP/CRP s: Sporisorium scitamineum -8,08 0,078 OCP/ccpP
s: Talaromyces austrocalifornicus 20,75 0,000 ORN/CRN s: Sympodiella goidanichii 9,08 0,043 ORP/CRP s: Passalora lobeliae fistulosae 7,66 0,084 OCP/CCP
s: Mariannaea fusiformis 20,63 0,000 ORN/CRN s: Marasmiellus candidus -8,87 0,044 ORP/CRP s: Curvularia trifolii 7,70 0,084 OCP/ccpP
s: Glomerella tucumanensis -12,00 0,000 ORN/CRN s: Resinicium saccharicola -5,82 0,045 ORP/CRP s: Glomerella tucumanensis -2,51 0,084 OCP/CcCP
s: Natantispora retorquens 11,57 0,001 ORN/CRN s: Pseudoramichloridium brasilianum -8,60 0,053 ORP/CRP s: Phaeocytostroma sacchari 8,20 0,084 OCP/CCP
s: Fusarium concentricum -11,02 0,001 ORN/CRN s: Saitozyma flava 8,81 0,056 ORP/CRP s: Pseudoramichloridium brasilianum -2,56 0,095 OCP/CcCpP
s: Hyalorbilia juliae -10,60 0,002 ORN/CRN s: Penicillium brevicompactum 8,62 0,057 ORP/CRP s: Naganishia vaughanmartiniae -5,98 0,095 OCP/ccp
s: Trichoderma hamatum -10,99 0,013 ORN/CRN s: Synnemellisia aurantia -23,59 0,000 OCN/CCN

s: Resinicium saccharicola -9,76 0,014 ORN/CRN s: Papiliotrema flavescens -23,25 0,000 OCN/CCN

s: Apiotrichum dehoogii 9,62 0,039 ORN/CRN s: Xenasma pruinosum 21,96 0,000 OCN/CCN

s: Curvularia lunata -8,12 0,052 ORN/CRN s: Dactylella leptospora 21,22 0,000 OCN/CCN

s: Kockovaella litseae -7,71 0,091 ORN/CRN s: Pseudopithomyces karoo 21,11 0,000 OCN/CCN

s: Aspergillus nomius -25,44 0,000 ORP/CRP s: Aspergillus nomius 20,91 0,000 OCN/CCN

s: Phaeosphaeria caricis 22,67 0,000 ORP/CRP s: Acremonium persicinum -12,82 0,000 OCN/CCN

s: Synnemellisia aurantia 22,32 0,000 ORP/CRP s: Conioscypha pleiomorpha -10,34 0,005 OCN/CCN

s: Bahusakala longispora 22,28 0,000 ORP/CRP s: Monocillium dimorphosporum 9,64 0,006 OCN/CCN

s: Phialocephala humicola -22,15 0,000 ORP/CRP s: Bipolaris yamadae -9,90 0,007 OCN/CCN

s: Fusarium concentricum -22,10 0,000 ORP/CRP s: Myrmecridium schulzeri -11,48 0,008 OCN/CCN

s: Metarhizium marquandii -21,94 0,000 ORP/CRP s: Sarocladium implicatum -11,26 0,009 OCN/CCN

s: Mariannaea fusiformis 21,90 0,000 ORP/CRP s: Spegazzinia tessarthra -8,52 0,027 OCN/CCN

s: Stachybotrys aloeticola 21,79 0,000 ORP/CRP s: Marchandiomyces lignicola -9,70 0,032 OCN/CCN

s: Chrysosporium lobatum 21,68 0,000 ORP/CRP s: Trichoderma lixii -8,84 0,061 OCN/CCN

s: Xenasmatella christiansenii -21,59 0,000 ORP/CRP s: Geastrumia polystigmatis -8,63 0,064 OCN/CCN

s: Mortierella umbellata -21,57 0,000 ORP/CRP s: Aureobasidium pullulans -8,65 0,064 OCN/CCN

s: Acremonium furcatum 21,43 0,000 ORP/CRP s: Sarocladium bactrocephalum -8,14 0,082 OCN/CCN

s: Monocillium loricatum 21,36 0,000 ORP/CRP s: Phaeoisaria sedimenticola -8,14 0,082 OCN/CCN

s: Hamamotoa lignophila 21,31 0,000 ORP/CRP s: Acremonium roseolum 24,55 0,000 OCP/ccpP

s: Subramaniula obscura -21,17 0,000 ORP/CRP s: Aspergillus nomius -26,98 0,000 OCP/ccpP

s: Microdochium tainanense -20,88 0,000 ORP/CRP s: Marchandiomyces lignicola -23,01 0,000 OCP/ccpP

s: Talaromyces ucrainicus -20,86 0,000 ORP/CRP s: Myrmecridium schulzeri -22,99 0,000 OCP/ccpP

s: Chaetomium strumarium -20,25 0,000 ORP/CRP s: Epicoccum catenisporum 21,52 0,000 OCP/ccpP

s: Stagonospora bicolor -20,18 0,000 ORP/CRP s: Alfaria putrefolia 21,40 0,000 OCP/ccp

s: Apiotrichum dehoogii 11,17 0,000 ORP/CRP s: Geastrumia polystigmatis -9,25 0,000 OCP/ccP

s: Coniochaeta fasciculata 10,64 0,002 ORP/CRP s: Papiliotrema terrestris -8,22 0,002 OCP/ccP

s: Solicoccozyma phenolica 11,52 0,003 ORP/CRP s: Paraphaeosphaeria angularis -7,67 0,002 OCP/ccpP

s: Pseudocoleophoma bauhiniae 10,03 0,003 ORP/CRP s: Genolevuria armeniaca -7,45 0,004 OCP/CCP

s: Apiotrichum lignicola 11,27 0,003 ORP/CRP s: Sarocladium kiliense 7,77 0,008 OCP/CCP

s: Hyphoderma nudicephalum 8,33 0,004 ORP/CRP s: Preussia africana -6,56 0,022 OCP/ccpP

s: Bisifusarium dimerum 10,98 0,005 ORP/CRP s: Aspergillus brasiliensis -6,33 0,038 OCP/CCP



