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RESUMO

Efeito dos pesticidas na comunidade microbiana em solos com diferentes diversidades e
na rizosfera da soja

Com a demanda de associar a expansdo da produtividade agricola com a
preservacdo ambiental, abordagens que beneficiem os microrganismos do solo e sua
interacdo com as plantas vem recebendo atenc¢do crescente. No entanto, para explorar as
funcdes benéficas fornecidas pelo microbioma é necessario compreender como o
manejo agricola intensivo, que inclui o uso de pesticidas, pode alterar a comunidade
microbiana do solo e consequentemente aquelas associadas as plantas. Nesse cendrio, o
objetivo geral dessa tese foi avaliar o potencial efeitos de sete pesticidas na comunidade
microbiana de dois solos diferentes, e de dois fungicidas na comunidade fingica de solos
com diferentes niveis de diversidade microbiana, considerando que os efeitos variam ao
longo do periodo de incuba¢do. Também foi avaliado se os pesticidas de sementes tém o
potencial de modular a montagem do microbioma da rizosfera de soja. Para isso, foram
combinadas avaliagdes do potencial enzimatico do solo com métodos independentes de
cultivo, as quais permitiram acessar o perfil das comunidades microbianas, a
abundancia de genes especificos e a composicao da comunidade microbiana do solo e da
rizosfera. Como principais resultados da aplicacdo dos pesticidas em dois solos
diferentes, foi observado que as comunidades bacterianas do solo agricola foram mais
responsivas a aplicacdo dos fungicidas e herbicidas que as comunidades fingicas, em
contrapartida, no solo florestal os perfis das comunidades fungicas foram mais
suscetiveis a aplicacdo desses compostos que as comunidades bacterianas. No
experimento em que foi aplicado fungicidas em solos com diferentes niveis de
diversidade, a enzima (3-glicosidase foi alterada nos microcosmos menos diversos, ao
passo que ndo ficou evidente o efeito da diversidade microbiana na resposta das
comunidades fungicas, no entanto, foi possivel identificar taxons que tiveram a
abundancia alterada com a aplicacdo dos fungicidas. Em relacdo a influéncia dos
pesticidas utilizados no tratamento de sementes, as modificagcdes na diversidade 3 das
comunidades microbianas da rizosfera de soja foram observadas nos estagios iniciais de
desenvolvimento da planta e permaneceram até os 45 dias de desenvolvimento.
Também foram identificados taxons bacterianos associados a degradacao dos pesticidas
testados e a reducdo na abundancia de fungos relacionados com a simbiose
desempenhada por fungos micorrizicos arbusculares. De forma geral, as comunidades
bacterianas e fungicas do solo foram responsivas aos pesticidas aplicados, sendo que
essas respostas variaram com o tipo de solo, diversidade da comunidade microbiana e
tempo de incubac¢do. Os pesticidas utilizados no tratamento de sementes também
mostraram potencial em modificar a montagem das comunidades rizosféricas da soja ao
longo do desenvolvimento da planta.

Palavras-chave: Microbiologia do solo, Rizosfera, Biologia molecular, Defensivos
agricolas



ABSTRACT

Effect of pesticides on the microbial community in soils with different diversity
and on the soybean rhizosphere

With the demand to associate agricultural productivity expansion and
environmental preservation, approaches that benefit soil microorganisms and their
interaction with plants are receiving increasing attention. However, to explore the
beneficial functions provided by microorganisms, it is necessary to understand how
intensive agricultural management, which includes pesticide use, can alter the soil
microbial community and consequently those associated with plants. In this scenario,
the aims of this thesis were to evaluate the potential effects of seven pesticides on the
microbial community of two different soils, also of two fungicides on the fungal
community of soils with different levels of microbial diversity, considering that the
effects vary throughout the incubation period. Furthermore, we evaluated the potential
of seeds to modulate soybean rhizosphere assembly. To access the soil microbial
communities, we combine measurements of soil enzymatic potential with cultivation-
independent methods, which allowed us to access the microbial communities' profile,
the specific genes abundance, and the composition of the microbial community from soil
and rhizosphere. As major results of pesticide application in two different soils, we
observed that bacterial communities from agricultural soil were more responsive to
fungicides and herbicides than fungal communities, in contrast, in the forest soil, fungal
communities showed more response to those compounds than bacterial communities. In
the experiment in which fungicides were applied to soils with different levels of
diversity, the B-glucosidase enzyme revealed greater changes in the less diverse
microcosms, while the effect of microbial diversity on the response of fungal
communities was not evident, however, we identify some taxa which their abundance
was altered after fungicides application. Regarding the influence of pesticides used in
seed treatment, we observed changes in the {3 diversity of microbial communities in the
soybean rhizosphere in the early stages of plant development, which remained until 45
days. We also identified bacterial taxa associated with the degradation of the tested
pesticides and the reduction in the arbuscular mycorrhizal fungi. In general, soil
bacterial and fungal communities were responsive to applied pesticides, as well as
soybean rhizospheric communities were modified with seed treatment in which
pesticides were used.

Keywords: Soil microbiology, Rhizosphere, Molecular biology, Pesticides
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1. INTRODUCAO GERAL

Os ganhos de produtividade agricola necessarios para atender a demanda
crescente por alimentos vem sendo alcancados pela intensificacdo da agricultura,
incluindo o uso dos agroquimicos, fertilizantes sintéticos e pesticidas (Kopittke et al.,
2019; Oerke, 2006). No entanto, esses compostos sdo poluentes em potencial (Tang et
al, 2021), tornando desafiador combinar uma agricultura altamente produtiva com a
preservacdao do ambiente (Tscharntke et al, 2012). Portanto, abordagens mais
sustentaveis ambientalmente para correcdo da fertilidade do solo e controle de pragas
sdo necessarias para que o crescimento da producdo agricola ocorra paralelamente a
preservagdo ambiental (Timmusk et al., 2017).

Nos ultimos dez anos, especialmente com o avanco das tecnologias de
sequenciamento de DNA (Prosser, 2015; Sergaki et al., 2018), houve uma expansdo do
conhecimento das fung¢des essenciais desempenhadas pelos microrganismos as plantas
hospedeiras (Cordovez et al., 2019). Essa comunidade microbiana, também denominada
microbioma, é composto pelas bactérias, fungos, arquéias, oomicetos, virus e protistas
que proveem as plantas funcdes essenciais como aquisicio de nutrientes, protecao
contra patégenos e tolerancia a estresses bioticos e abioticos (Duran, P. et al. 2018).
Portanto, considerando os beneficios que os microrganismos conferem as plantas, as
solugdes com base no microbioma vem sendo propostas como uma nova plataforma
para a proxima revolucao verde (Jez et al, 2016), com o potencial de promover
ferramentas ambiental e economicamente sustentaveis que auxiliem na produtividade
agricola (Sergaki et al., 2018), reduzindo o incremento de agroquimicos.

Para explorar as fung¢des benéficas fornecidas pelo microbioma as plantas é
necessario compreender os mecanismos que direcionam os processos de montagem
dessas comunidades. Esses mecanismos envolvem as intera¢des com o hospedeiro, com
0s microrganismos, com o ambiente e a presenca de fatores abidticos (Trivedi et al,,
2020). Nesse processo as mudanc¢as no solo como o manejo intensivo a longo prazo
(Chen et al., 2019) ou agricultura organica (Hartmann et al., 2015) afetam a composi¢ao
do microbioma associado as raizes das plantas, j4 que o solo é uma fonte de
microrganismos para a rizosfera. Portanto, com o interesse crescente em utilizar

solugcdes baseadas no microbioma para promover a produtividade agricola (Chen et al,,
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2021), torna-se necessario mapear os efeitos das principais praticas de manejo na
estruturacao e funcionalidade das comunidades microbianas presentes no solo.

Estudos vem demonstrando modificagdes na estrutura das comunidades
microbianas ocasionados pelos fertilizantes quimicos (Huaihai Chen, 2019) e pesticidas
(Sim et al., 2022). Os pesticidas sdo aplicados em grandes areas para reduzir a infestacao
de pragas, vetores de doengas e patogenos, reduzindo dessa forma perdas de
produtividade e garantindo a qualidade da producdo (Rani et al., 2021). A aplicacdo
ocorre diretamente nas folhas, no tratamento de sementes ou diretamente no solo e
estima-se que da quantidade total dos pesticidas aplicados, cerca de 5% atingem os
organismos alvo, enquanto a quantidade restante atinge o solo e outros compartimentos
ambientais (Karpouzas et al., 2016; Meena et al., 2020).

Nesse cenario, estudos vem avaliando os possiveis efeitos dos pesticidas na
comunidade microbiana endofitica (Goriir e Akgiil, 2019; Katsoula et al.,, 2020), da
rizosfera (Li et.al, 2018) e do solo (Sim et al.,, 2022; Storck et al., 2018). No solo, tem sido
testados pesticidas de diferentes classes com base nos organismos alvo, como herbicidas
(Dennis et al., 2018), inseticidas (Garg et al.,, 2021) e fungicidas (Han et al., 2021). Os
efeitos adversos dos pesticidas incluem modificagdes no potencial enzimatico do solo
(Riah-Anglet et al., 2015; Wotejko et al., 2020), na comunidade envolvida no ciclo do
nitrogénio (Feld et al, 2015; Sim et al, 2022), modificagbes que podem ser ou ndo
transitérias. A toxicidade dos pesticidas aos microrganismos do solo é influenciada
também pelas propriedades fisico-quimicas do solo, pela dose aplicada, pela frequéncia
de aplicacdo e pelo tempo de incubacdo (Sim et al, 2022). Portanto, é importante
considerar esses parametros na avaliacdo dos potenciais efeitos adversos que os
pesticidas podem causar nos microrganismos do solo.

Além do interesse de compreender os efeitos dos pesticidas na comunidade
microbiana do solo, trabalhos de revisao recentes tém levantado questdes dos possiveis
efeitos adversos que os pesticidas usados no tratamento de sementes podem ocasionar
no microbioma presente nessas sementes (Ayesha et al,, 2021; Lamichhane et al,, 2020).
O tratamento de sementes, composto principalmente por fungicidas e inseticidas, é
necessario para o manejo de doencas que podem se instalar durante a germinacdo e
primeiros dias das plantulas (White e Hoppin, 2004). Como esses compostos nao sao
espécie-especificos, hd preocupacdo em que atinjam principalmente os fungos, pois

comprovadamente existe uma grande diversidade de fungos endofiticos nas sementes
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(Kinge et al., 2019). Esses microrganismos endofiticos possivelmente apresentam um
papel no crescimento e germinagdo das plantulas, além de servir como uma importante
fonte de microrganismos, transmitida verticalmente para as proximas geracoes (Ayesha
et al, 2021). Estudos que avaliaram os possiveis efeitos do tratamento de sementes com
fungicidas nessa comunidade microbiana reportaram redu¢do da carga de endofiticos
em 60% (Lugtenberg et al, 2016) e reducdo na transmissdo vertical de bactérias
endofiticas em plantulas germinadas (Chynoweth et al., 2012). No entanto, os estudos
dos possiveis efeitos dos pesticidas de sementes na montagem do microbioma da
rizosfera sdo escassos, por exemplo, Li et.al, (2018) ndo observaram efeitos prejudiciais
na comunidade da rizosfera de trigo apds o tratamento das sementes com inseticidas
neocotindides, enquanto um estudo que investigou os efeitos do tratamento de
sementes com uma mistura de inseticida e fungicidas encontrou altera¢des na estrutura
da comunidade da rizosfera de milho e soja (Nettles et al., 2016).

Considerando esse cenario em que ha uma busca crescente em promover a
associacdo dos microrganismos com as plantas, torna-se necessario mensurar o0s
possiveis efeitos dos pesticidas na microbiota do solo e das plantas para que uso desses
compostos seja compativel com manutencdo das comunidades microbianas nativas e
com o uso das solu¢des baseadas em microrganismos. A presente tese esta inserida
nesse contexto, primeiro avaliando os efeitos de sete pesticidas nas comunidades
microbianas de dois tipos de solo ao longo do tempo, segundo avaliando o efeito de dois
fungicidas em comunidades flngicas de solos com diferentes niveis de diversidade e
terceiro avaliando o efeito dos pesticidas de sementes na montagem da comunidade

microbiana da rizosfera da soja.

1.1. Objetivo da tese

O objetivo da tese foi avaliar o potencial efeito de pesticidas na comunidade
microbiana do solo, considerando que os efeitos variam ao longo do periodo de
incubacao, do histérico de uso do solo, estrutura da comunidade microbiana do solo e
que os pesticidas de sementes tém o potencial de modular a montagem do microbioma
da rizosfera. Para isso, foram combinadas metodologias que avaliaram os bioindicadores

presentes no solo com técnicas independentes de cultivo que permitiram acessar a
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dindmica das comunidades microbianas, a abundancia de genes especificos e o perfil

taxondmico da comunidade microbiana do solo e da rizosfera.

1.2. Organizagao da tese

A tese é composta pela introducdo geral e trés capitulos com os resultados
obtidos ao longo do desenvolvimento da tese. O objetivo da introduc¢ao geral foi
contextualizar o tema da tese e apresentar os objetivos principais de cada um dos trés
capitulos que contém os resultados dos experimentos desenvolvidos. No capitulo 2
foram avaliados os possiveis efeitos de sete pesticidas em comunidades bacterianas e
fangicas presentes em microcosmos de solo agricola e de solo florestal, em aplicagdo
unica e repetida. Os objetivos desse capitulo foram avaliar se comunidades microbianas
de solos com diferentes histéricos de uso também apresentam respostas distintas apés a
aplicacao de pesticidas e se essas respostas sao alteradas ap0s a aplicacao repetida. No
capitulo 3, o objetivo continuou sendo comparar a resposta de solos distintos a
aplicacdo de pesticidas, porém nesse experimento a composicdo da comunidade
microbiana foi alterada pelo método de “diluicdo para extincdo”. Nesse capitulo o foco
foi dado na resposta da comunidade fungica a aplicagdo de fungicidas para testar a
hipotese que comunidades flngicas de solos menos diversos sdo mais suscetiveis a
modificacoes ocasionadas pelos fungicidas aplicados. O capitulo 4 teve por objetivo
avaliar os potenciais efeitos de trés tratamentos de sementes compostos por fungicidas
e inseticidas sobre as comunidades fungicas e bacterianas associadas a rizosfera da soja,
avaliada em quatro estagios de desenvolvimento da planta. Esse capitulo teve como um
objetivo principal na tese de avaliar se os tratamentos aplicados no momento do plantio

podem modular a montagem do microbioma das plantas.
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2 AVALIACAO DOS POTENCIAIS EFEITOS DA APLICACAO REPETIDA DE
PESTICIDAS NA MICROBIOTA DE SOLOS COM DIFERENTES HISTORICOS DE
UsoO

Resumo

A microbiota de solos com diferentes histéricos de uso é distinta, e podem
apresentar diferencas na susceptibilidade a estresses, como o causado pelo contato com
moléculas xenobidticas. Na agricultura, entre os compostos aplicados durante o cultivo
estdo os pesticidas, os quais auxiliam no controle pragas, patégenos e plantas invasoras,
mas que podem também, ao entrar em contato com o solo, causar efeitos adversos na
microbiota. Nesse trabalho foram investigados os efeitos dos sete pesticidas das trés
classes principais (herbicidas, inseticidas e fungicidas) em solos com e sem o historico
de manejo agricola, avaliando os efeitos com aplicagdo unica e repetida, em
experimentos de microcosmos. Para acessar modificagdes na comunidade microbiana
foram empregadas a mensuracdao do potencial enzimatico do solo, a quantificagdo dos
genes associados a fosfatase alcalina (phoD), fixacdo de nitrogénio (nifH), o gene
marcador filogenético para bactérias (16S rRNA) e para ofungos (espacador intergénico-
ITS). Também foi empregada a técnica de polimorfismo do comprimento do fragmento
de restri¢do terminal (T-RFLP) das comunidades bacterianas e fingicas para mensurar
os efeitos sobre o perfil dessas comunidades. Os pesticidas ocasionaram modificacdes na
estrutura das comunidades do solo e geraram alteracdes nos demais parametros
avaliados para os dois solos testados. Foi encontrado que as trés classes de pesticidas
causaram alteracdes nos perfis das comunidades bacterianas e fungicas, sendo que as
comunidades bacterianas do solo agricola foram mais responsivas a aplicagdo dos
fungicidas e herbicidas e as comunidades fuingicas do solo florestal foram mais
suscetiveis a aplicacdo dessas classes de pesticidas. O potencial enzimatico do solo
florestal, assim como a quantificacdo do gene phoD, foram mais alterados nesse tipo de
solo que no solo agricola. Esses resultados mostram a importancia de considerar as
diferentes classes de pesticidas, independente do seu mecanismo de a¢do alvo, assim
como a importancia de investigar os seus possiveis efeitos tanto nas comunidades
bacterianas quanto fungicas de diferentes solos para compreender seu real efeito sobre
a comunidade microbiana do solo.

Palavras-chave: qPCR, TRFL-P, Comunidade bacteriana, Comunidade fangica, Solo
agricola e Solo florestal

Abstract

Microbiota from soils with different history of use are distinct, and may present
differences in susceptibility to stresses, such as those caused by contact with xenobiotic
molecules. In agriculture, among the compounds applied during cultivation are
pesticides, which help to control pests, pathogens, and invasive plants, but which can
also, when in contact with soil, cause adverse effects on the microbiota. In this work, the
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effects of seven pesticides of the three main classes (herbicides, insecticides, and
fungicides) on soils with and without a history of agricultural management were
investigated, the effects with single and repeated application in microcosm experiments
were evaluated. To access changes in the microbial community, soil enzymatic potential
was measured, genes associated with alkaline phosphatase (phoD), nitrogen fixation
(nifH), the phylogenetic marker gene for bacteria (16S rRNA), and fungi (intergenic
spacer-ITS) were quantified. The technique of terminal restriction fragment length
polymorphism (T-RFLP) of bacterial and fungal communities was also used to measure
the effects of pesticides on the profile of these communities. The pesticides caused
changes in the structure of the soil communities profile and generated changes in the
other parameters evaluated for the two tested soils. It was found that the three classes
of pesticides caused changes in the profiles of bacterial and fungal communities, with
bacterial communities in agricultural soil being more responsive to the application of
fungicides and herbicides and fungal communities in forest soil being more susceptible
to the application of these classes of pesticides. The enzymatic potential of forest soil, as
well as the quantification of the phoD gene, were more modified in forest soil than in
agricultural soil. These results show the importance of considering the different classes
of pesticides regardless of their target mechanism, as well as the importance of
investigating their effects on both bacterial and fungal communities in different soils to
understand their substantial effect on the soil microbial community.

Keywords: qPCR, TRFL-P, Bacterial community, Fungal community, Agricultural soil, and
Forest soil.

2.1 Introdugado

As comunidades microbianas edaficas sdo sensiveis as mudancas de uso do solo,
alteracbes em temperatura, incremento de fertilizantes inorganicos, dentre outros
fatores derivados do manejo agricola (Allison e Martiny, 2008). Os estudos indicam que
o retorno dessas comunidades a estagios iniciais de composicdo e funcionalidade apds
alteracOes causadas pode ser bastante demorado e ocorrer de forma restrita (Shade et
al,, 2012). Estes efeitos podem intensificar as alteragdes quando os disttrbios aplicados
sdo repetidos ao longo do tempo, como, por exemplo, nas praticas utilizadas no manejo
agricola (Lammel et al., 2021). Dessa forma, as comunidades assumem diferentes
trajetorias e atingem estados alternativos de estabilidade, diferenciando da comunidade
inicial pré-distirbio. Portanto, solos com diferentes historicos de uso, possuem
comunidades microbianas distintas, as quais podem apresentar diferentes niveis de
suscetibilidade quando submetidas a estresses, como, por exemplo, no contato com
compostos xenobidticos.

Os pesticidas aplicados para o controle de pragas e patdgenos em cultivos

agricolas possuem o potencial de ocasionar efeitos adversos em comunidades
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microbianas ndo alvo presentes no solo (Streletskii et al,, 2022). No entanto, os efeitos
podem variar conforme a concentracdo aplicada, frequéncia da aplicacio e com as
condi¢cdes inerentes do solo como a quantidade de carbono e as caracteristicas fisicas
(Murugan, 2013).

Além das variagdes que podem ocorrer devido as caracteristicas inerentes do
solo, a dindmica da microbiota do solo também sofre mudancas apdés a exposicao
repetida a esses compostos. Dessa forma, aplicacdes repetidas tém sido testadas para
investigar como a comunidade microbiana se altera frente a esses disturbios (Allegrini
et al, 2017; Fang et al, 2015; Wang et al., 2020; Zhang et al., 2016). Para alguns
pesticidas, as exposicdes repetidas da microbiota do solo aceleram o processo de
degradacao das moléculas, porque que as comunidades aptas a degradarem essas
moléculas sdo enriquecidas ao longo dos ciclos de exposicao (Han et al,, 2021). Porém,
para outros pesticidas a degradacao é reduzida, provavelmente ocasionado pela situacao
oposta, onde ha inibi¢do de grupos microbianos, dentre os quais pode haver possiveis
degradadores (Fang et al., 2016).

Os pesticidas sao divididos em classes e entre elas estdo os herbicidas,
fungicidas e inseticidas. No Brasil, os pesticidas classificados como os mais
comercializados entre 2009 e 2020 estdo o herbicida glifosato (1 2 colocac¢do), o
herbicida 2,4-D (22 colocacdo), o fungicida macozebe (42 colocacdo), o inseticida acefato
(62 colocacdo), o inseticida imidacloprida (102 colocacdo) e o fungicida carbendazim
(142 colocagao) (IBAMA, 2022), sendo que esses pesticidas e o cadusafos, inseticida e
nematicida, foram escolhidos para serem avaliados no presente trabalho.

Os herbicidas sao utilizados no controle de plantas nao desejadas que se
desenvolvem em conjunto com as espécies cultivadas, prejudicando a produtividade e
interferindo na colheita (Kortekamp, 2011). O glifosato ([N-fosfonometil] glicina) é um
herbicida organofosforado de amplo espectro, que atua inibindo a enzima ESPS (5-
enolpiruvilshiquimato-3-fosfato sintase), a qual participa da via biossintética de
aminoacidos aromaticos necessarios para a sobrevivéncia das plantas (Liu et al., 2018).
0 efeito do glifosato sobre a diversidade da comunidade microbiana do solo foi estudado
em experimentos de microcosmos e os resultados apontaram para uma auséncia de
efeitos na comunidade microbiana em solo com histérico de aplicacao desse herbicida

(Dennis et al., 2018), esse mesmo estudo indicou a importancia de testar o glifosato em
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solos sem o historico de aplicagdo da molécula. Em relagdo ao 2,4-D, esse herbicida é
uma auxina sintética com acdo sistémica e seletiva que atua no controle de plantas
daninhas de folhas largas (Kumar et al., 2014). Esse herbicida aumenta a sintese de
etileno causando uma divisao celular descontrolada que danifica as células vegetais. Um
estudo que avaliou possiveis modificacdes ocasionados por esse herbicida na
comunidade bacteriana do solo verificou uma modificacdo na composicdo dessa
comunidade ap6s a aplicacao do 2,4-D, a qual se reestabeleceu apds trés semanas da
aplicagdo (Moretto et al., 2018).

Os inseticidas sao utilizados na agricultura para controlar os insetos-praga
(Stephenson et al., 2006) que representam uma das principais causas de perda de
produtividade agricola. O inseticida e acaricida organofosforado acefato (O,S-dimetil
acetilforamidotioato) tem uso via aplicacdo foliar (Chai et al., 2010), com a¢ao de amplo
espectro, inibindo a acetilcolinesterase (AChE) em insetos (Lin et al.,, 2022). Trabalhos
que avaliam a influéncia dessa molécula sobre a comunidade microbiana edafica se
concentram prioritariamente em identificar ou testar microrganismos capazes de
degradar essa molécula (Lin et al, 2022; Singh et al., 2020), portanto, estudos que
avaliam seu potencial efeito na comunidade microbiana total do solo sao escassos. O
imidacloprida (1-(6-cloro-3-piridilmetil) -N-nitroimidazolidin-2-ilidenoamina) é um
inseticida neonicotinéide aplicado diretamente nas folhas possuindo acdo sistémica,
atuando na competicdo com o receptor nicotinico de acetilcolina neural (nAChR),
alterando dessa forma o sistema nervoso central de insetos (Garg et al., 2021). Estudos
reportaram respostas de inibicdo da atividade microbiana apés aplicacio do
imidaclorida, evidenciadas pela diminuicdo da atividade de enzimas presentes no solo,
bem como a redugdo de microrganismos suscetiveis, reducao da abundancia e aumento
da diversidade (Cycon et al., 2013; Garg et al., 2021; Mahapatra et al., 2017). O inseticida
e nematicida cadusafos (0-etil, S,S bis (1-metilpropil) é um organofosforado comumente
aplicado diretamente no solo, tem acdo de amplo espectro inibindo a colinesterase
interferindo no sistema nervoso central dos organismos alvos (Kookana et al., 2014).
Trabalhos que avaliaram o efeito do cadusafos em comunidades microbianas do solo
encontraram modificagdes no perfil de consumo de fontes de carbono apés a exposicao a
esse pesticida (Fouché etal., 2017).

Os fungicidas tém a fun¢do de prevenir e suprimir a presenca de fungos

patogénicos, bem como estruturas flngicas em cultivos agricolas. O mancozebe
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(polimero de etileno [bis] ditiocarbamato de manganés complexado com sal de zinco) é
um fungicida carbamato de contato, ndo sistémico e de amplo espectro, que atua na
interrupcdo do metabolismo lipidico de fungos. Esse fungicida foi reportado alterando
indicadores do ciclo de nitrogénio no solo (Cernohlévkové et al, 2009; Feld et al,, 2015;
Walia et al., 2014). Enquanto o carbendazim (metil benzimidazol-2-yl carbamato),
fungicida benzimidazol (Han et al, 2019), que pode ser aplicado diretamente nas
sementes e folhas, tem sido relacionado com a reducao da atividade de enzimas do solo
(Shao e Zhang, 2017; Yan et al., 2011), modificagdes na estruturacdo da comunidade
bacteriana (Wang et al., 2020) e ao acréscimo na abundancia de genes de resisténcia a
antibioticos em comunidades microbianas que tiveram contato com esse fungicida (Song
et al., 2022; Zhang et al,, 2020). O carbendazim é um fungicida sistémico com atividade
protetora e curativa que atua inibindo a divisao celular em fungos.

Considerando os efeitos adversos relatados dos pesticidas que estao entre os
mais comercializados no Brasil, é importante investigar os efeitos dos pesticidas em
solos brasileiros com diferentes histéricos de uso, ponderando que solos com diferentes
histéricos podem influenciar na dinamica da comunidade microbiana quando em
contato com essas moléculas. Além dessa abordagem, aplica¢gdes repetidas podem
trazer informagdes de como as comunidades microbianas desses solos se estruturam
ap6s a aplicacdo repetida, sendo que a avaliacdo de como a comunidade microbiana
responde a estresses multiplos é importante para fornecer informacdes sobre o
desempenho da comunidade de cada um dos sistemas e como essas fungdes podem ser
recuperadas apos possiveis disturbios (Neal et al., 2021).

Nesse contexto, o presente estudo desenvolveu um experimento em microcosmos
para avaliar os possiveis efeitos da aplicacdo de 7 pesticidas agricolas amplamente
utilizados no Brasil em comunidades bacterianas e fingicas presentes em solo florestal e
solo agricola, em aplicacdo Unica e repetida. Os objetivos foram: 1) avaliar se ha
diferencas na resposta devido a aplicacdo de pesticidas entre solos diferentes histéricos
de uso; e 2) avaliar se os pesticidas escolhidos ocasionam as modifica¢des significativas
nos parametros avaliados para as comunidades fungicas e bacterianas de microcosmos
de solos agricola e florestal. A hipotese é que solos sem histérico de manejo (solo
florestal) seriam mais suscetiveis, apresentando modificacdes significativas na dindmica

da comunidade bacteriana e fingica com a aplicacdo dos pesticidas comparados com o
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solo agricola, onde a comunidade foi submetida previamente a diferentes praticas de

manejo, que incluiu o uso de pesticidas.

2.2 Metodologia

2.21 Amostragem do solo

As amostras de solo foram coletadas a uma profundidade de 0 a 10 cm em uma
area agricola (22°43'05.0”"S 47°36'55.5"W) e uma area de remanescente florestal
(22°42'56.7"S 47°36' 49.7"W), ambas localizadas na Escola Superior de Agricultura
“Luiz de Queiroz” da Universidade de Sao Paulo (ESALQ-USP) Piracicaba, Brasil. As
amostras foram transportadas para o Departamento de Ciéncia do Solo (ESALQ-USP),
onde foram submetidas a caracterizagdo quimica e fisica e encaminhadas para analise de
residuos de pesticidas. Ambos os solos foram classificados como Latossolo Vermelho-
Amarelo distréfico tipico e os parametros quimicos e fisicos estdo apresentados na
tabela 1. Em relagdo a analise de residuos de pesticidas, apenas o fungicida carbendazim
foi detectado em solo agricola.

Tabela 1. Parametros quimicos e fisicos dos solos utilizados para a montagem dos experimentos em
microcosmos.

Parametros Quimicos Solo florestal Solo agricola

pH CaCl2 4,6 5,4

M.0. Colorimétrica g.dm-3 45 18

K Resina mmolc.dm-3 1,3 1,5

Ca Resina mmolc.dm-3 20 21

Mg Resina mmolc.dm-3 7 11

H+Al SMP mmolc.dm-3 52 20

SB mmolc.dm-3 28,3 33,5

CTC mmolc.dm-3 80,3 53,5

V (%) 35 63,5

P Resina mg.dm-3 9 21

Parametros Fisicos Solo florestal Solo agricola

AT gkg-! 723 790

Silte g kg-* 126 35

Argila (c/ disp) g kg-* 151 176

Classe de Textura md-ar md-ar
2.2.2 Experimento em microcosmos

As amostras coletadas foram tamisadas em peneira de 2 mm para

homogeneizacdo do solo, sendo que 80 g do solo peneirado foram acondicionados em
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recipientes acrilicos com capacidade total de 150 mL. A capacidade de reteng¢do de agua
foi ajustada para 60% para cada microcosmo e em seguida foram parcialmente fechados
para permitir a troca gasosa. Os microcosmos foram incubados a 28 °C por 15 dias antes
da aplicac¢do dos tratamentos para permitir a recuperacao das comunidades microbianas
de distarbios fisicos (Figura 1). Os microcosmos compostos pelo solo florestal e agricola
receberam, separadamente, 7 tratamentos na formulacdo comercial, como apresentado
na tabela 2, sendo que a agua esterilizada foi adicionada ao tratamento controle. Cada
tratamento apresentou 3 repeti¢des, sendo arranjado em um delineamento de blocos
casualizados. Os pesticidas foram aplicados na dose correspondente a dose maxima
recomendada para os usos comerciais. Para este calculo, foi calculada a area de
superficie exposta do recipiente 25,102 m2 e com este valor foi feita uma conversao
direta com dose por hectare recomendada pela formulagdo comercial. Todos os
microcosmos foram incubados no escuro a 28 °C e amostrados destrutivamente aos 3 e
7 dias apo6s a primeira aplicacao. Uma segunda aplicacao dos tratamentos foi feita aos 7
dias de incuba¢do e uma amostragem foi realizada ap6s 3 dias. Para cada coleta, uma
subamostra de 1 g de solo foi armazenada a -20 °C para posterior extracdo de DNA, e o
solo restante de cada microcosmo foi mantido a 4 °C por 2 dias até a determinagdo das

enzimas.

Aplicacao

Area florestal (ESALQ-USP)

Amostragem

Amostragem
e 22 aplicagdo

Amostragem
(22Aplicagao-
3 dias)

28°C-escuro, amostragem destrutiva

* 2 solos: agricola e florestal
* 8 tratamentos: controle, carbendazim,
mancozebe, glifosato, 2,4-D, acefato, cadusafos e
imidacloprida
* 3 amostragens
* 3repeticoes
Total: 144 amostras

Figura 1. Imagens da area de coleta de solo, experimento e delineamento experimental
empregados nesse capitulo
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Tabela 2. Concentracdo e dose recomendada para cada composto ativo e o seu correspondente comercial.

. . Concentracio do Dose

Composto ativo Correspondente comercial .
composto ativo recomendada

Carbendazim! Carbendazim Nortox® 50% (m/v) 500 mL/ha
Mancozebe! Dithane NT®, Dow AgroSciences 80% (m/m) 5000 g/ha
2,4-D2 DMA 806 BR®, Dow AgroSciences 80,6% (m/v) 3,51/ha
Glifosato? Preciso®, Consagro 74,7% (m/m) 3500 g/ha
Acefato3 Perito 970 SG®, UPL 97% (m/m) 600 g/ha
Cadusafos3# Rugby® 200 CS, FMC 20% (m/v) 151/ha
Imidacloprida®  Evidence 700 WG®, Bayer 70% (m/m) 400 g/ha

Legenda: Classe de pesticida: 'Fungicida, 2Herbicida, 3Inseticida e “Nematicida.

2.2.3 Determinacdo do potencial enzimatico

As enzimas que tiveram a sua atividade potencial determinada foram a
arilsulfatase, que indica o potencial de disponibilidade de sulfato da matéria organica
(Tabatabai e Bremner, 1970), a fosfatase acida, que participa na disponibilidade de
fé6sforo (Tabatabai e Bremner, 1969), e B-glicosidase, envolvida na degradagdo da
matéria organica (Eivazi e Tabatabai, 1988). Em suma, 1 g de amostra de solo foi
incubada com o substrato especifico por 1 hora a 37 °C, apds este periodo de incubacao,
a cor produzida pelas amostras foi medida através de um espectrofotometro a 410 nm
de absorbancia, e a determinacdo do p- nitrofenol consumido ocorreu através de uma
comparag¢ao com uma curva padrao com as seguintes concentracdes desse composto: 0,
10, 20, 30, 40 e 50 pg de p-nitrofenol mL-1. A atividade potencial dessas enzimas foi
expressa em pg p-nitrofenol h-1 g1 solo seco. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al, 2014) no ambiente R 3.6.1 onde a
variabilidade dos dados foi medida por ANOVA e para a comparacgao entre as médias foi

feita com o Teste de Tukey a 5%.

2.2.4 PCR quantitativo (qPCR)

O DNA total das amostras foi isolado utilizado o kit comercial DNeasy
PowerSoil® kit (Qiagen, Hilden, Germany) seguindo as recomendacdes do fabricante e
em seguida foram armazenadas a -20 °C até serem submetidas a quantificacdo dos genes
de interesse foram realizados por meio da técnica de PCR em tempo real. Os genes

associados a fosfatase alcalina (phoD) foram amplificados utilizando os
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oligonucleotideos ALPS-F730: (5'-CAGTGGGACGACCACGAGGT-3"); ALPS-R1101: (5'-
GAGGCCGATCGGCATGTCG-3") (Sakurai et al., 2008), o gene relacionado a fixacdo de
nitrogénio (nifH) foi amplificado utilizando os oligonucleotideos FGHP19F (5'-
ACGGCAARGGTGGNATHG-3") e POLR (5'-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3"), bem como o
gene marcador de filogenético para bactérias (16S rRNA) utilizando os
oligonucleotideos P1F (5'-CCTACGGGAGGCAGCAG-3") e P2r (5'-ATTACCGCGGCTGCTGG-
3') para amplificar a regido (Mckinney et al, 2018) e o para quantificacio da
comunidade fungica foi amplificado a regido espagadora intergénica (ITS) utilizando os
oligonucleotideos ITS1F (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e 5.8SR (5'-
CGCTGCGTTCTTCAT CG-3") (Heuer H. et al,, 1997). Cada reagdo teve um volume final de
20 pl contendo 10 pl de SYBR® green PCR Master Mix (2x Applied Biosystems®) 0,5 pl de
BSA (albumina sérica bovina - 10 mg mL-1), 1 ul de cada oligonucleotideo (100 pmol) e 1
ul da amostra de DNA (20 ng). As reacdes foram realizadas no Sistema StepOne Real-
Time PCR (Applied Biosystems®). Reac¢des duplicadas foram realizadas para cada
amostra de DNA e os controles negativos (livres de DNA) foram incluidos em cada
corrida. A andlise da curva de fusao ap6s cada reacdo confirmou a especificidade dos
produtos. As curvas padrdo foram geradas usando diluicoes em série de dez vezes do
vetor pGEM-T Easy (Promega®) contendo um fragmento amplificado por PCR do gene
alvo. A eficiéncia da reacao (E) foi determinada com a equagdo:=[10(-1/slope)1], e as
copias dos genes (g solol) foram expressas em Logio. As andlises estatisticas foram
realizadas utilizando o pacote ExpDes.pt (Ferreira et al.,, 2014) no ambiente R 3.6.1 onde
a variabilidade dos dados foi medida por ANOVA e a comparagdo entre as médias foi

feita com o Teste de Tukey a 5%.

2.2.5 Analise de TRFL-P e processamento dos dados

Para analisar acessar a dinamica da comunidade bacteriana e fingica presentes
nas amostras, foi utilizada a técnica de polimorfismo do comprimento do fragmento de
restricdao terminal (T-RFLP). Primeiramente, o gene 16S rRNA e a regido ITS de fungos
foram amplificados separadamente por PCR (reagao em cadeia da polimerase). Para
amplificacilo do 16S rRNA foram utilizados os primers 8F (5'-

AGAGTTTGATCMTGGCTCAG-3") marcados com 6-carboxifluoresceina (6-FAM) na
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extremidade 5’, e 926R (5'-CCGTCAATTCCTTTRAGTTT-3"). Para a regido ITS foram
aplicados 0s primers ITS1F-(5'-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3") com 6-
carboxifluoresceina (6-FAM) na extremidade 5, e ITS4R-(5'-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (Avis et al.,, 2006) e os produtos de PCR gerados foram
verificados em gel de agarose a 1,5% (p/v). Aliquotas de 10 pl dos produtos de PCR
foram digeridos usando as enzimas de restricdo Hhal (10 U/ul) e Hhalll (10 U/ul) para
os produtos amplificados de 16S rRNA da regido ITS, respectivamente. Apds a reagdo de
restricdo, os produtos amplificados foram submetidos a reagdo de precipitacdo com a
adicao de 2 pl de acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) com concentragdo de 125
mM, 2 pl de acetato de sodio (3 M) e 50 pl de etanol etilico 90% seguido por
centrifugacdo a 4000 rpm por 30 minutos a 4 °C. O produto precipitado foi lavado com
alcool etilico a 70% a 4 °C e o excesso de alcool das placas foi seco em temperatura
ambiente. Posteriormente as amostras foram ressuspendidas em 9,5 pul de Formamida
Hi-Di™, 0,5 pl de GeneScan™ 1200 Liz™ dye e foram submetidos a leitura no
sequenciador automatico Abi Prism® 3500 Genetic Analyser, Applied Biosystems®. As
informacgdes de intensidade e o comprimento dos fragmentos de restri¢des terminais (T-

RFs) foram determinados pelo software GeneMapper® v.4.1 (Applied Biosystems).

2.2.6 Analises estatistica dos dados

O processamento dos dados brutos obtidos pelo software GeneMapper® v.4.1
(Applied  Biosystems) foi  realizado  utilizando o  programa = T-REX

(http://trex.biohpc.org/) (Culman et al, 2009). Na primeira etapa do processamento

dos dados, os ruidos dos picos foram filtrados utilizando como base o desvio padrdo da
altura dos picos. Em seguida, foi realizado o alinhamento e agrupamento dos picos dos
T-RFs arredondando os valores dos T-RFs para o nimero inteiro mais préximo. Por
ualtimo, as matrizes finais com as alturas dos T-RFs foram normalizadas dividindo o valor
de altura total dentro de cada amostra e os picos que apresentaram uma abundancia
maior que 1% foram retidos. As andlises de a-diversidade e [-diversidade das
comunidades bacterianas e fingicas foram realizadas a partir das matrizes com alturas
dos T-RFs.

As métricas de a-diversidade determinadas foram a diversidade com base no

indice de Shannon (H"), a riqueza de espécies e a equitabilidade de espécies. O indice H'e
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a riqueza, foram calculadas por meio da fun¢ao diversity do pacote vegan (Oksanen et al.,
2020), enquanto a métrica equitabilidade foi obtida dividindo-se o indice H" pelo
logaritmo natural da riqueza de espécies. Para determinar as possiveis diferencas
estatisticas nestas métricas entre os tratamentos foi utilizado primeiramente a ANOVA
(one-way) (a=0,05) e ap6s a verificacdo das suposicoes de normalidade e
homoscedasticidade foi realizado as comparag¢des pareadas utilizando o HSD de Tukey
(a=0,05).

Nas analises de B-diversidade, para determinar as diferencas entre comunidades
microbianas sob influéncia dos pesticidas, foram utilizadas fun¢des do pacote vegan
(Oksanen et al,, 2020). Primeiramente, as dissimilaridades de Bray-Curtis aos pares
foram calculadas por meio da funcao metaMDS. Os graficos de NMDS (escalonamento
multidimensional ndo métrico) foram gerados primeiramente utilizando a funcdo
ordiplot, que prepara o grafico de ordenamento, em seguida a fung¢do auxiliar sites.long
do pacote BiodiversityR (Kindt, 2022) foi aplicada para extrair as informagdes obtidas
com a fungao ordiplot. As representagdes em NMDS foram entdo finalizadas utilizando o
pacote ggplot2 (Wickham H, 2016).

As funcdes do pacote vegan (Oksanen et al, 2020) também foram utilizadas
para determinar as diferencas potenciais na estrutura das comunidades microbianas
ap6s a aplicacdo dos pesticidas. Primeiramente, a fun¢do betadisper foi utilizada para
verificar a homogeneidade das variancias por meio da andlise de PERMIDISP (Analises
Multivariadas Permutacionais de dispersao) de todos os resultados da PERMANOVA
(Andlise de Variancia Permutacional Multivariada). O PERMIDISP teve por objetivo
testar a homogeneidade das dispersoes dos grupos. Apos a verificagdo, a andlises de
PERMANOVA foram realizadas com base nas dissimilaridades de Bray-Curtis usando a
funcao adonis. Para determinar quais pesticidas ocasionaram um impacto maior na
estruturacao das comunidades microbianas dentro de cada classe de pesticida, os dados
de dissimilaridade de Bray-Curtis foram utilizados para calcular a distancia entre os
centroides das comunidades tratadas e das comunidades controle. A visualizacao desses

dados foi feita por grafico de linhas utilizando o pacote ggplot2.
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2.3 Resultados

2.3.1 Potencial enzimatico do solo

Foram observadas variacoes nas atividades potenciais das trés enzimas do solo
avaliadas: B-glicosidade, arilsulfatase e fosfatase acida, apos a aplicacdao dos diferentes
pesticidas ao longo do experimento. Em relagao aos resultados do potencial enzimatico
da enzima B-glicosidase, na amostragem 1 os microcosmos de solo florestal que
receberam a aplicagdo do fungicida mancozebe apresentaram uma atividade enzimatica
elevada em comparag¢ao aos microcosmos controle. Na amostragem 3, os microcosmos
de solo agricola que receberam a aplicacao do fungicida carbendazim apresentaram os
valores mais altos de atividade (38,12 pg p-nitrofenol h-1 g1) em comparacdo ao
controle (30,36 pg p-nitrofenol h-l g1) (Figura S1 A). Nessa mesma amostragem,
microcosmos de solo florestal tratados com o inseticida imidacloprida apresentaram um
aumento significativo (34,14 pg p-nitrofenol h-1 g1) na atividade potencial da f-
glicosidase em comparacdo ao controle (28,41 pg p-nitrofenol h-1 g-1) (Figura S1 A).

Avaliando o potencial de atividade da enzima arilsulfatase, na amostragem 1, o
microcosmo de solo de florestal que recebeu o inseticida acefato teve um acréscimo nos
valores dessa enzima (105,37 pg p-nitrofenol h-1 g'1) em relacao ao controle (78,42 ug p-
nitrofenol h-1 g1) (Figura S1 B). Na amostragem 2, os valores para a atividade da
arilsulfatase foram inferiores para os microcosmos de solo florestal que receberam a
aplicacdo dos inseticidas acefato (65,75 pg p-nitrofenol h-1 g-1) e cadusafos (82,54 pg p-
nitrofenol h-1 g-1) em comparacao ao tratamento controle (107,48 pg p-nitrofenol h-1 g-1)
(Figura S1 B).

O potencial de atividade da fosfatase acida apresentou diferencas significativas na
segunda amostragem, quando os microcosmos de solo florestal tratados com o inseticida
acefato apresentaram uma reducao da atividade dessa enzima (369,99 ug p-nitrofenol h-

1 g-1) em comparagao com o tratamento controle (Figura S1 C).

2.3.2 PCR quantitativo (qPCR)

Foram quantificados os genes marcadores 16S rRNA, ITS, nifH e phoD, sendo que

os resultados dos genes nifH e phoD foram analisados e apresentados em valores de
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razdo com o gene 16S rRNA visando analisar a proporcao desses genes em relacao a
comunidade bacteriana total quantificada pelo gene 16S rRNA.

Nas comunidades bacterianas mensuradas pelo 16S rRNA foi observado um
numero maior de cdpias desse gene em microcosmos de solo florestal que receberam o
inseticida imidacloprida em comparacao ao tratamento controle na amostragem 3. Para
os microcosmos de solo agricola ndo foram encontradas diferencgas significativas entre
os tratamentos nas diferentes amostragens (Figura 2 A). As comunidades fingicas de
solo agricola sob influéncia do fungicida mancozebe e glifosato apresentaram nimero de
copias reduzidas do gene ITS em relagao ao controle na amostragem 2 (Figura 2 B).

A proporgao do gene phoD foi reduzida significativamente em microcosmos de
solo florestal na amostragem 3 em comparag¢do ao tratamento controle apds a aplicacdo
dos inseticidas imidacloprida e acefato e dos herbicidas 2,4-D e glifosato (Figura 2 C). As
comunidades de bactérias fixadoras de nitrogénio tiveram uma reduc¢ao indicada pela
quantificacdo do gene nifH em solos agricolas com a aplicagdo do herbicida 2,4-D e do
inseticida cadusafos na amostragem 1, enquanto na amostragem 2, as comunidades
bacterianas presentes em microcosmos de solo florestal sob influéncia do herbicida
glifosato e imidacloprida apresentaram maiores valores para o gene nifH quando

comparados a comunidade controle (Figura 2 D).
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Figura 2. Resultados das quantificacdes, por meio de PCR quantitativo em tempo real (qPCR) das
regides 16S rRNA (A), ITS (B), phoD (C) e nifH (D) nos diferentes tratamentos de microcosmos
submetidos a aplicacdo dos diferentes defensivos. Os valores indicam distribui¢do dos dados de 3
repeticoes, e os tratamentos indicados com * que a diferenca foi significativa seguindo o teste de
Tukey com um p<0,05 comparado ao tratamento controle.

Para facilitar a visualizacdo dos resultados estatisticamente significativos dos

genes quantificados e do potencial enzimatico foi organizada a tabela 3, com indicagao

do incremento ou reduc¢ao ocasionados pelos pesticidas em cada indicador avaliado.
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Tabela 3. Compilacdo dos resultados significativos em comparacdo ao tratamento controle dos genes
quantificados e do potencial enzimatico das enzimas avaliadas para microcosmos de solo florestal e solo
agricola nas trés amostragens.

Indicador Ams Solo florestal Ams Solo agricola
2 16S rRNA 3 Imidacloprida | ns ns
= Mancozebe T
o ITS 2
o ns Glifosato T
T Glifosato | 2,4-D1
2 & nifl 5 ( 1osa9 1 ,
& Imidacloprida | Cadusafos T
8 o . .
S Imidacloprida T
b= Acefato T
= hoD 3
S pho 2,4-D1
< Glifosato T
o 1 Mancozebe T 3 .

-75 % B-glicosidase 3 Imidacloprida 1 Carbendazim 1
23
3 E : le2 Acefato T ns
E E Arilsulfatase 1 Cadusafos L ns

© Fosfatase 4cida 2 Acefato T ns ns

Legenda: Ams: amostragem; | redu¢do no valor do indicador e T aumento no valor do indicador; ns:
resultado ndo significativo

2.3.3 Métricas de a-diversidade das comunidades bacterianas e fiangicas

Diferencas significativas das métricas de o-diversidade para as comunidades
bacterianas foram observadas em todas as amostragens realizadas. Na amostragem 1,
houve um aumento do indice de riqueza dos microcosmos de solo florestal que
receberam os pesticidas cadusafos, acefato, imidacloprida, 2,4-D, glifosato e
carbendazim (Figura 3 A). Nos microcosmos de solo agricola, o glifosato reduziu a
riqueza e aumentou o indice de equitabilidade nessa amostragem (Figura 3 A). Na
amostragem 2, a riqueza dos microcosmos de solo agricola foi reduzida com a aplicacao
dos pesticidas cadusafos, mancozebe, 2,4-D e glifosato (Figura 3 A). Um aumento no
indice de equitabilidade foi ocasionada pelo glifosato, enquanto esse mesmo herbicida e
o fungicida mancozebe reduziram a diversidade (H") em solo agricola também na
amostragem 2 (Figura 3 C). Nos microcosmos de solo florestal, o cadusafos elevou o
indice de equitabilidade comparado ao tratamento controle na amostragem 2 (Figura 3
C). Na amostragem 3, os fungicidas mancozebe e carbendazim reduziram a riqueza de
microcosmos de solo florestal (Figura 3 B). Nessa mesma amostragem para

microcosmos de solo agricola, o mancozebe reduziu os indices de riqueza (Figura 3 A) e
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diversidade (Figura 3 B), enquanto o 2,4-D reduziu os indices de equitabilidade (Figura

3 C) e diversidade (Figura 3 B).
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Figura 3. Métricas de a-diversidade para as comunidades bacterianas dos microcosmos de solos
agricola e florestal. A) Riqueza, B) Diversidade (H") e C) Equitabilidade. Os valores indicam os dados
de 3 repeticdes, e os tratamentos indicados com * que a diferenca foi significativa seguindo o teste de
Tukey com um p<0,05 comparado ao tratamento controle.

As comunidades fungicas dos microcosmos de solo florestal tiveram um acréscimo
no numero de espécies ap0s terem recebido o acefato e o cadusafos (Figura 4 A), e um
aumento na diversidade com a aplicacdo do cadusafos na amostragem 1 (Figura 4 B). Na
amostragem 3, o herbicida 2,4-D aumentou os indices de diversidade (Figura 4 B) e

equitabilidade (Figura 4 C) dos microcosmos de solo florestal. Nos microcosmos de solo
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agricola, o herbicida 2,4-D reduziu a riqueza e a diversidade na amostragem 1 (Figura 4
B) e o inseticida acefato também aumentou a riqueza nessa amostragem para os
microcosmos de solo agricola (Figura 4 A). Na amostragem 2 o glifosato aumentou os
indices de riqueza (Figura 4 A) e de diversidade (Figura 4 B) comparados com o controle
e microcosmos de solo agricola.
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Figura 4. Métricas de a-diversidade para as comunidades fingicas presentes nos microcosmos de
solos agricola e florestal. A) Riqueza, B) Diversidade (H) e C) Equitabilidade. Os valores indicam
distribuicdo dos dados de 3 repeticdes, e os tratamentos indicados com * que a diferenca foi
significativa seguindo o teste de Tukey com um p<0,05 comparado ao tratamento controle.
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Para simplificar a visualizacdo os resultados significativos das métricas de a-
diversidade para as comunidades fingicas e bacterianas dos solos agricolas e florestal
foi organizado a tabela 4, onde esta apresentado a redugao ou incremento nos valores

desses parametros ap0s a aplicagdo dos pesticidas (Tabela 4).

Tabela 4. Compilacdo dos resultados significativos em comparacdo ao tratamento controle das métricas
de diversidade a para microcosmos de solo florestal e solo agricola nas trés amostragens.

Métrica Solo Florestal Ams Solo Agricola Ams
2.4-D1 Glifosato T 1
Glifosato T Glifosato |
g Acefato T 1 2,4-D1 )
(]
= Cadusafos T Mancozebe |
< A Imidacloprida T Cadusafos |
E Mancozebe T 3 Mancozebe | 3
St .
3 Carbendazim T
& ° Glifosato |
= Z 2
) & Mancozebe |
= = ns
& = ns
= = 2,4-D l
g A Mancozebe |
8 ° Acefato | 1 Glifosato T 1
E Cadusafos T Carbendazim T
= Glifosato T
Q
8 2
= Cadusafos T
o
m
24-D ! 3
Acefato 1 2.4-D1 1
o . cefato
T Riqueza Cadusafos 1 1 Acefato T
TE En Glifosato T
2 5 2.4-D | 1
£ & Diversidade Cadusafos T 1 ;
S 2,4-D 1 3 Glifosato T
Equitabilidade 2,4-D T 3 ns ns

Legenda: Ams: amostragem; | reducdo no valor da métrica; T aumento no valor da métrica; ns: resultado
ndo significativo.

234 Diferenciacao das comunidades presentes no solo agricola e florestal

tratadas com fungicidas

Para avaliar e comparar as alteracdes das comunidades microbianas de
microcosmos de solo agricola e florestal apds a aplicacdo de fungicidas, a 3-diversidade
dessas comunidades foi calculada usando as dissimilaridades de Bray-Curtis calculadas

com base nos T-RFs e visualizada usando graficos NMDS. Diferencas na (-diversidade
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das comunidades bacterianas de microcosmos de solo florestal que receberam
fungicidas ndo foram estatisticamente suportadas usando PERMANOVA (F2,24=0,624),
considerando as trés amostragens, porém diferencas foram encontradas quando a
PERMANOVA foi calculada dentro de cada amostragem (Figura 4 A). Para o solo
florestal, a comunidade bacteriana foi alterada com aplicagdo de fungicidas na
amostragem 3 (Fz6= 0,009) (Figura 5 A), sendo que as comunidades tratadas com o
fungicida carbendazim mostraram-se mais distantes da comunidade controle (Figura S2
A). Para as comunidades microbianas de microcosmos de solos agricolas, diferengas
significativas foram encontradas analisando as trés amostragens em conjunto
(F2,24=0,034) e separadamente para as amostragens 1 (F26=0,027), 2 (F26=0,004) e 3
(F2,6=0,025) (Figura 5 B), sendo que as comunidades sob influéncia do carbendazim
estavam mais distantes das comunidades controle na primeira e ultima amostragem,
enquanto na amostragem 2 comunidades que receberam o mancozebe se distanciaram
mais da comunidade controle (Figura S2 B).

Avaliando a [(-diversidade das comunidades fungicas sob a influéncia dos
fungicidas, os resultados de PERMANOVA para microcosmos florestais foi
estatisticamente suportado avaliando as amostragens em conjunto (F224=0,016) e as
comunidades fungicas das amostragens 1 (F26=0,011) e 3 (F26=0,004) tiveram
alteragdes significativas na estruturagdo apos a aplicacdo dos fungicida (Figura 5 C),
sendo as comunidades que receberam o carbendazim as mais distantes do tratamento
controle nesses dois pontos de coleta (Figura S3 A). Para os microcosmos de solos
agricolas as diferengas na estruturacdo das comunidades ndo foram significativas
considerando todas as amostragens (F224=0,20), no entanto, diferencas estatisticamente
suportadas foram encontradas nas amostragens 2 (F26=0,009) e 3 (F2,6=0,018) (Figura 5
D), sendo que as comunidades que receberam o mancozebe apresentaram maiores
distancias das comunidades controle na amostragem 2. Na ultima amostragem, a
distancia entre a comunidade controle e a comunidade sob efeito dos dois fungicidas

foram similares (Figura S3 B).
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Figura 5. Estruturacdo das comunidades microbianas presentes nos microcosmos tratados com os
fungicidas carbendazim e mancozebe separadamente. A) Comunidades bacterianas de microcosmos
de solo florestal, B) Comunidades bacterianas de microcosmos de solo agricola, C) Comunidades
fingicas de microcosmos de solo florestal e D) Comunidades flingicas de microcosmos de solo
agricola.

2.3.5

tratadas com herbicidas

Estruturacao das comunidades presentes no solo agricola e florestal

Para as comunidades microbianas que receberam a aplicagdo de herbicidas, as
mesmas analises para estudo da B-diversidade foram realizadas seguindo os mesmos
procedimentos para a visualizagdo dos dados. As comunidades bacterianas de solos
florestais ndo apresentaram estruturacao diferencial significativa quando na avaliagdo
das amostragens em conjunto (F224=0,077), porém resultados significativos foram

reportados na amostragem 1 (F26=0,011) e 2 (F26=0,007) (Figura 6 A), sendo que a
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comunidade bacteriana que recebeu a aplicacdo do herbicida 2,4-D estavam mais
distantes da comunidade controle (Figura S2 C). Nos microcosmos de solos agricolas, as
diferencas nas comunidades bacterianas que receberam os tratamentos foram
significativas na analise total (F26=0,002) e nas amostragens 1(F26=0,006) e 2(Fzs-
=0,006) analisadas separadamente (Figura 6 B), sendo que as comunidades bacterianas
sob influéncia do 2,4-D mais distantes do controle na primeira amostragem e as
comunidades que receberam a aplicacao do glifosato se diferenciaram mais na segunda
amostragem (Figura S2 D).

A andlise de PERMANOVA para as comunidades fungicas de microcosmos de solo
florestal revelaram diferencas significativas ocasionada pelos tratamentos ao longo das
trés amostragens (F224=0,019) analisadas conjuntamente e na amostragem 1(Fzs.
=0,009) (Figura 6 C), com as comunidades sob influéncia do glifosato mais distantes das
comunidades controle e na amostragem 2 (F2,6=0,004) (Figura 6 C) com as comunidades
que receberam 2,4-D com maior diferenciacdo das comunidades fungicas controle
(Figura S3C). Nos microcosmos de solo agricola, a analise da influéncia dos tratamentos
considerando as trés amostragens nao foram estatisticamente suportadas (F2,24=0,139),
porém a analise dentro de cada amostragem as comunidades flingicas sob influéncia da
aplicacdo de herbicida se diferenciaram do controle na amostragem 1(F26=0,014) e

2(F26=0,027) (Figura 6 D).
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Figura 6. Estruturacdo das comunidades microbianas presentes nos microcosmos tratados com os
herbicidas 2,4-D e glifosato separadamente. A) Comunidades bacterianas de microcosmos de solo
florestal, B) Comunidades bacterianas de microcosmos de solo agricola, C) Comunidades fingicas de
microcosmos de solo florestal e D) Comunidades fungicas de microcosmos de solo agricola.

2.3.6 Estruturacao das comunidades presentes no solo agricola e florestal
tratadas com inseticidas

Para as comunidades bacterianas sob a influéncia dos 3 inseticidas testados, as
comunidades presentes nos microcosmos de solo florestal ndo apresentaram diferencas
significativas apds a aplicagdo dos inseticidas na andlise considerando o todas as
amostragens (F332=0,262), mas diferencas estatisticamente suportadas foram
encontradas nas amostragens 1(F3g=0,028) e 3(F3s= 0,004) (Figura 7 A), sendo que as
comunidades bacterianas que receberam o inseticida acefato apresentaram maior

diferenca das comunidades controles nessas duas amostragens (Figura S2 E). Para as
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comunidades bacterianas dos microcosmos de solo agricola, ndo foram encontradas
diferencas significativas das comunidades que receberam a aplicacao de inseticidas,
tanto na analise considerando as amostragens em conjunto, quanto nas analises dentro
de cada amostragem (Figura 7 B).

Nas andlises de (-diversidade para as comunidades fingicas de microcosmos de
solo florestal, a aplicacdo de inseticidas ocasionou diferencas estatisticamente
suportadas na andlise considerando as 3 amostragens (F332=0,014), e nas amostragens 1
(F38=0,001) e 3 (F38=0,002) analisadas separadamente (Figura 7 C), sendo que o
inseticida acefato causou maiores diferenciacdes da comunidade flingica comparados
com o tratamento controle (Figura S3 E). Nos microcosmos de solos agricolas nao foi
encontrada diferenca significativa analisando as amostragens em conjunto, porém
diferencas significativas foram encontradas na ultima amostragem (F3g=0,032) (Figura
7 D) também com os inseticidas cadusafos e acefato causando maior diferenciagdo da

comunidade fungica em relagdo a comunidade controle (Figura S3 F).
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Figura 7. Estruturacdo das comunidades microbianas presentes nos microcosmos tratados com os
inseticidas acefato, cadusafos e imidacloprida separadamente. A) Comunidades bacterianas de
microcosmos de solo florestal, B) Comunidades bacterianas de microcosmos de solo agricola, C)
Comunidades fungicas de microcosmos de solo florestal e D) Comunidades fingicas de microcosmos
de solo agricola.

2.3.7 Compilacao dos resultados significativos dos dados de diversidade 3

As comunidades bacterianas de solo agricola se mostraram mais suscetiveis a
aplicacdo dos fungicidas comparados com as comunidades bacterianas do solo florestal.
Comparando as comunidades bacterianas e fungicas dentro de cada solo, pode ser
observado que os fungos de solo florestal foram mais suscetiveis aos fungicidas que as
bactérias do mesmo solo, enquanto as bactérias de solo agricola se mostram mais
suscetiveis que os fungos presentes nesse tipo de solo (Tabela 5).

Considerando o efeito dos herbicidas no perfil das comunidades microbianas,

pode ser observado que bactérias de solo agricola foram ligeiramente mais suscetiveis
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que bactérias do solo florestal, enquanto os fungos de solo florestal foram mais
suscetiveis que os fungos de solo agricola. Verificando os efeitos para as comunidades
microbianas dentro de cada tipo de solo, a comunidade fungica foi mais suscetivel no
solo florestal que a comunidade bacteriana, enquanto no solo agricola foi observado o
oposto, a comunidade bacteriana se mostrando mais suscetivel que a comunidade
fingica no solo agricola (Tabela 5).

Analisando o efeito dos inseticidas no perfil das comunidades microbianas, tanto
as comunidades bacterianas, quanto as comunidades fungicas de solo florestal foram
mais responsivas a aplicagdo dessas moléculas que as comunidades microbianas de solo
agricola. As comunidades fungicas do solo florestal foram ligeiramente mais responsivas
que as comunidades bacterianas, enquanto no solo agricola o oposto foi observando,
com as comunidades flingicas sendo mais responsivas que as comunidades bacterianas
(Tabela 5).

Em suma, as comunidades fungicas de solo florestal foram mais suscetiveis a
aplicacdo dos pesticidas das classes fungicida e herbicida, em contrapartida, as
comunidades bacterianas de solo agricola se mostram mais suscetiveis a aplicacdo dos
pesticidas dessas duas classes. Também foi observado que os fungicidas e herbicidas
causaram uma maior nimero de modificagdes nas comunidades microbianas que os
inseticidas (Tabela 5).

Tabela 5. Compilacdo dos resultados significativos de diversidade § (PERMANOVA) das comunidades
bacterianas e fungicas dos microcosmos de solo agricola e florestal para as trés classes de pesticidas.

Solo florestal Solo agricola
Amostragem @ Bactérias | Fungos @ Bactérias = Fungos

%]
ks Todas ns * * ns
S 1 ns * * ns
‘B
= 2 ns ns *k ok
E 3 *k *k * *
2 Todas ns * * ns
-
= 2 *3k *k *% *
o)
= 3 ns ns ns ns
_¢;é Todas ns * ns ns
S 1 * ok ns ns
=
@ 2 ns ns ns ns
=
— 3 *% *k ns *

Legenda: ns: ndo significativo; *p<0,05 e **p<0,01
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2.4 Discussao

Os dados obtidos indicaram alteragdes significativas da estruturacao das
comunidades microbianas, avaliadas pelos indicadores de [(-diversidade, apés a
aplicacdo dos pesticidas para os dois tipos de solos testados, sendo que essa diferenca
pode ser observada desde a primeira amostragem. Resultados significativos também
foram observados nos demais parametros analisados, como o potencial de atividade
enzimdtica e a quantificacdo de genes de interesse. Estes dados trazem inovagdo pelo
uso de dois solos para comparar os efeitos, complementando estudos anteriores
realizados com as mesmas moléculas, mas abrangendo apenas um solo (Dennis et al,,
2018; Feld et al., 2015; Wang et al., 2009).

As métricas de p-diversidade baseadas nas analises dos T-RFs demonstraram que as
comunidades fungicas do solo florestal foram mais suscetiveis a aplicacdao dos herbicidas
e fungicidas que as bacterianas, em contrapartida, as comunidades bacterianas do solo
agricola foram mais suscetiveis que as fungicas. Com as métricas avaliadas nao foi
possivel demonstrar se as modificagdes nas comunidades bacterianas de solo agricola
ocorreram devido a inibicdo ou estimulo de tdxons bacterianos, porém na amostragem 3
houve incremento no potencial de atividade da enzima [-glicosidase na aplicacdao do
fungicida carbendazim que foi detectado nesse solo previamente. Solos submetidos a
aplicagdo de um mesmo pesticida por diferentes ciclos de cultivo possuem uma
comunidade degradadora mais ativa (Guijarro et al., 2018).

As alteragdes observadas nas comunidades flingicas de solos florestais podem ser
explicadas pela sensibilidade dessas comunidades aos pesticidas, principalmente por
nao terem sido expostas anteriormente a essas moléculas. Essa afirmacdo baseia-se na
quantificacdo do gene ITS, em que foi observada uma tendéncia, embora ndo
significativa, de reducdao na abundancia desse gene para a maioria dos pesticidas nas
amostragens 1, 2 e 3. Outro ponto a ser considerado é que a comunidade fingica do solo
agricola pode ter passado por uma selecdo apoés os ciclos de manejo agricola, o que pode
ter reduzido a abundancia da comunidade flingica desses solos evidenciados pelos
valores inferiores do gene ITS comparado ao solo de floresta. Os dados de riqueza e
diversidade na amostragem 1 e 3 mostram um aumento significativo nos valores dessas
métricas para os pesticidas acefato, cadusafos e 2,4-D, sendo que o incremento nessas
métricas sdo observados ap6s distirbios, como mudancas no uso do solo (Lammel et al,,

2021; Rodrigues et al., 2013).
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Considerando os dados de potencial enzimatico, as enzimas mensuradas
apresentaram mais altera¢des significativas em microcosmos de solo florestal apés a
aplicacdo dos pesticidas comparadas aos microcosmos de solo agricola, sendo que o
potencial enzimatico é o indicador mais comumente empregado para avaliar os efeitos
adversos dos pesticidas na comunidade microbiana do solo (Han et al., 2020; Mahapatra
et al, 2017; Riah et al., 2014; Zhang et al., 2019). Dentre os resultados significativos
obtidos no presente estudo, a maioria revela aumentos nas atividades enzimaticas das
trés enzimas mensuradas. Esse aumento no potencial enzimatico apds a aplicacdo de
pesticidas no solo foi reportado em estudos anteriores, como, por exemplo, um trabalho
de revisdo que descreveu que 28% dos estudos reportaram aumento da fosfatase acida,
6% verificaram acréscimo na atividade da [-glucosidase e 22% observaram um
aumento nas atividades da arilsulfatase apds aplicacdo de pesticidas (Riah et al., 2014).
Trabalhos prévios especulam que essas modificacbes podem ser resultado da
multiplicacdo de comunidades microbianas capazes de degradar os pesticidas aplicados.
Uma segunda explicacdo seria a multiplicacdo de microrganismos oportunistas que
utilizam a matéria organica da biomassa morta de microrganismos sensiveis a aplicagdo
de agrotoxicos (Bart et al, 2019; Cernohlavkova et al., 2009).

Avaliando os resultados significativos de diversidade 3, o carbendazim ocasionou
um numero maior de modificagdes na classe dos fungicidas, o acefato e cadusafos entre
os inseticidas, enquanto as modificagdes ocasionadas pelos herbicidas foram similares,
tanto na comunidade fingica quanto bacteriana. Os efeitos do carbendazim vem sendo
amplamente estudado e trabalhos mostram que mesmo em pequenas doses (cerca de 1
mg kg1) esse fungicida pode ocasionar modificagdes na microbiota e no resistoma do
solo (Song et al., 2022), evidenciando o seu potencial de causar efeitos adversos tanto
nas comunidades flingicas como nas comunidades bacterianas edaficas.

O acefato além das alteragdes na estrutura da comunidade bacteriana e fungica nos
dois tipos de solos, também induziu altera¢des no potencial enzimatico da arilsulfatase e
fosfatase acida e na razao do gene phoD. A seguranca do uso desse inseticida ndo é um
consenso, considerando que alguns paises da Unido Européia e do Reino Unido nao
aprovam seu uso. Os resultados apresentados por esse estudo reforcam a importancia
de mensurar os efeitos desse inseticida na comunidade microbiana do solo,

considerando que a aplicacdo do acefato no Brasil é muito comum e seus efeitos da
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comunidade microbiana do solo é pouco explorada. O inseticida cadusafos também
mostrou alteracgdes significativas, e assim como o acefato ndo tem um consenso no uso,
sendo que esses dois pesticidas sdao considerados altamente persistentes no ambiente
(Masis-Mora et al., 2019). Considerando que o cadusafos é aplicado diretamente no solo,
com histérico de causar alteragdes na comunidade microbiana do solo (Fouché et al,,
2017) e alta persisténcia, os resultados apresentados no presente trabalho, enfatizam
que os efeitos desse inseticida na comunidade microbiana do solo devem ser
monitorados continuamente.

O presente estudo evidenciou que as comunidades bactérias e fingicas sao passiveis
de sofrerem alteracbes em sua estrutura com a aplicagdo de diferentes classes
pesticidas, resultados alinhados com estudo prévios (Chavez-Ortiz et al., 2022; Garg et
al, 2021; Streletskii et al., 2022). Observando os dados apés a segunda aplicacao dos
pesticidas, ndo ficou evidente se essa repeticdo na dose modificou a dindmica da
comunidade microbiana, pois as modificacdes observadas foram similares as
amostragens 1 e 2, apds a primeira aplicagcdo desses compostos.

De forma geral, fica demonstrado nesse estudo que um mesmo pesticida pode ter
efeitos distintos conforme o solo onde é aplicado, corroborando com a hip6tese desse
trabalho. Os resultados obtidos com esse estudo mostram que os principais pesticidas
comercializados no Brasil tém o potencial de modificar a estrutura das comunidades
bacterianas e fuingicas em solos com e sem historico de manejo agricola. Além das
alteracdes significativas na estrutura do perfil das comunidades microbianas, foi
possivel observar efeitos na quantificagdo dos genes mensurados e no potencial
enzimdatico dos solos testados nas trés amostragens, enfatizando a importancia de
investigar continuamente os efeitos dos pesticidas na microbiota do solo utilizando
diferentes metodologias. Embora essas alteragdes significativas tenham sido
observadas, torna-se importante que trabalhos futuros utilizem metodologias que
permitam a identificacdo dos grupos afetados e suas fun¢des para mensurar se essas
mudancas impactam em fung¢des centrais desempenhadas pelos microrganismos no
solo, bem como determinar os grupos que sofreram estimulo ou inibicdo apds a

aplicac¢do dos pesticidas.
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3 A INFLUENCIA DA MANIPULACAO DA DIVERSIDADE MICROBIANA DO SOLO NA
RESPOSTA DA COMUNIDADE FUNGICA APOS A APLICACAO DE FUNGICIDAS

Resumo

Os fungicidas carbendazim e mancozebe sao utilizados para prevenir e controlar
fungos patogénicos em cultivos agricolas. No entanto, a acdo desses compostos ndo é
espécie-especifica com o potencial de prejudicar microrganismos ndo patogénicos. O
efeito potencial desses compostos pode variar de intensidade em solos com diferentes
origens, bem como em comunidades microbianas com diferentes niveis de diversidade,
considerando que a diversidade é responsavel por garantir a redundancia funcional das
comunidades microbianas. Nesse cenario, o principal objetivo do trabalho foi avaliar os
efeitos potenciais do uso dos fungicidas carbendazim e mancozebe em comunidades
fungicas em solos com diferentes niveis de diversidade microbiana ao longo de 3
amostragens. Para isso, microcosmos de solos estéreis foram inoculados com um
gradiente de diversidade utilizando a abordagem de “diluicdo para a extingdo”. O
potencial enzimatico foi avaliado, assim como a quantificacdo do gene ITS e a estrutura e
composicdo da comunidade fungica. A enzima [3-glicosidase se mostrou mais sensivel as
alteracdes nos microcosmos menos diversos, ao passo que nao foi verificado diferencas
significativas nas quantificagdes dos genes. Alteracdes na estrutura e composicao das
comunidades flingicas foram observadas, no entanto, ndo ficou evidente o efeito da
diversidade microbiana na resposta das comunidades fingicas. Foi possivel identificar
taxons que tiveram a abundancia alterada com a aplicacao dos fungicidas, evidenciando
o potencial de altera¢do desses compostos e a importancia de se aplicar doses seguindo
a recomendacdo do fabricante.

Palavras-chave: Fungicidas, Potencial enzimatico, Diluicdo para extincao, Comunidade
fingica e Sequenciamento ITS

Abstract

Carbendazim and mancozeb fungicides are used to prevent and control pathogenic
fungi in agricultural crops. However, these compounds are not species specific, with the
potential to harm non-pathogenic microorganisms. The potential effect of these
compounds can vary in intensity in soils with different origins, as well as in microbial
communities with different diversity levels since this last component maintains the
functional redundancy of microbial communities. Considering this scenario, this work
aimed to evaluate the potential effects of carbendazim and mancozeb fungicides on
fungal communities in soils with different levels of microbial diversity over 3 samplings.
For this, microcosms of sterile soils were inoculated with a diversity gradient using the
dilution-to-extinction approach. The enzymatic potential was evaluated, as well as the
quantification of interest genes and the structure and composition of the fungal
community. The B-glucosidase enzyme was more responsive to changes in less diverse
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microcosms, while no significant differences were found in gene quantification. Changes
in the structure and composition of fungal communities were observed, however the
effect of microbial diversity on the response of fungal communities was not clear. It was
possible to identify taxa that had their abundance altered with the  fungicides
application, evidencing the potential of these compounds in altering fungal communities
and the importance of applying doses within the fabricant recommendation.

Keywords: Fungicides, Enzymatic potential, Dilution to extinction, Fungal community,
and ITS Sequencing

3.1 Introducgao

Os fungicidas sao utilizados em cultivos agricolas para prevenir ou eliminar a
presenca de fungos e esporos de espécies patogénicas para as plantas. Sdo aplicados
diretamente as folhas, no solo ou no tratamento de sementes antes do plantio, sendo que
ao menos uma fragdo desses compostos chegam ao solo, o que tem motivado diversos
estudos a investigarem os efeitos desses compostos na comunidade microbiana edafica
(Han et al., 2020; Kumar et al, 2017; Shao e Zhang, 2017). Isto se faz necessario
considerando que a acao dos fungicidas ndo é espécie-especifica (Ayesha et al,, 2021) e
pode atingir outras espécies fingicas além das cepas patogénicas para o qual o fungicida
foi desenvolvido. No Brasil, os fungicidas mancozebe e o carbendazim sdo amplamente
utilizados, classificados como 42 e 0o 132 componentes ativos mais comercializados no
pais, respectivamente, em uma série historica de 2009 a 2020 (IBAMA, 2022).

0 mancozebe (polimero de etileno [bis] ditiocarbamato de manganés complexo
com sal de zinco) pertence a subclasse dos pesticidas carbamatos (Yang et al., 2019) com
aplicacdo preferencialmente foliar. Estudos prévios que avaliaram os possiveis efeitos
desse fungicida nas comunidades microbianas do solo relataram modificagdes no
potencial enzimatico do solo, incluindo efeitos inibitérios nas enzimas urease (Rasool e
Reshi, 2010), amilase, invertase e fosfatase (Walia et al., 2014). Também foi reportado
que o mancozebe pode prejudicar processos como a nitrificacdo e a amonificacdo
(Cernohlavkova et al., 2009; Walia et al., 2014), bem como pode provocar a inibi¢do
transitoria de transcritos do gene amoA, gene atuante na oxidacdo da amonia (Feld et al,,
2015). Ja outro trabalho em que se avaliou os efeitos dos residuos de mancozebe no solo,
mais especificamente na comunidade rizosférica de citros, ndo demonstrou efeitos

adversos com a aplicacao repetida desse fungicida (Huang et al., 2021).



57

O carbendazim (metil benzimidazol-2-yl carbamato) é um fungicida sistémico
do grupo quimico benzimidazol (Han et al., 2019), utilizado no tratamento de sementes
e na aplicacdo foliar. Estudos da influéncia do carbendazim sobre a atividade de enzimas
do solo identificou uma reducao na atividade da invertase e da fosfatase alcalina, e efeito
neutro ou transitério sobre a urease e fosfatase neutra (Shao e Zhang, 2017; Yan et al,,
2011). A andlise das taxas de respiracdo da comunidade fungica do solo apresentaram
decréscimo apds a aplicacdo desse fungicida (Yan et al, 2011). Também foram
encontrados relatos de modificagdes a estrutura da comunidade bacteriana apés a
aplicacdo do carbendazim (Wang et al, 2020). O carbendazim também vem sendo
associado ao aumento da abundancia de genes de resisténcia a antibiéticos em solos
(Zhang et al., 2020) e em microbioma intestinal de minhocas (Song et al., 2022),
indicando o seu potencial de alterar o resistoma de solos.

Os efeitos potenciais dos biocidas, incluindo os fungicidas, sobre os
microrganismos no solo dependem de condigdes iniciais que essa comunidade se
encontra, que sao determinadas, pelas praticas de manejo adotados em solos agricolas
(Bending et al., 2007; Sutowicz et al., 2016), pelo histdrico de aplicacdo de pesticidas ou
pela prépria origem e composicdo quimica desses solos (Zhang et al, 2016). Com
objetivo de isolar o efeito da estrutura da comunidade microbiana na resposta da
comunidade fungica apés a aplicagdo de fungicidas, no presente estudo, a estrutura da
comunidade microbiana foi manipulada em condi¢cées de laboratério. Para isso foi
aplicado o método de diluicdo para extin¢do (van Elsas et al., 2012), que permite a
formacao de um gradiente de diversidade microbiana do solo a partir de seu estado
natural, sendo possivel dessa forma estudar o potencial impacto de fungicidas em
comunidades com diferentes estruturas microbianas. Por exemplo, a redugdo da
diversidade de uma comunidade afeta de forma menos intensa as fun¢des centrais, como
mineralizacdo de compostos simples de carbono (Jacobsen e Hjelmsg, 2014; Wertz et al.,
2006), mas limitam a degradagdo efetiva de pesticidas agricolas (de Souza et al., 2021;
De Souza et al, 2017). Esta variacdo no efeito da perda de diversidade se da por
consequéncia da redundancia funcional envolvida na execucdo dos processos centrais
como a degradacdo da matéria organica e a baixa redundancia funcional na degradacao

de pesticidas.
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Considerando o contexto apresentado, o principal objetivo desse trabalho foi
avaliar os efeitos potenciais do uso dos fungicidas carbendazim e mancozebe em
comunidades fungicas em solos com diferentes niveis de diversidade microbiana ao
longo de 3 amostragens. As hipéteses principais sdo que ambos fungicidas devido ao seu
modo de agdo, que tem como alvo fungos, modificariam significativamente a composi¢cdo
da comunidade fingica dos microcosmos e o potencial de atividade enzimatica; e que
esses efeitos seriam mais proeminentes nos microcosmos menos diversos devido a

possivel reducao funcional desses processos nos solos avaliados.

3.2 Metodologia

3.2.1 Coleta de solo e montagem do ensaio de microcosmos

As amostras de solo foram coletadas nos primeiros 10 cm de solo em uma area
florestal localizado na Universidade de Sdao Paulo, Escola Superior de Agricultura “Luiz
de Queiroz (22°42'56,7"S 47° 36’ 49,7"W). As caracteristicas fisicas e quimicas do solo
coletado estdo apresentadas na tabela S1. Os microcosmos foram preparados utilizando
a abordagem de “diluicdo para a extingdo”. O solo coletado foi peneirado (malha de 2
mm) e dividido em duas partes: uma parte foi submetida a esterilizagao, solo recipiente,
e a outra parte foi submetida a diluicdo seriada que foi posteriormente utilizado como
indculo microbiano. O solo recipiente foi esterilizado por radiagdo gama (35 kGy)
utilizando o Irradiador Multipropésito de Cobalto-60 do CETER/IPEN (Centro de
tecnologia de radiagdes do Instituto de Pesquisas Energéticas e Nucleares). Para validar
a esterilidade do solo antes da montagem dos microcosmos, o solo irradiado foi usado
para preparo de uma suspensao, a qual foi submetida ao cultivo em meios sé6lidos TSB
(caldo triptona de soja) com antifingico para a sele¢do de bactérias e meio BDA (Agar
Batata Dextrose) com antibidtico para a selecao de fungos. As placas foram incubadas a
28 °C por sete dias. Apos a verificado da supressao do crescimento de fungos e bactérias
(figura S1), 25 g deste solo foram colocados em potes de vidro com capacidade de 100
mL. O solo sem esterilizacdo foi primeiramente diluido em agua estéril na proporgao de
1:10 e misturado em vortex na velocidade maxima por 10 minutos. Essa suspensao foi
submetida a diluicdo seriada até o fator 10-¢, e as solu¢des obtidas de 101, 103 e 10-¢
foram escolhidas como in6culo para serem aplicadas ao solo recipiente. A escolha dessas

diluicoes foi baseada em estudos anteriores que validaram essas diluicdes como um
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gradiente adequado de biodiversidade para estudos que avaliam os efeitos da perda de
diversidade (De Souza et al., 2017; Ferreira et al., 2020). Apds a aplicacdo das diluicdes,

os microcosmos foram incubados a 28 °C por 30 dias antes da aplicacao dos tratamentos

(Figura 1).

Radiagio gama
(35 kGy)

~ A

25 g de solo

Area florestal (ESALQ-USP)

* 3 diluigoes: 10,10% e 10°
+ 3 tratamentos: mancozebe, carbendazime

agua estéril

10! 103 10° :
Método diluigdo para extingdo (van Elsas et al., 2012) + 3 amostragens: 7' 14e28 dIaS

* 4repetigoes
Total: 108 amostras

Figura 1. Imagens da area de coleta de solo, experimento e delineamento experimental
empregados no estudo

3.2.2 Aplicacao dos fungicidas e amostragem dos microcosmos

Foram utilizados fungicidas na formulacdo comercial: mancozebe (Dithane® NT,
Dow AgroSciences), e carbendazim (Carbedazim Nortox®, Nortox). A escolha em utilizar
formulacdes comerciais foi realizada em razao dos adjuvantes e surfactantes presentes
nessas formulagdes, serem passiveis de afetar os microrganismos do solo. Dithane® NT é
um p6 molhavel com 80% do composto ativo mancozebe (complexo de manganés
etilenobis (ditiocarbamato) (polimérico) com sal de zinco) utilizado no controle de
acaros e fungos. O principio ativo, mancozebe, é um fungicida carbamato, de amplo
espectro, ndo sistémico e com acao protetora. Este composto atua interrompendo o
metabolismo lipidico e apresenta atividade multissitio. O Carbendazim Nortox® é uma
solucdo liquida com 50% de carbendazim (metil benzimidazol-2-ilcarbamato) como
composto ativo. O carbendazim é um fungicida sistémico com atividade protetora que
atua inibindo a mitose e a divisao celular. Esses fungicidas comerciais foram aplicados
seguindo a dose recomendada para Carbendazim Nortox® (0,000769 pul/g de solo seco)

e Dithane® NT (3,85 pg/g de solo seco), assumindo uma densidade de solo de 1,0 g cm!
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e distribuicdo de pesticidas de campo nos primeiros 10 cm do solo. Aplicaram-se os
fungicidas dissolvidos em 1 mL de agua deionizada estéril e para os tratamentos
controle foi aplicada a mesma quantidade de agua deionizada previamente esterilizada.
Os microcosmos foram cobertos com filme perfurado para permitir a troca gasosa e
incubados a 28 °C no escuro até a coleta aos 7,14 e 28 dias de incubagao. Um total de 108
microcosmos foram preparados: 3 dilui¢des (101, 103 e 10¢) x 4 repeticdes x 3
tratamentos (mancozebe, carbendazim e dgua estéril) x 3 periodos de amostragem (7,
14, e 28 dias). O experimento teve delineamento aleatorizado e em cada tempo de
amostragem, 4 microcosmos foram amostrados destrutivamente. Uma subamostra de 1
g de solo foi armazenada a -80 °C para posterior extracdo de DNA e o solo restante foi
mantido a 4 °C até os ensaios enzimaticos. O teor de umidade dos microcosmos foi
ajustado para 60% da capacidade de retencdo de agua do solo, no inicio e ao longo do
experimento, para isso os potes foram pesados uma vez por semana para calcular a
perda de agua por evaporacdo e quando necessario, adicionava-se agua estéril para

corrigir a umidade perdida para a atmosfera.

3.2.3 Determinacdo do potencial enzimatico

O potencial enzimatico das enzimas arilsulfatase e [-glicosidase foram
mensuradas utilizando o método de Tabatai (1994). Um grama de solo foi adicionado em
tubos de vidro estéreis com solucdo tampao de Sal de potassio de 4-nitrofenilsulfatopara
mensurar a atividade potencial de arilsulfatase e solucao de [3-D-glicopiranosideo para
acessar a producao potencial de B-glicosidase. Os tubos foram agitados em vértex em
velocidade maxima e incubados por 1 h a 37 °C. O p-nitrofenol e o 3-D-glicopiranosideo
liberados foram extraidos, corados com NaOH e a coloragdo do produto resultante foi
mensurada em espectrofotometro a 410 nm de absorbancia. O p-nitrofenol e p-
Nitrofenil-B-D-glicopiranosideo consumidos durante o ensaio foram determinados
comparando os valores de absorbancia obtidos durante o ensaio com uma curva padrao
com concentracoes de 0, 10, 20, 30, 40 e 50 pg de p-nitrofenol mL-l. A atividade

potencial dessas enzimas foi expressa em pg p-nitrofenol h-1 g-1 de solo seco.
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3.2.4 Extracdo de DNA, qPCR e sequencimento

As extragdes de DNA total de amostras de microcosmos foram realizadas com o
kit DNeasy® PowerSoil® (Qiagen, Hilden, Alemanha) e o DNA extraido foi armazenado a
-20 °C. O método quantitativo de cadeia de polimerase em tempo real (qPCR) foi
utilizado para quantificar a abundancia absoluta de fungos através da quantificacao da
regido ITS (espacador intergénico) usando o conjunto de primers ITS1F (5'-
TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3’) e ITS4R (5’-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (Heuer H. et
al., 1997). Cada reacdo teve um volume final de 20 pl e continha 10 pl de SYBR® green
PCR Master Mix (2x Applied Biosystems®), 0,5 pl de BSA (Albumina sérica bovina - 10
mg mL1), 1 pl de cada primer (100 pmol/ul) e 1 pl de amostra de DNA (20 ng). As
reacOes foram realizadas com o StepOne Real-Time PCR System (Applied Biosystems®).
Reac¢des duplicadas foram realizadas para cada amostra de DNA e controles negativos
(livres de DNA) foram incluidos em cada corrida. A analise da curva de “melting” apds
cada reacgdo confirmou a especificidade dos produtos. As curvas padrdo foram geradas
usando dilui¢des seriadas de dez vezes do vetor pGEM-T Easy (Promega®) contendo um
fragmento amplificado por PCR do gene ITS. A eficiéncia da reacao (E) foi determinada
com a equacgdo: =[10(-1/slope) -1], e as copias do gene (g solo-1) foram expressas em
Logio.

Aliquotas do DNA extraido foram utilizadas também para sequenciamento da
regido intergénica do DNA ribossomal (ITS) utilizando os pares de primers ITS1f (5’-
CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS2 (5’-GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3") (Gardes e

Bruns, 1993) na plataforma de sequenciamento lon Torrent (Walters et al., 2016).

3.2.5 Analise de dados

A andlise dos dados das sequéncias foi realizada usando a pipeline DADA 2,
versdo 1.16 (Callahan et al,, 2017) no ambiente R versao 4.1.2. A funcgdo filterAndTrim do
pacote DadaZ2 foi usado para filtrar e “trimar” os reads usando os parametros: maxEE=c
(2,2), trunQ=2 e minLen= 50. Na etapa final, a taxonomia dos fungos foi determinada
utilizando o banco de dados UNITE (Sistema unificado para as espécies fungicas
baseadas em DNA vinculadas a classificacao) (Abarenkov et al., 2010) que fornece a

classificacao taxonomica da regido ITS. As leituras processadas foram importadas para o
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pacote Phyloseq (McMurdie e Holmes, 2013) para realizar filtragem, analises estatisticas
e a visualizagdo dos dados. Primeiro, foram removidos os reads que nao foram
atribuidos ao reino Fungi, e os reads restantes foram submetidos ao processo de
rarefacao. Para calcular as métricas de a-diversidade, que incluiu o indice de diversidade
de Shannon (H") e a riqueza de espécies, foi utilizado a func¢do diversity do pacote vegan
(Oksanen et al., 2020). A equitabilidade das espécies foi estimada dividindo-se o indice
H" pelo logaritmo natural da riqueza de espécies. Para determinar as diferencas
estatisticas potenciais entre os tratamentos e as diferentes diluicdes solos foi utilizado o
one-way ANOVA (a = 0,05) apds a verificacdo das suposicoes de normalidade e
homocedasticidade dos dados. Para os resultados significativos, foi utilizado o HSD
(Diferengca Honestamente Significativa) de Tukey (a = 0,05) para determinar possiveis
diferencas nas comparagdes pareadas.

Nas anadlises e visualizacdo da B-diversidade também foi utilizado o pacote
vegan (Oksanen et al., 2020). Para calcular as dissimilaridades de Bray-Curtis em pares,
foi utilizado a funcdo metaMDS. Na geracdao dos graficos de NMDS (escalonamento
multidimensional ndo métrico), primeiro a informacao do grafico de ordenamento
obtido pela funcao ordiplot foi preparado utilizado a funcdo sites.long do pacote
BiodiversityR (Kindt, 2022), em seguida as representacdes em NMDS foram geradas via
pacote ggplot2 (Wickham H, 2016). Para avaliar as diferencas potenciais na estrutura
das comunidades fingicas entre os tratamentos para cada nivel de diversidade, também
foram utilizados as funcdes do pacote vegan (Oksanen et al., 2020). Primeiramente, foi
utilizado a fun¢do betadisper para verificar a homogeneidade das variancias por meio de
andlises de dispersao multivariadas permutacionais (PERMIDISP). Valores significativos
para os resultados do PERMIDISP indicam que as diferencas na estrutura da
comunidade identificadas pela Analise de Variancia Permutacional Multivariada
(PERMANOVA) sdo impulsionadas pela heterogeneidade da dispersdo e ndo pelas
diferencas na estrutura dessas comunidades. Apds a verificacao, utilizou-se a funcao
adonis do pacote vegan (Oksanen et al.,, 2020) para calcular a PERMANOVA com base nas
dissimilaridades de Bray-Curtis, e a comparacdo multinivel pareada entre os
tratamentos foi executada usando a fungao pairwise.adonis2 presente no mesmo pacote.

Foi realizado uma analise de porcentagens de similaridade (SIMPER) usando o
ambiente R para identificar cada grupo de taxons flingicos que contribuiram para os

perfis de dissimilaridade de Bray-Curtis entre os diferentes tratamentos aplicados aos
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microcosmos que receberam diferentes diluigdes. Apds a identificacao dos taxons, o
banco de dados FUNGuild (Nguyen et al, 2016), que vincula as informagdes de
sequenciamento de genes fuingicos com as fun¢des ecoldgicas dos fungos, foi utilizado
para identificar os modos troficos os taxons que apresentaram abundancia diferencial. A
classificagao utilizando o FUNGuild foi realizando por meio da funcado funguild_assign do

pacote FUNGuildr também em ambiente R.

3.3 Resultados

3.3.1 Atividade enzimatica

Para as enzimas do solo avaliadas, B-glicosidase e arilsulfatase, primeiro foi
verificada a significancia da interagdo entre os dois fatores testados: os solos com as
diferentes diluicbes e os dois fungicidas. Para a [-glicosidase essa interacdo foi
significativa (p<0,001), entdo foi realizado a comparagdo pareada para cada diluigdo.
Foram observadas variagdes significativas na atividade potencial da enzima (-
glicosidase nos microcosmos 106, sendo que na amostragem aos 14 dias o fungicida
carbendazim apresentou maiores valores para a atividade desta enzima (34,45 pg p-
nitrofenol h-1 g-1) em relacao ao controle (19,18 pg p-nitrofenol h-1 g-1). Para essa mesma
diluicdo na amostragem aos 28 dias, os microcosmos que receberam os fungicidas
carbendazim (46,45 pg p-nitrofenol h-! g-1) e mancozebe (29,07 ug p-nitrofenol h-1 g-1)
apresentaram a atividade da (-glicosidase maior que o tratamento controle (12,85 pg p-
nitrofenol h-1 g'1) (Figura 2 A). Os microcosmos que receberam as dilui¢oes 10-3 e 10-1
ndo apresentaram diferencas significativas na atividade da [-glicosidase apds a
aplicagdo dos fungicidas.

Em relacdo a atividade da arilsulfatase, a interacdo entre as dilui¢des e os
tratamentos ndo foi significativa (p=0,07), entdo os efeitos da aplicacdo de fungicidas
foram analisados considerando os microcosmos com diferentes diversidades como um
unico fator. Na segunda amostragem, aos 14 dias, o mancozebe (44,90 pg p-nitrofenol h-1
g1) apresentou uma maior atividade potencial da enzima arilsulfatase comprado ao
controle (37,44 pg p-nitrofenol h-1 g-1), enquanto o carbendazim (40,94 ug p-nitrofenol
h-1 g-1) aumentou a atividade desta enzima aos 28 dias de incubacdo em relagdo ao

controle (34,45 pg p-nitrofenol h-1 g-1) (Figura 2 B).
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Figura 2. Potencial de atividade enzimatica nos microcosmos que receberam os trés niveis de diversidade
(101,103, 10-%) nas trés amostragens (7, 14 e 28 dias). (A) Potencial de atividade da enzima (-glicosidase
e (B) Potencial de atividade da enzima arilsulfatase. Resultados significativos (F<0,05) obtidos pela
ANOVA seguidos pelo Teste de Tukey (HSD) (F<0,05) estdo destacados com asterisco (*).

3.3.2 Resultados da utilizando dados de

sequenciamento de ITS, B-diversidade e a-diversidade

quantificacao qPCR,

Foi mensurada a abundancia da regido ITS das comunidades fungicas nos trés
tempos e nas trés diluicbes. Os resultados nao apontaram para uma mudanca
quantitativa na abundincia desses genes apds a aplicacgdo de fungicidas nos
microcosmos que receberam os trés diferentes tipos de dilui¢cdes (Tabela S2).

Como resultado do sequenciamento de ITS, um total de 9.104.411 leituras (reads)
foi obtido para sequéncias fungicas (ITS1) anteriores ao processamento. Apds filtragem
de qualidade e a remog¢do de quimeras, um total de 6.341.252 leituras foram retidas
(69,65% de retencdo). A tabela de variante de sequéncia de amplicon (ASV) foi rarefeita
para 15.000 leituras por amostra, sendo 108 amostras no total, apds rarefacdo 2.195
ASVs foram preservados. Primeiramente, foi verificada se a abordagem “dilui¢ao para
extingdo” resultou em uma manipulagdo da estrutura das comunidades fungicas. A
modificagdo na estrutura foi validada usando PERMANOVA comparando a estrutura das
comunidades controle entre os diferentes solos em cada amostragem. Para primeira
amostragem aos 7 dias os controles diferiram (R? = 0,35, Fz9 = 2,46, p <0,001) assim
como nas amostragens aos 14 dias (R? = 0,44, F29 = 3,56, p <0,001) e aos 28 dias (R? =

0,34, F29=2,26, p=0,01).
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Apés a validagao, os dados foram analisados separadamente por dilui¢cdo e tempo
de amostragem, sendo verificado que os fungicidas alteraram a comunidade fingica dos
microcosmos 101 aos 7 dias (R?=0,29, F;9=1,88, p= 0,04) (Figura 3 A). Usando
comparacao pareada, foi evidenciado que a estrutura da comunidade sob influéncia do
mancozebe foi significativamente diferente do controle (p=0,029). Os resultados do
PERMIDISP nao foram significativos, o que corrobora que as diferengas na dispersao dos
centrdides entre os tratamentos foram ocasionadas por diferencas na estrutura da
comunidade e ndo pela heterogeneidade da dispersdao. Nao foram encontrados
resultados significativos para os microcosmos 10-3 (R2=0,11, F29=0,55, p= 0,95) e 10-¢
(R2=0,15, F29=0,79, p= 0,90) nessa mesma amostragem aos 7 dias (Figura 3 A). Na
segunda amostragem, aos 14 dias, diferencas ndo foram observadas entre as
comunidades fungicas dos microcosmos controle e microcosmos que tiveram a
estrutura da comunidade manipulados (Figura 3 B). Aos 28 dias, os solos manipulados
que receberam diluicdo 10-¢ apresentaram diferencas significativas entre os
microcosmos tratados com fungicidas e os microcosmos controle, mas os resultados do
PEMIDISP (F28=70,84, p<0,01) revelaram variacdo na dispersao dos centroides devido a
maior dissimilaridade na comunidade na diluicdao 10-¢ nesse tempo de incubacao (Figura
3 (), portanto, esses resultados nao foram considerados significativos. Para os
microcosmos 10-3 e 10-¢ dessa mesma amostragem, aos 28 dias, ndo foram encontrados

resultados significativos na analise de PERMANOVA (Figura 3 C).
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Figura 3. NMDS da comunidade fiingica baseada nas dissimilaridades de Bray-Curtis (A) amostragem aos
7 dias de incubagio, (B) amostragem aos 14 dias de incubagao e (C) amostragem aos 28 dias de incubacdo.

Em relagdo a a-diversidade, a aplicacdo de fungicidas nao alterou as métricas de

diversidade, riqueza e equitabilidade das comunidades fingicas de microcosmos

inoculados com as dilui¢cdes de 101, 10-3 e 10-¢ (Figura 4).
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3.3.3 Abundancia diferencial e composicdo da comunidade

A andlise do SIMPER foi utilizada para determinar os taxons, ao nivel de familia,
que conduziram as mudanc¢as na composicdo e estrutura das comunidades flngicas e
estdo organizadas na tabela 1. No total foram identificadas 11 familias que tiveram a
abundancia aumentada distribuidas entre as diferentes dilui¢des e tratamentos ao longo
das 3 amostragens. A maioria dessas familias sdo pertencentes ao filo Ascomycota,
seguindo pelo filo Basidiomicota e o filo Chytridiomycota. Essas familias foram
classificadas pelos modos troéficos utilizando a fungdo FUNGuild revelando que a maioria
das familias esta classificada como: saprofitos, patotrofo, patotrofo-saprofitos, patotrofo

-saprofito-simbiotrofico (Tabela 1).
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Tabela 1. Grupo de tdxons que apresentaram abundancia diferencial utilizando a analise de SIMPER e
posteriormente classificadas utilizando o banco de dados para fung¢des ecoldgicas de fungos FUNGuild.
*Amostragem em dias de incubacdo.

Filo Familia Modo tréfico Tratamento Diluicio = Ams*
A il S (i Mancozebe 103 7
spergillaceae aprofitos Carbendazim 101 14
. . Patotrofo- Controle 106 28
Bionectriaceae L
Saprofitos
Chaetosphaeriaceae Saprofitos Controle 101 14
Cladosporiaceae Saprofitos Controle 10-6 7
Patotrofo-
Ascomycota Hypocreaceae Saprofitos- Carbendazim 101 14
Sibiotréfico
Patotrofo-
Nectriaceae Saprofitos- Carbendazim 101 7
Simbiotréfico
Ophiocordycipitaceae Patotrofo Mancozebe 103 7
Patotrofo- Carbendazim 101 14
Simbiotrdfico
Trichocomaceae Patotrofo Controle 10-6 14
ich f Controle 101 14
Basidiomycota Trichosporonaceae Patotrofo Controle 10-6 28
Trimorphomycetaceae = Nao classificado Controle 101 28
Chytridiomycota | Terramycetaceae Sapréfitos Controle 101 14

Para avaliar visualmente a composicdo da comunidade flngica ap6s a aplicagdo
dos diferentes fungicidas ao longo do periodo de incubacdo, foram construidos graficos
de barras apresentando a abundéancia relativa ao nivel de familia para as 50 familias
mais abundantes (Figura 5). Foi observada uma dominancia das familias
Trichosporonaceae e Nectriaceae nas diluicbes 10-1, das familias Nectriaceae e
Hypocreacea na diluicdo 103 e das familias Pleosporaceae, Aspergillaceae e
Bionectriaceae na diluicdao 10-¢ (Figura 5).

Em relacao as diferencas entre as comunidades que receberam os fungicidas e as
comunidades controle, dentro de cada tipo de solo e amostragem, foi demonstrado que a
familia Nectriaceae estava mais abundante nos microcosmos 101 (F2,9=11,32, p= 0,003)
tratados com mancozebe (média= 2594%) e carbendazim (média=19,69%)
comparados aos microcosmos controle (média=11,12%) na amostragem aos 28 dias. A
familia Hypocreaceae se mostrou mais abundante no microcosmo 10-1 que receberam o
fungicida carbendazim (média=7,27%) que os microcosmos que receberam o
tratamento controle (média =2,03%), também na amostragem aos 28 dias (F2,9= 5,99, p=
0,022). A familia Trimorphomycetaceae estava menos abundante nos microcosmos 10-1

que receberam os fungicidas carbendazim (média=6,41%) e mancozebe (média=5,46%)
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em comparagdo aos microcosmos que receberam o tratamento controle
(média=14,40%) na mesma amostragem aos 28 dias (F,9= 8,86, p= 0,007). No solo 10-3
na amostragem aos 28 dias a familia Bionectriaceae apresentou uma reducdo na
abundancia relativa (F29=141,1, p=1,6 10-7) nos microcosmos tratados com mancozebe
(média=2,14%) comparados ao controle (média=2,77%), nesse mesmo microcosmo e
amostragem a familia Trichosporonaceae mostrou uma menor abundancia (Fz9= 272,9;
p= 8,82 10° nos microcosmos tratados com mancozebe (média=50,5%) em

comparagao aos microcosmos controle (média=59,26%) (Figura 5).
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Figura 5. Abundancia relativa (%) de tdxons fingicos mostrado ao nivel de familia para os microcosmos
que receberam a diluicdo 101, 10-3 e 10-6. A) amostragem aos 7 dias de incubac¢do; B) amostragem aos 14
dias e C) amostragem aos 28 dias de incubagao.

3.4 Discussao

Estudar os possiveis efeitos nao-alvo de fungicidas é importante para avaliar a
compatibilidade das praticas de manejo de doengas com os microrganismos presentes
no solo, especialmente os fungos edaficos, que assim como os demais grupos
microbianos, desempenham fun¢des como ciclagem de nutrientes e supressividade de
doencas. Além disso, existe a importancia de testar os efeitos dessas moléculas em solos

com diferentes comunidades microbianas, com diferentes niveis de diversidade,



71

considerando que os potenciais efeitos desses fungicidas na comunidade microbiana do
solo podem variar em solos com diferentes manejos ou com diferentes origens (Zhang et
al.,, 2016).

Nesse estudo, os parametros para avaliar os potenciais efeitos dos fungicidas
apresentaram resultados distintos, mas em conjunto, os resultados desse trabalho
demonstram que ambos fungicidas estudados tiveram um baixo impacto na comunidade
fingica nas doses aplicadas e que os efeitos tiveram pouca variagdo nos microcosmos
com diferentes dilui¢des. A enzima 3-glucosidase se mostrou mais sensivel para detectar
aos efeitos da aplicacdo nas comunidades microbianas que a enzima arilfulfatase. As
alteracdes significativas na [-glicosidase em microcosmos 10 que receberam a
aplicacdo de fungicidas indica que nos microcosmos menos diversos, a atividade dessa
enzima é mais susceptivel as aplicacbes de fungicidas, corroborando com a nossa
hipotese de que comunidades menos diversas seriam mais susceptiveis as modificacdes.
O incremento na atividade potencial de enzimas presentes no solo também foi relatado
em trabalhos prévios que avaliaram a atividade enzimatica apds a aplicacao de
pesticidas e outros compostos xenobioticos. Com a aplicacdo de um fungicida da classe
das estrobilurinas, foi verificado um decréscimo da atividade da (3-glucosidade em altas
doses e uma promog¢do da atividade com a aplicacdo de doses padrdes (Zhang et al,
2019). O mesmo aumento na atividade foi observado apds a aplicagdo de fungicidas a
base de cobre (Bart et al., 2019) e ap6s a aplicagdo de solventes no solo (Sun et al,,
2017). Para a arilsulfatase, ambos fungicidas também elevaram a atividade dessa enzima
em comparagdo aos tratamentos controle, embora a manipulacdo da comunidade
microbiana ndo tenha tido efeito na atividade enzimatica.

Observando os resultados de 3-diversidade da comunidade flingica, uma discreta
modificagdo na comunidade foi observada para microcosmos que receberam a diluicao
10-1 apds a aplicagdo de mancozebe, contrariando nossa hipotese de microcosmos com
maior nivel de diversidade seriam mais resistentes a mudancas na composi¢cdo das
comunidades flingicas que os microcosmos que receberam comunidades microbianas
mais diluidas. A familia que possivelmente direcionou essa diferen¢a na composicao foi
a Trimorphomycetaceae, que apresentou uma abundancia relativa maior em amostras
do tratamento controle identificado pelas analises de SIMPER e uma abundancia relativa

elevada nos microcosmos que receberam os tratamentos carbendazim e mancozebe.
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Outros microcosmos ao longo do experimento também apresentaram diferengas na
abundancia de alguns taxons, embora ndo seja possivel comprovar, ha indicios de que
algumas familias possam estar envolvidas com a degradacao dos fungicidas aplicados.
Familias como Aspergillaceae e Hypocreaceae foram encontradas em maior abundéancia
nos microcosmos tratados com os fungicidas, sendo que os ASVs correspondentes a
essas familias foram classificados pertencendo aos géneros Penicillium e Trichoderma,
respectivamente. Espécies pertencentes a esses géneros foram descritas previamente
como degradadores de fungicidas; um isolado pertencente ao género Penicillium foi
utilizado para a degradac¢do do fungicida isopirazam (Ahmad e Gul, 2020) e apontado
como resistente a fungicidas da classe azol (Prudnikova et al, 2021). Isolados de
Trichoderma também mostraram eficiéncia na degradacdo de antibidticos e fungicidas
azo6is (Manasfi et al., 2020). As familias que foram mais abundantes nos tratamentos
controles foram classificadas como saproéfitos, degradadores de matéria organica e
patotréfos, podendo ser apontadas como susceptiveis aos tratamentos com fungicidas
ou as alteracdes na abundéancia de outras familias fungicas que se tornaram prevalentes
com a aplicac¢do dos fungicidas.

O presente estudo traz informacdes sobre o potencial efeito dos fungicidas
carbendazim e mancozebe na comunidade fungica do solo mensurado pelo
sequenciamento da regido intergénica ITS, complementando importantes trabalhos que
avaliaram esses efeitos potenciais mensurando a atividade enzimatica da comunidade
microbiana do solo (Cycon et al., 2010; Ding et al., 2019; Floch et al,, 2011; Shao e Zhang,
2017; Yan et al,, 2011). Embora as modificagdes na comunidade fungicas tratadas com
fungicidas tenham sido sutis em comparagdo as comunidades controles, foi possivel
destacar os grupos alterados com a aplicacio de ambos fungicidas, ampliando o
conhecimento dos efeitos dessas moléculas na comunidade fungica do solo.
Considerando os resultados apresentados, é importante destacar a importancia da
aplicagdo dos fungicidas seguindo a dose recomendada para minimizar efeitos adversos
em microrganismos ndo alvos. Doses mais altas de carbendazim e aplicadas
repetidamente mostraram modificagdes na estrutura da comunidade bacteriana tanto
pela supressao de géneros susceptiveis quanto pelo estimulo de géneros resistentes e
aqueles capazes de degradar esse fungicida (Fang et al., 2016).

Em suma, os resultados desse trabalho mostraram que o potencial enzimatico da

[-glicosidase foi alterado com aplica¢do de pesticida na comunidade microbiana menos
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diversa, porém modificacdes na estrutura da comunidade fungica do solo apods a
aplicacdo de fungicidas foram mais sutis. Embora nado tenha sido evidente o efeito da
diversidade na resposta da comunidade fungica a adicdao de fungicidas, foi possivel
destacar os grupos alterados com os tratamentos aplicados. Estudos futuros que inclua
diferentes doses de fungicidas, aplicados em solo com diferentes estruturas de
comunidade microbiana, podera ampliar a compreensdao dos possiveis efeitos da
aplicacdo de doses mais altas e como essas atuam em comunidades fingicas menos
diversas. O mesmo delineamento, porém, com foco em comunidades bacterianas traria
importantes informagdes dos potenciais efeitos dos fungicidas nos grupos bacterianos
com a aplicagdo desses compostos, considerando que sdo passiveis de serem afetados

pelos fungicidas.
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Material suplementar capitulo 3

Tabela S1. Parametros fisico-quimicos mensurados para a amostra de solo coletado que foi utilizado para
a montagem dos microcosmos como solo recipiente, estéril, e indculo microbiano submetido a diluicdo
seriada.

Parametros quimicos Solo
pH CaCl; 4,6
M.O. Colorimétrica g.dm-> 45
K Resina mmolc.dm-3 1,3
Ca Resina mmolc.dm-3 20
Mg Resina mmolc.dm-? 7
H+Al SMP mmolc.dm-3 52
SB mmolc.dm-3 28,3
CTC mmolc.dm-3 80,3
V (%) 35

Parametros fisicos Solo

AT gkg-! 723
Silte g kg-* 126
Argila (c/ disp) g kg-* 151
Classe de Textura md-ar

Figura S1. Fotos dos meios de cultivo inoculados com solo previamente esterilizado por radiagdo gama 35
kGy (A) meio TSB para a sele¢do de bactérias em que foi verificado o crescimento de poucas colonias e (B)
meio BDA onde foi possivel verificar uma baixa diversidade de fungos no solo, constatando a redugao
significativa da comunidade microbiana apds a esterilizacgdo.



78

Tabela S2. Resultados da quantificagdo por qPCR do gene ITS para as trés diluigdes ao logo das trés

amostragens.

Ams* Tratamento 101 103 10-6
@ Carbendazim 2,64E+08+ 8,03E+07 1,22E+08+ 6,08E+07 1,53E+08+ 1,06E+08
LS Mancozebe 3,00E+08+ 2,52E+08 8,60E+07+ 4,50E+07 1,25E+08+ 8,85E+07
™~ Controle 2,28E+08+ 1,33E+08 5,05E+07+ 2,88E+07 9,66E+07+ 6,48E+07
Carbendazim  8,17E+07+ 2,69E+07 1,36E+08+ 3,68E+07 9,29E+07+ 1,04E+08
) é Mancozebe 1,28E+08+ 9,28E+07 1,24E+08+ 1,09E+08 4,92E+07+ 3,48E+07
Controle 8,73E+07+ 1,73E+07 1,33E+08+ 5,88E+07 1,37E+08+ 6,63E+07
" Carbendazim 1,35E+08+ 5,65E+07 2,03E+08+ 1,02E+08 2,80E+08+ 1,54E+08
] ._‘E" Mancozebe 7,22E+07+ 3,22E+07 1,28E+08+ 2,00E+07 1,12E+08+ 6,51E+07
Controle 2,52E+08+ 1,92E+08 1,50E+08+ 7,75E+07 3,17E+07+ 1,6 1E+07

*Amostragem em dias de incubacio.
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4 ESTRUTURACAO DIFERENCIAL DA RIZOSFERA DE SOJA PROMOVIDA PELO
TRATAMENTO DE SEMENTES COM PESTICIDAS

Resumo

A composi¢cdo do microbioma da rizosfera é o resultado da transmissao vertical
e horizontal dos microrganismos presentes nas sementes e no solo. Fatores como o
genoétipo da planta e disttirbios biodticos e abidticos também modulam essa comunidade
microbiana. No cultivo de soja uma pratica comum é o tratamento de sementes com
pesticidas protetivos que apresentam o potencial de modular na estruturacdo do
microbioma da rizosfera. Nesse cendrio, o presente trabalho avaliou em experimentos
de mesocosmos, em casa de vegetacdo, os potenciais efeitos ndo-alvo de trés
tratamentos de sementes comerciais sobre a estruturacdo das comunidades fungicas e
bacterianas associadas a rizosfera da soja em quatro estadgios de desenvolvimento da
planta. Para isso foi empregado o sequenciamento de marcadores filogenéticos, analises
fenotipicas e a mensurac¢do da colonizagcao das plantas de soja por fungos micorrizicos e
fixadores de nitrogénio. A estrutura das rizobactérias mostraram modificagcdes desde o
estagio de emergéncia (VE) até o terceiro né (V3) e as comunidades fungicas
apresentaram modificacdes a partir do estidgio de primeiro n6é (V1) até o pleno
florescimento (R2). Foram identificados taxons bacterianos associados a degradagao dos
fungicidas presentes na formulacao dos pesticidas e a redu¢do da funcdo relacionada a
simbiose desempenhada por fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera das plantas
tratadas com os pesticidas. Os resultados do presente trabalho demonstram o potencial
dos pesticidas de sementes em modular o microbioma da rizosfera de soja desde os
estagios iniciais até as fases finais do crescimento da soja. Embora nao tenham sido
observadas alteracGes negativas no fenotipo das plantas, os resultados mostram a
importancia de continuar investigando se as modificagdes na estruturacdo dessa
comunidade atingem diretamente a funcionalidade dos microrganismos benéficos
associados a rizosfera da soja.

Palavras-chave: Comunidade bacteriana da rizosfera, Comunidade fungica da rizosfera,
Tratamento de sementes com pesticidas, Estagios de desenvolvimento da soja,
Sequenciamento.

Abstract

The composition of the rhizosphere microbiome results from vertical and
horizontal transmission of microorganisms harbored by seeds and soil, being modulated
by the plant genotype and by biotic and abiotic disturbances. In soybean cultivation, a
common practice is the treatment of seeds with protective pesticides which has the
potential to modulate rhizosphere microbiome structure. In this scenario, the present
work evaluated mesocosm experiments in a greenhouse, the potential non-target effects
of three commercial seed treatments on the structuring of fungal and bacterial
communities associated with the soybean rhizosphere at four stages of plant
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development. Here, it was applied methods as the sequencing of phylogenetic markers,
phenotypic analysis, and the measurement of colonization of soybean plants by
mycorrhizal and nitrogen-fixing fungi. The 8 diversity of rhizobacteria showed changes
from the emergence stage (VE) to the third node (V3) and the fungal communities
showed changes from the first node stage (V1) to full flowering (R2). Also, it was
identified bacterial taxa associated with the degradation of fungicides present in the
pesticide formulation and the reduction of the symbiosis-related function performed by
arbuscular mycorrhizal fungi in the rhizosphere of treated plants. The results of the
present work demonstrate the potential of seed pesticides to modulate the soybean
rhizosphere microbiome from early to late stages of soybean growth. Although no
negative changes were observed in the phenotype of plants, the results show the
importance of continuing to investigate if the changes in the structuring of this
community directly affect the functionality of beneficial microorganisms associated with
the soybean rhizosphere.

Keywords: Rhizosphere bacterial community, Rhizosphere fungal community, Pesticide
seed treatment, Soybean developmental stages, and Sequencing.

4.1 Introdugao

A rizosfera é a regido que se localiza imediatamente na interface entre as raizes
e o solo, sendo influenciada pelos exsudatos radiculares (Philippot et al, 2013).
Considerado um hotspot, essa regido é altamente ativa e colonizada por microrganismos
que exercem efeitos positivos no crescimento e na saude das plantas, principalmente
por meio da disponibilizacdo de nutrientes, na supressdao de doengas e na protecao de
estresses abioticos (Mendes et al., 2013). A composicdo do microbioma na rizosfera
resulta de uma combinacao da transmissao vertical do microbioma presentes nas
sementes (Adam et al, 2018) e da transferéncia horizontal de grupos microbianos
competentes do solo (Munoz-Ucros et al,, 2021). Além desses fatores, a composicao da
comunidade da rizosfera é altamente influenciada pelo gendtipo da planta (Xu et al,
2009), tipo de solo e pela composi¢cdo quimica dos exsudatos das raizes (Chaparro et al.,
2014). No entanto, a composi¢cdo das comunidades bacterianas e fingicas da rizosfera
também podem ser moduladas em resposta a distdrbios bidticos e abiéticos (Itoh et al.,
2018). Na agricultura, praticas comuns também podem ser determinantes na
composicdo da rizosfera, como, por exemplo, a aplicacao de pesticidas (Itoh et al., 2018).
Os pesticidas sao aplicados nas folhas, diretamente no solo ou por tratamento de

sementes antes da semeadura.
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Estima-se que 95% das sementes de soja (Glycine Max L. Merr.) sdao tratadas
com pesticidas protetivos, os quais incluem os inseticidas, fungicidas sistémicos e de
contato (White e Hoppin, 2004). Esses pesticidas sdo responsaveis por proteger as
sementes e plantulas contra pragas do solo e doencgas transmitidas por sementes
durante as primeiras semanas de desenvolvimento (Kazda et al., 2005). Os fungicidas de
contato tém como alvo os patégenos da superficie da semente e do solo, impedindo que
os fungos patogénicos entrem no tecido da planta (Ayesha et al, 2021). Como um
exemplo de fungicidas de contato, o tiram é um fungicida carbamato com ac¢do protetora,
que atua inibindo a germinacdo de esporos e o crescimento micelial com atividade
multissitio nas células de fungos (Gao et al., 2021). Os fungicidas sistémicos tém como
alvo os patégenos de superficie e os patégenos internos da semente. Dentre eles, o
carbendazim é o fungicida mais utilizado na agricultura (Ayesha et al, 2021),
classificado como um fungicida benzimidazol de amplo espectro, que atua prejudicando
a divisdo celular através da inibicdo da montagem de 3-tubulina na mitose (Ding et al,,
2019). O fungicida tiofanato-metilico é um fungicida carbamato de amplo espectro com
atividade protetora que atua danificando a divisdao celular em fungos (Malhat et al,
2021). Além disso, a piraclostrobina é categorizada como um fungicida sistémico com
acao protetora, pertencente a classe das estrobilurinas, atuando na inibicio da
respiracdo dos fungos (Zhang et al., 2017). Sobre os inseticidas aplicados no tratamento
de sementes, o fipronil é um inseticida fenilpirazol de amplo espectro, com acao de
contato e ingestdo, atuando como antagonista do canal receptor de cloreto GABA
(Raveton et al., 2007).

Embora os pesticidas sejam desenvolvidos para controlar pragas e patégenos,
eles podem apresentar efeitos sobre organismos ndo-alvos. Os fungicidas sdo eficientes
em suprimir patégenos fungicos do solo e de sementes, mas nao sao espécie- especificos,
da mesma forma que os inseticidas agem prejudicando a fisiologia dos insetos, mas
estudos mostram efeitos nao-alvo em microrganismos do solo. Com relacdo aos
fungicidas, estudos anteriores mostraram que o carbendazim altera a colonizagdo de
micorrizica das plantas (Raya-Hernandez et al., 2020) e parametros microbianos do
solo, como atividades enzimaticas (Shao e Zhang, 2017) e respiracao do solo (Yan et al,,
2011). O fungicida tiram também foi encontrado interferindo nas atividades enzimaticas

em dois solos agricolas (Madakka et al., 2017), enquanto a piraclostrobina diminuiu as
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atividades enzimaticas no solo, a diversidade do solo e provocou modificacbes na
estrutura das comunidades microbianas (Zhang et al., 2019). Em relacdo ao fipronil, este
inseticida foi considerado prejudicial as fun¢des de ciclagem de nitrogénio da microbiota
do solo (Sim et al., 2022).

Enquanto a maioria dos estudos se concentrou em investigar os efeitos ndo-alvo
dos pesticidas na microbiota do solo, poucos estudos tiveram como objetivo analisar os
potenciais impactos dos tratamentos de sementes na estruturacao do microbioma
vegetal. Em relacdo ao ultimo, esses estudos concentram-se na influéncia potencial de
tratamentos de sementes, inseticidas e fungicidas, sobre os microrganismos endofiticos
(Chen et al., 2020; Nettles et al, 2016) e os presentes na filosfera (Parizadeh et al,,
2021), enquanto os efeitos na ecologia da rizosfera tém sido pouco estudados. Foi
encontrado um estudo que investigou os efeitos na rizosfera do trigo ap6s o tratamento
de sementes com os inseticidas neonicotindides (Li et al., 2018), o qual indicou a
auséncia de efeitos do tratamento de sementes na comunidade da rizosfera. No entanto,
apenas um estudo até agora investigou o efeito de fungicidas combinados com
inseticidas usados para tratar sementes na rizosfera das plantas. Curiosamente, os
resultados relatam mudangas significativas, permanecendo por mais de quatro semanas
apoés a semeadura, nas comunidades fungicas e bacterianas da rizosfera do milho e nas
comunidades flngicas da rizosfera das plantas de soja (Nettles et al, 2016).
Considerando os potenciais impactos dos tratamentos de sementes sobre os
mecanismos que impulsionam a estruturacdo da comunidade rizosférica, ainda é
necessario compreender melhor como tais tratamentos afetam a trajetéria de taxons
especificos na rizosfera, nos estagios iniciais e posteriores do desenvolvimento da
planta.

Neste contexto, o objetivo do presente estudo foi avaliar os potenciais efeitos de
trés tratamentos de sementes comerciais sobre as comunidades fungicas e bacterianas
associadas a rizosfera da soja em quatro estagios de desenvolvimento da planta: estagio
de emergéncia (VE), estagio de primeiro né (V1), estagio de terceiro n6 (V3) e estagio de
floracdo plena (R2). Especificamente, foi abordado nesse estudo as seguintes questoes
sobre a montagem da comunidade microbiana da rizosfera sob influéncia do tratamento
de sementes com pesticidas: (1) Com a possivel modificacao na estrutura da rizosfera
tratadas com os pesticidas de sementes, os efeitos sdao persistentes ao longo do

desenvolvimento das plantas e a trajetdria observada nas comunidades bacterianas e
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fangicas sao semelhantes? (2) No caso de mudancas na estrutura da comunidade, quais
taxons responsaveis pelas diferengas nas comunidades flngicas e bacterianas? (3) Os
tratamentos de sementes influenciardo negativamente a produc¢dao de massa seca de
raizes e parte aérea e a colonizacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e fungos
micorrizicos?

Em um cenario onde ocorre perturbagdo da estrutura das comunidades flngicas
e bacterianas, esperam-se efeitos mais proeminentes na colonizacdo microbiana no
estdgio de emergéncia (VE) com estabilizagdo das comunidades microbianas nos
estagios posteriores. Além disso, uma segunda hipétese é que os pesticidas utilizados
nos tratamentos de sementes devido a presenca de fungicidas na sua composicao
causardo mudangas mais proeminentes na estrutura das comunidades fungicas do que

nas comunidades bacterianas.

4.2 Metodologia

4.2.1 Montagem do experimento em mesocosmos

O experimento de mesocosmos foi realizado em casa de vegetacdo para
normalizar a influéncia de mudanc¢as nas condigdes ambientais, como temperatura,
umidade e outros fatores os quais poderiam afetar o desenvolvimento da soja. Amostras
de solo foram coletadas em solo agricola, classificado como Latossolo Vermelho-
Amarelo distroéfico tipico, em uma area experimental da Escola Superior de Agricultura
'Luiz de Queiroz' (ESALQ/USP, Piracicaba, Brasil) no municipio de Piracicaba, Sao Paulo,
Brasil (22° 43" 05,0"S 47° 36' 55,5"W). O solo foi coletado de uma superficie (0-10 cm) e
peneirado em peneira de 2 mm antes das andlises quimicas e fisicas realizadas no
Laboratorio de Andlise de Solos da ESALQ/USP. Para a caracterizagdo quimica foram
determinados pH, matéria organica (MO), fésforo (P), enxofre (S), potassio (K), calcio
(Ca), magnésio (Mg), aluminio (Al), saturagdo por bases (BS), V % e M% , cobre (Cu),
ferro (Fe), manganés (Mn), zinco (Zn) seguindo a metodologia descrita por (Raij et al,,
2001). Para analise fisica, foram determinados as porcentagens de argila, silte e areia, os
resultados das analises quimicas e fisicas estdo descritos na tabela S1 em material

suplementar.
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Os mesocosmos foram montados em potes plasticos de 3,5 kg contendo 3 kg de
solo peneirado que foram pré-incubados por 30 dias a 25 °C e 60% da capacidade de
retencdao de agua. Apos esse periodo, foram semeadas trés sementes de soja em cada
vaso e ap0s a emergéncia, uma plantula foi selecionada para ser mantida. O genoétipo de
soja (Glycine Max L. Merr.) da variedade AS 3730 foi utilizado como planta modelo, as
sementes foram tratadas com trés tipos de defensivos de sementes como formulagao
comercial na dose recomendada conforme tabela 1. Esses trés pesticidas sao
amplamente utilizados atualmente no Brasil para tratar sementes de soja. Para o
tratamento, primeiramente, as sementes foram revestidas com os pesticidas comerciais
apo6s a secagem da superficie das sementes, e em seguida foi realizada a inoculagdo com
B. japonicum na concentragdo de 1,2x106 células semente-1. Como tratamento controle,

foram utilizadas sementes nio tratadas.

Tabela 1. Pesticidas aplicados como tratamento de sementes de soja para o estudo de estruturagdo da

rizosfera
~ Recomendacio de

Concentracio do L

Nome . - aplicacdo do produto
. Composto ativo Composto ativo (g/L .

comercial comercial (mL/sementes

ou kg)

kg)
Carbendazim
im?
Nortox® Carbendazim 500 g/L 120 mL/100kg sementes
Derosal® Carbendazim! + Tiram? 150 g/L +350 g/L 200 mL/100kg sementes
Piraclostrobinal+

Standak® tiofanato- é/SLg/L+ 225 g/L+ 250 200 mL/100kg sementes

metilicol+fipronil3
Legenda: 'Fungicida localmente sistémico, 2 Fungicida de contato e 3 Inseticida

Foram utilizados nos experimentos um total de 102 mesocosmos, ou seja, 4
tratamentos (sementes revestidas com 3 tipos de pesticidas e sementes nao revestidas),
6 repeticoes, 4 pontos de amostragem da rizosfera da soja, 6 vasos contendo apenas o
solo peneirado sem planta para servir como referéncia de solo sem interferéncia de
raizes. Os mesocosmos foram mantidos em condi¢des controladas a 28° C durante o dia
e 19° C durante a noite com fotoperiodo de 12 horas (Figura 1). A adubagdo padrdao sem
adicdo de nitrogénio foi aplicada conforme recomendado, a umidade também foi

ajustada regularmente por meio de rega manual.
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Tratamentos:

1) Carbendazim Nortox® (fungicida)

2) Derosal ®(Carbendazim+Tiram)

3) Standak Top ®(Piraclostrobina+Tiofanato
Metilico+Fipronil)

4) Sementes nao tratadas (Controle)

N _.iv -
Soja (Glycine Max L. Merr) da |
variedade AS 3730 ——) . — o \—-_-I. .
12 Amostragem: 2° Amostragem: 32 Amostragem: 4° Amostragem: 45 dias

30 dias, V3: Terceiro né R2: Estagio de florescimento

5 dias, VE: 15 dias, V1: Primeiro N6 pleno

Emergéncia

Figura 1. Delineamento experimental e imagens do experimento desenvolvido nesse capitulo.

4.2.2 Amostragem da rizosfera, avaliacido do peso seco da soja,
determinacido da nodulag¢ao e coloniza¢ao micorrizica

As plantas foram coletadas nos estagios VE (emergéncia), V1 (primeiro no), V3
(terceiro n6) e R2 (floragdo plena). Todos os tratamentos atingiram os respectivos
estagios de amostragens uniformemente. A coleta do solo da rizosfera da soja foi
realizada primeiro agitando as raizes, em seguida, o solo aderido as raizes foi coletado
com o auxilio de ponteiras plasticas estéreis. Apds a coleta da rizosfera, a parte aérea e
as raizes foram separadas e limpas com agua destilada.

A nodulacao foi determinada através da contagem do nimero de ndédulos das
raizes frescas. Posteriormente, esses materiais foram secos a 72° C em secador forcado a
ar até atingirem peso constante para determinacdo do peso seco. Para determinar a
colonizacdo micorrizica arbuscular, fragmentos secos de raizes finas foram separados,
hidratados com solugdo de etanol (70%), clareados em KOH 10% (p:v) por 12 h, corados
com solugdo de tinta de caneta (0,05%) por 1 min a 90° C, e mantidos em solu¢do de
acido latico-glicerina (Vierheilig et al, 1998). A determinacdo da coloniza¢do do
comprimento da raiz foi determinada por exame visual, utilizando microscopia de luz,
de 100 fragmentos de raizes por amostra.

Todos os dados foram submetidos a andlise de varidncia (ANOVA), apés

verificacdo dos pressupostos. O teste post hoc de Diferenca Honestamente Significativa
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de Tukey (Tukey HSD) a 5% de significancia foi usado para comparar diferengas
estatisticamente potenciais entre os tratamentos sobre o conjunto de variaveis. Essas

analises foram realizadas no ambiente R versao 4.1.2.

4.2.3 Extracao de DNA, sequenciamento e processamento dos dados

As extracdes de DNA das amostras de solo e rizosfera foram realizadas com o kit
DNeasy® PowerSoil® (Qiagen, Hilden, Alemanha), conforme o protocolo determinado
pelo fabricante, e armazenadas a -20 °C. A qualidade e a quantidade das amostras foram
medidas usando eletroforese em gel de agarose a 1,5% e espectrofotdmetro NanoDrop™
OneC Microvolume UV-Vis (Thermo Scientific).

As comunidades bacterianas foram analisadas por meio de amplificagao por PCR
empregando o par de primers 341f (5-CCTACGGGNGGCWGCAG-3') e 785r (5'-
GACTACHVGGGTATCTAATCC-3’) (Klindworth et al., 2013) que tém como alvo a regido
V3-V4 do rRNA 16S. Para as comunidades fungicas, a amplificacdo foi realizada com os
primers ITS1f (5’-CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA-3’) e ITS2r (5-
GCTGCGTTCTTCATCGATGC-3’) (Gardes e Bruns, 1993) que amplificam a regido ITS1 do
ITS (espacador interno transcrito). Os produtos amplificados foram sequenciados em
uma plataforma de sequenciamento Illumina MiSeq no laboratério de Gendémica do
Intituto Huck (Huck Institute of the Life Science), da Universidade Estadual da
Pensilvania (Penn State University).

A andlise das sequéncias de origem bacteriana e fingica foram realizadas usando
a pipeline DADA 2, versdo 1.16 (Callahan et al,, 2016), no ambiente R versdo 4.1.2. Para
dados de sequéncia bacteriana, a funcao filterAndTrim no pacote Dada2 foi usado para
filtrar e trimar reads usando os parametros: maxN=0, maxEE=c (2,2), e truncLen=
c(230,225). Na ultima etapa, a taxonomia foi determinada usando o banco de dados Silva
v138.1(Quast et al,, 2013). Para os dados fungicos, o processamento foi semelhante aos
dados bacterianos, com exce¢do dos parametros usados na funcao filterAndTrim: maxN=,
maxEE=c(2,2), trunQ=2, e minLen= 50. O banco de dados também diferiu do
processamento das comunidades bacterianas, para a comunidade fungica foi utilizado o
UNITE (Sistema unificado para as espécies fungicas baseadas em DNA vinculadas a

classificacao)(Abarenkov et al., 2010) que fornece a classificacdo taxonémica da regido
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ITS. As leituras processadas foram importadas para o pacote Phyloseq (McMurdie e

Holmes, 2013) para filtragem adicional, visualizagao e analises estatisticas.

4.2.4 Anadlise estatistica de dados de sequéncias bacterianas e fiingicas

Na primeira etapa, as leituras (reads) que ndo foram atribuidos a bactérias e
fungos foram removidos e as leituras restantes foram submetidos ao processo de
rarefacdo. Para as analises de a-diversidade, o indice de diversidade de Shannon (H') e a
riqueza de espécies foram calculados usando a funcdo diversity do pacote vegan
(Oksanen et al,, 2020), enquanto a equitabilidade de espécies foi calculada dividindo-se
o indice H" pelo logaritmo natural da riqueza de espécies. As diferengas estatisticas
potenciais nestas meétricas entre os tratamentos foram determinadas primeiro
utilizando ANOVA (one-way) (a=0,05) apds a verificacdo das suposi¢des de normalidade
e homocedasticidade. As comparagdes pareadas foram determinadas usando o HSD de
Tukey (a =0,05).

Para analises de B-diversidade, o pacote vegan (Oksanen et al., 2020) foi usado
para calcular as dissimilaridades de Bray-Curtis aos pares usando a fun¢dao metaMDS.
Além disso, a func¢do ordiplot foi usada como primeiro passo para visualizar as
dissimilaridades por meio de ordenacdo restrita usando a fungdo capscale. Os graficos
finais foram gerados usando o pacote ggplot2 (Wickham H, 2016), onde a fungao auxiliar
sites.long do pacote BiodiversityR (Kindt, 2022) foi utilizado para preparar as
informacdes do ordiplot em seguida criar os graficos CAP (analise canoOnica das
coordenadas principais) via ggplot2.

Para avaliar as diferengas potenciais na estrutura da comunidade microbiana
entre os tratamentos também foram utilizadas as fun¢cdes do pacote vegan (Oksanen et
al., 2020). Primeiramente, a homogeneidade das variancias foi verificada por meio de
Analises Multivariadas Permutacionais de dispersdo (PERMIDISP) usando a fungdo
betadisper no intuito de testar as diferencas na homogeneidade das dispersdes das
amostras. Apds a verificagdo, a Andlise de Variancia Permutacional Multivariada
(PERMANOVA) foi realizada com base nas dissimilaridades de Bray-Curtis usando a
funcdo adonis, e a compara¢do pareada multinivel entre os tratamentos foi executada

usando a fun¢ao pairwise.adonisZ.
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O impacto geral dos pesticidas utilizados para o tratamento das sementes foi
mensurado calculando distancia entre os centrdides (obtidos pela dissimilaridade de
Bray-Curtis) para cada tratamento e comparado entre as distancias dos centréides do
tratamento controle, para as comunidades bacterianas e fungicas da rizosfera. A
visualiza¢do desses dados foi feita por grafico de linhas utilizando o pacote ggplot2.

Para identificar a contribuicdo de cada grupo de tdxons para os perfis de
dissimilaridade de Bray-Curtis da comunidade bacteriana e fingica entre os diferentes
tratamentos, foi realizado uma Analise de Porcentagens de Similaridade (SIMPER)
(Clarke, 1993) utilizando o ambiente R. Em seguida foi aplicado um modelo baseado em
ANOVA para as comunidades bacterianas para predizer a significancia dos grupos que
apresentaram abundancia diferencial. Na visualizacdo desses grupos bacterianos foram
gerados graficos de bolhas para cada estagio de desenvolvimento da soja usando o
pacote ggplot2. Para as comunidades fungicas, os 10 grupos mais abundantes
selecionados ap0s a analise de SIMPER foram classificados pelo modo tréfico utilizando
o banco de dados do FUNGuild (Nguyen et al., 2016) que combina as fung¢des ecologicas
de fungos com os dados de sequenciamento de genes fungicos. Para isso foi utilizado a
funcao funguild_assign do pacote FUNGuildr no ambiente R, as informacgdes foram

organizadas e apresentadas em tabelas.

4.3 Resultados

4.3.1 Efeitos de pesticidas de sementes sobre atributos microbiolédgicos e
caracteristicas fenotipicas das plantas de soja

Nao foram observadas diferencas significativas (p>0,05) para os valores de
massa seca de raizes e parte aérea entre os tratamentos de sementes com pesticidas.
Também nao foi observado alteragdes significativas no resultado das avaliacdes da
nodulacdo por bactérias fixadoras de nitrogénio e da colonizagdo micorrizica (Figura

s1).
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4.3.2 Efeitos de pesticidas usados tratar as sementes na comunidade

microbiana da rizosfera da soja

Um total de 4.593.795 leituras (uma média de 38.281 por amostra) foi obtido
para sequéncias bacterianas (16Sv3-v4) antes do processamento. Com filtragem de
qualidade e remocdo de quimeras, um total de 1.676.358 leituras (uma média de 14.087
por amostra) foram retidos (35,50% de retengao). Para a rarefacao da tabela de ASVs foi
determinado o ndmero de 6.500 leituras por amostra, apds esse procedimento foram
mantidas 22.310 ASVs. Para sequéncias fungicas (ITS1), um total de 5.335.660 leituras
(média de 45.217 por amostra) foi obtido antes do processamento. Apds a filtragem de
qualidade e remocdo de quimeras, um total de 3500.894 leituras (uma média de 29.922
por amostra) foram retidos (65,61% de retencao). A tabela ASV foi rarefeita para 15.000
leituras por amostra, ap0s a rarefagdo 9.878 ASVs foram preservadas.

Para acessar as diferencas das comunidades microbianas da rizosfera associadas
as sementes tratadas, a 3-diversidade foi calculada usando as dissimilaridades de Bray-
Curtis e visualizada usando graficos CAP. Diferencas na 3-diversidade das comunidades
bacterianas foram encontradas usando PERMANOVA considerando as amostras da
rizosfera de todos os estagios de desenvolvimento (R2= 0,049, F376= 1,732, p= 0,001)
(Figura 2 A). Mudangas na estrutura da comunidade bacteriana comegaram no estagio
VE (R2=0.217, F318= 1,663, p= 0,002) (Figura 2 B) e permaneceram nos estagios V1 (R2=
0,2001, F320= 1,673, p= 0,012) (Figura 2 C) e V3 (R2= 0,169, F320= 1,357, p= 0,001)
(Figura 2 D), as mudangas observadas no estagio R2 ndo foram significativas para as
comunidades bacterianas (Figura 2 E). Os resultados do PERMIDISP ndo foram
significativos para as diferencas na dispersdao dos centroéides, o que revelou que as
diferencas entre os tratamentos nao foram influenciadas pelas diferencas na dispersao e
sim pelos tratamentos, confirmando a significancia dos resultados obtidas por meio da
PERMANOVA (Tabela S2). O efeito geral dos pesticidas na comunidade bacteriana da
rizosfera esta demonstrado na figura 2 F, onde pode ser observado que os pesticidas que
possuem carbendazim em sua composicdo, Derosal® e Carbendazim Nortox®,
apresentaram um padrao similar de modificacido da comunidade ao longo do
desenvolvimento da soja, e que as dissimilaridades com o controle sao mais expressivas
nos 2 primeiros estagios de desenvolvimento, reduzindo nos estagios V3 e R2 (Figura 2

F).
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Figura 2. Estruturacdo da comunidade bacteriana ao longo do desenvolvimento da soja baseado em
dissimilaridades de Bray-Curtis. A) Comunidade bacteriana da rizosfera tratadas com os pesticidas nos
quatro estagios de desenvolvimento: emergéncia (VE), primeiro né (V1), terceiro n6 (V3) e florescimento
pleno (R2). Comunidade bacteriana B) no estagio VE, C) no estagio V1, D) no estagio V3 e E) no estagio R2.
F) Efeito geral dos pesticidas comparados ao tratamento controle.

Para as comunidades flingicas, as mudancas devido a aplicacdo dos tratamentos
ndo foram estatisticamente significativas quando os resultados foram analisados para as
amostras da rizosfera de todos os estagios de desenvolvimento da soja (R%?= 0,033,
F374=1,338, p= 0,122) (Figura 3 A). No entanto, quando os dados foram particionados e
analisados dentro de cada estagio de desenvolvimento, mudangas significativas foram
encontradas no estagio V1 (R2= 0,223, F3,16= 1,530, p=0,022) (Figura 3 C), V3 (R2=0,202,
F320= 1,690, p=0,035) (Figura 2 D) e R2 (R?=0,198, F320=1,647, p=0,027) (Figura 3 E), no
estagio VE ndo foram encontradas diferencas significativas (Figura 3 B). O teste
PERMIDIST também foi usado para verificar diferencas na dispersdao em todos os
estagios de desenvolvimento, o que confirmou que as diferencas entre as comunidades
tratadas foram motivadas por diferencas de similaridade e ndo por diferencas de

dispersao (Tabela S3).
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O efeito geral dos pesticidas na comunidade fungica da rizosfera esta
representado na figura 3 F, similar ao padrdo observado para as comunidades
bacterianas, os pesticidas Derosal® e Carbendazim Nortox® que apresentam
carbendazim em sua composicdo, apresentaram valores similares de dissimilaridades
em relagdo ao controle especialmente nos estidgios VE, V1 e R2. No entanto,
diferentemente das comunidades bacterianas, as dissimilaridades da comunidade
fingica foram menores no estdgio VE, aumentando nos estagios V1 e V3 para as
comunidades tratadas com os pesticidas Carbendazim Nortox® e Standak®, reduzindo a
dissimilaridade nos estagios V3 e R2 nas comunidades sob influéncia de todos os

pesticidas aplicados (Figura 3 F).
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Figura 3. Estruturacdo da comunidade fingica ao longo do desenvolvimento da soja baseado em
dissimilaridades de Bray-Curtis. A) Comunidade fungica da rizosfera tratadas com os pesticidas nos
quatro estagios de desenvolvimento: emergéncia (VE), primeiro né (V1), terceiro n6 (V3) e florescimento
pleno (R2). Comunidade ftngica B) no estagio VE, C) no estagio V1, D) no estagio V3 e E) no estagio R2. F)
Efeito geral dos pesticidas comparados ao tratamento controle.
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Para compreender melhor a influéncia dos tratamentos na formacdo das
comunidades microbianas associadas a rizosfera sobre o desenvolvimento da soja, as
diferencas de Bray-Curtis de cada tratamento foram comparadas graficamente entre os
estagios VE e V1; V1 e V3, e V3 e R2. As comunidades bacterianas do controle tornaram-
se mais semelhantes ao longo dos estagios sucessivos, o que ficou claro também para as
comunidades influenciadas pelo tratamento com Derosal® e menos evidente para as
comunidades tratadas com Carbendazim Nortox® e Standak® (Figura S2). Com relagao
as comunidades fangicas, nas comunidades controle, a dissimilaridade entre os estagios
V1 e V3 tenderam a aumentar, porém, diminuiram entre os estagios V3 e R2, enquanto
nas comunidades influenciadas pelo Carbendazim Nortox®, as dissimilaridades
aumentam ao longo dos estagios de desenvolvimento, e as dissimilaridades das
comunidades sob influéncia dos pesticidas Derosal® e Standak® mostraram se mais
estaveis ao longo dos estagios de desenvolvimento da soja (Figura S3).

Os efeitos dos tratamentos sobre a a-diversidade foram estatisticamente menos
robustos, embora tenham sido observadas mudancas significativas para as comunidades
bacterianas e fungicas sob influéncia dos pesticidas (Figura 4), como a comunidade
bacteriana tratada com Standak® que apresentou um indice de riqueza menor em
comparagdo com o tratamento controle no estagio VE (F318=4.019 p= 0,024) (Figura 4

A).
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Para as comunidades fungicas, o tratamento Carbendazim Nortox® apresentou
maiores valores de riqueza (Figura 5 A), H” (Figura 5 B) e equitabilidade (Figura 5 C) no
estagio V3 em relacdo as comunidades controle, mas apresentou uma tendéncia de
aumento da riqueza ao longo do tempo em relagio a comunidade do tratamento
controle e aquelas influenciadas pelo Standak®. Comunidades que tiveram a influéncia
do pesticida Derosal® apresentaram maior estabilidade nos valores de riqueza ao longo
dos estagios de desenvolvimento. Para o indice de Shannon e equitabilidade, plantas que
foram tratadas e controle exibiram uma diminuicao para ambas as métricas ao longo dos

estagios de desenvolvimento da soja (Figura5 A e 5 C).
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Figura 5. Métricas de a-diversidade para as comunidades fiingicas da rizosfera. A) Riqueza, B) Indice de
Shannon e C) Equitabilidade.

4.3.3 Mudancas na composicao do microbioma bacteriano da rizosfera sob
influéncia de pesticidas de sementes

Para identificar quais familias bacterianas contribuiram para as diferencas na
composicdo bacteriana da rizosfera ap6s os tratamentos das sementes com pesticidas, a
analise do SIMPER identificou em cada estagio de desenvolvimento 64 taxons que
direcionaram as diferencas na composicao. No entanto, apds a aplicacio do modelo
ANOVA, 10 taxons foram selecionados como significativos para o estagio VE, 6 para o
estagio V1, 6 para o estagio V3 e 4 para o estagio R2. No estagio VE, Streptomycetaceae
foi enriquecida no microbioma da rizosfera que teve influéncia de Carbendazim Nortox®
e Sphingomonadaceae, Bryobacteraceae, Xanthomonadaceae foram favorecidas pelo
tratamento Derosal®. As comunidades da rizosfera sob influéncia de Standak®
apresentaram um enriquecimento da familia Pyrinomonadaceae, enquanto as familias
Rhodanobacteraceae, Pedosphaeraceae, Micropepsaceae, Nitrosomonadaceae e

Gemmatimonadaceae foram reduzidas nas comunidades bacterianas sob influéncia dos
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trés pesticidas (Figura 6 A). Foi observado no estagio V1 que as familias
Burkholderiaceae e Oxalobacteraceae foram favorecidos na comunidade de
rizobactérias sob influéncia de Derosal® enquanto as familias Rhizobiaceae e
Xanthobacteraceae apresentaram abundancia reduzida nas comunidades microbianas
tratadas com Derosal® e Carbendazim Nortox®. No tratamento controle, as familias
Rhodanobacteraceae e Methyloliligellaceae apresentaram uma redug¢do na abundancia.
No estagio V3, as familias Gemmatimonadaceae e Nitrosomonadaceae foram
enriquecidas em comunidades microbianas sob influéncia de Standak®. A familia
Sphingomonadaceae também foi favorecida nas comunidades rizosféricas sob influéncia
dos pesticidas, enquanto as familias Caulobacteraceae, Pedosphaeraceae,
Micropepsaceae foram reduzidas em comunidades microbianas sob influéncia dos
pesticidas de sementes. Na fase final de desenvolvimento, R2, a familia Methylophilaceae
foi enriquecida em comunidades sob influéncia dos pesticidas, e a familia
Caulobacteraceae foi particularmente enriquecida em comunidades sob influéncia do
pesticida Derosal®. A familia Pyrinomonadaceae apresentou um decréscimo sutil nas
comunidades rizobacterianas tratadas com Carbendazim Nortox® e Standak®, enquanto
a familia Sphingomonadaceae apresentou uma abundancia menor nas comunidades sob

influéncia dos pesticidas.
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Figura 6. Abundancia diferencial de taxons bacterianos selecionados pela analise de SIMPER seguido por
ANOVA nos quatro estagios de desenvolvimento da soja: A) VE (emergéncia), B) V1 (primeiro nd), C) V3
(terceiro no) e D) R2 (florescimento pleno).

4.3.4 Mudan¢as na composicio do microbioma fingico da rizosfera sob

influéncia de pesticidas de sementes

A analise do SIMPER identificou em cada estagio de desenvolvimento 65 taxons
fangicos responsaveis pelas mudancas de composicao das comunidades sob influéncia
dos tratamentos. Os 10 grupos mais abundantes foram selecionados para a classificacao
utilizando o banco de dados FUNGuild. Os modos tréficos determinados por esse banco
de dados estdo representados na tabela 2. Nos estagios VE, V1 e V3 o tratamento
Carbendazim Nortox® induziu uma maior abundancia de grupos saprotroéficos, enquanto
no estagio R2 comunidades controles apresentaram maior abundancia desse grupo. Nos
estadgios V3 e R2 o grupo simbiotréfico correspondente ao género Claroideoglomus,
descrito como um fungo micorrizico arbuscular (AMF), foi mais abundante nas

comunidades controle (Tabela 2). Os géneros selecionados apés as analises de SIMPER e
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as guildas fangicas a qual cada taxon corresponde estdo apresentados nas tabelas S4 no

material suplementar.

Tabela 2. Classificacdo utilizando o banco de dados FUNGuild dos modos tréficos dos taxons flingicos
selecionados pela analise de SIMPER em valores de abundancia absoluta.

Ctr
Stdk
Carb
Der

Ctr
Stdk
Carb
Der

Ctr
Stdk
Carb
Der

Ctr
Stdk
Carb
Der

Média + Desvio Padrao

Modos troéficos flingicos

Patotroéfico- Patotroéfico- Saprotroéfico Saprotroéfico- Nao

Saprotroéfico Saprotroéfico- Simbiotréfico classificado
Simbiotrofico

9,28+ 5,23* 4,44+ 0,86 4,74+ 2,36 6,40+ 0,83* 4,59+ 0,61

3,16+ 4,51 4,65+ 1,13 3,75+ 1,91 4,25+ 1,09 5,02+ 1,26*

2,28+ 2,43 4,93+ 0,38* 7,24+ 3,69* 4,08+ 1,05 4,60+ 0,93

2,78+ 4,42 4,15+ 0,57 2,57+ 1,55 3,13+ 1,37 3,87+0,71

Patotroéfico- Saprotroéfico Saprotroéfico- Nao

Saprotroéfico- Simbiotréfico classificado

Simbiotrofico

4,87+1,44 2,77%3,49 3,41+0,66 3,26%0,62

4,59+3,67 5,37+5,94 3,91+2,56 6,70+4,48*

5,85+1,66* 6,59+4,35%* 8,38+3,38* 5,66+1,94

4,72+1,11 5,25+1,83 4,39+1,46 3,79+1,09

Patotrofico- Patotrofico- Saprotrofico Saprotroéfico- Simbiotrofico  Nio

Saprotrofico Saprotrofico- Simbiotrofico (AMF) classificado
Simbiotroéfico

15,93+18,59* 1,95+0,81 4,35+4,47 2,55+1,36 13,11+9,89* 7,15+4,00*

0,26%0,41 5,64+2,74* 2,66%4,36 4,36+3,87 3,56+8,72 2,71x0,77

0,317+0,63 511+1,19 7,73%3,66* 4,85+1,72 00 4,33£2,17

0,16+0,30 3,98+2,58 1,93+1,76 4,91+4,26* 00 2,47+0,97

Patotroéfico- Patotroéfico- Saprotroéfico Saprotréfico- Simbiotréfico  ndo

Saprotroéfico Saprotroéfico- Simbiotroéfico (AMF) classificado
Simbiotrofico

2,30+5,54 5,25+1,88* 15,22+28,17*  5,49+2,72% 6,19+5,16* 3,96+0,97

2,66+4,49 3,82+3,47 0,56+0,56 3,98+4,03 2,65+1,97 4,56+0,56

11,23+26,98* 4,72+2,23 0,37+0,71 3,75+2,30 3,04+3,11 3,54+1,16

0,48+0,55 2,88+1,30 0,51+0,21 3,45+1,89 4,79+£3,24 4,62+1,45*%

Legenda: Ctr(Controle), Stdk (Standak), Carb (carbendazim) e Der (Derosal) *Correspondem ao

tratamento em que o modo troéfico apresentou abundancia diferencial significativa.

4.4 Discussao

O presente estudo indica que pesticidas aplicados profilaticamente as sementes

de soja podem atuar na montagem do microbioma da rizosfera nos estagios iniciais de

desenvolvimento da soja, e esse efeito pode permanecer pelo menos até 45 dias apés o

plantio, para ambas as comunidades fungicas e até 30 dias para as comunidades

bacterianas. As mudangas observadas nas comunidades fingicas estdo alinhadas com os

resultados de um estudo anterior, que relatou mudancas significativas na estrutura das

comunidades fungicas na rizosfera da soja influenciadas pela mistura de fungicidas e
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inseticidas usados como tratamento de sementes (Nettles et al., 2016). No entanto, em
contraste com os resultados obtidos no presente trabalho, este estudo ndao encontrou
modifica¢des significativas nas comunidades de rizobactérias de plantas de soja, embora
mudancas significativas tenham sido encontradas para a comunidade bacteriana da
rizosfera de milho, indicando o potencial efeito de pesticidas de sementes nessas
comunidades.

Os efeitos dos pesticidas nas comunidades bacterianas relatados no presente
estudo seguem os resultados da literatura existente, que relatou efeitos nas
comunidades bacterianas do solo apés a aplicacao de fungicidas (Shao e Zhang, 2017;
Zhang et al., 2019) e inseticidas (Cycon e Piotrowska-Seget, 2015). Alguns desses
estudos vém considerando mudanc¢as na estrutura da comunidade bacteriana como
consequéncia do aumento da densidade de bactérias degradadoras de pesticidas. Nesse
trabalho, foram encontrados grupos apontados pela literatura como degradadores de
pesticidas, entre os grupos indicados pela analise de SIMPER como impulsionadores de
diferencas nas comunidades bacterianas. No estagio VE, o género Streptomyces
apresentou um aumento na comunidade da rizosfera influenciada pela aplicacao de
Carbendazim Nortox®, e Sphingomonas foi enriquecido nas comunidades sob influéncia
de Carberdazim Nortox® e Derosal®. Ambos os géneros foram relatados como capazes
de degradar o fungicida carbendazim presente na formulacao desses dois fungicidas
citados (Singh et al., 2019; Streletskii et al., 2022). O género Gemmatimonas, enriquecido
na comunidade de rizobactérias em V3 sob exposicio Standak®, foi relatado
estimulando aumento da frequéncia em comunidades bacterianas de solos fluvo-aquicos
sob influéncia de piraclostrobina (Zhang et al., 2019), fungicida presente na composicao
deste pesticida comercial.

Além disso, o presente estudo investigou as diferengas entre as trajetérias das
comunidades bacterianas e flingicas da rizosfera da soja sob influéncia de pesticidas de
sementes. Analisando o efeito geral do tratamento de sementes no desenvolvimento da
soja para ambas as comunidades da rizosfera, o efeito do tratamento foi evidente para as
comunidades bacterianas, enquanto a influéncia do crescimento da soja nas
comunidades fungicas foi mais proeminente do que a influéncia do tratamento, sendo os
efeitos do tratamento de sementes evidentes quando os dados foram analisados
separadamente, dentro de cada estagio de desenvolvimento. Este resultado diferiu do

esperado, uma vez que a hipotese era que as modificacdes nas comunidades flngicas
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seriam mais evidentes devido a presenca de fungicida nos tratamentos de sementes.
Sendo assim, especula-se que o resultado observado se deve a selecdo imposta pelos
rizodepdsitos, mais proeminente para a comunidade fungica que para a comunidade
bacteriana durante o desenvolvimento da soja, conforme relatado em um estudo
anterior (Moroenyane et al., 2021). Considerando esse cenario, a influéncia da
exsudacdo radicular sobrepde os efeitos dos pesticidas de sementes nas comunidades
fingicas, tornando menos evidente a modificacdo na estrutura das comunidades
fungicas da rizosfera sob influéncia dos pesticidas avaliados.

Analisando a diversidade § também foram reveladas diferencas nas trajetorias
das comunidades fungicas e bacterianas da rizosfera da soja. Mudancas na 3-diversidade
das comunidades fungicas iniciaram em V1, enquanto para as comunidades bacterianas
mudangas foram observadas no estagio de emergéncia (VE) e permaneceram até o
estagio V3. Outros parametros também mostraram diferengas proeminentes nas
comunidades de rizobactérias nos estagios VE e V1. A distdncia entre os centrodides
calculada pelas dissimilaridades de Bray-Curtis mostrou que as comunidades tratadas
com Carbendazim Nortox® e Derosal® estavam mais distantes das comunidades
controle nesses estagios. Em relacdo as comunidades fungicas, as dissimilaridades entre
as comunidades tratadas com Derosal® foram maiores no estagio V1, enquanto as
comunidades sob influéncia de Carbendazim Nortox® e Standak® apresentaram maior
dissimilaridade com o controle no estagio V3. Esses resultados estdo alinhados com a
hipétese inicial de que as diferencas na estrutura da comunidade microbiana seriam
mais proeminentes nos estagios iniciais, no entanto, para as comunidades bacterianas,
essas diferencas comegaram primeiro sendo mais evidentes do que as comunidades
fingicas nos estagios VE e V1.

Foram mensuradas a massa seca de raizes e a parte aérea ao longo do
crescimento da soja para testar se o tratamento das sementes poderia impactar no
desenvolvimento das plantas. O presente estudo ndo mostrou diferencas entre plantas
de sementes tratadas e ndo tratadas, esse resultado pode ser discutido em dois aspectos
distintos. Em primeiro lugar, a nodulacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio e a
colonizacdo de fungos micorrizicos arbusculares ndo apresentaram diminuicdo nas
raizes de soja sob influéncia dos tratamentos de sementes. No entanto, dados do SIMPER

classificados pelas guildas fungicas sugeriu que a rizosfera do tratamento controle
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apresentou abundéancia maior de fungos micorrizicos arbusculares nos estagios V3 e V4
que a rizosfera sob influéncia dos pesticidas. Estudos anteriores reportaram efeitos
inibitdrios do fungicida carbendazim em fungos micorrizicos arbusculares (Jakobsen et
al, 2021; Welc et al,, 2010), sendo que esse fungicida é utilizado para suprimir as
comunidades de AMF, sendo empregado, por exemplo, para criar um tratamento
negativo para avaliar os efeitos da supressao dessa comunidade em plantas (Dostalek et
al,, 2013; Raya-Hernandez et al., 2020). Embora os dados de sequenciamento apontam
para uma inibicio de AMF nas raizes que tiveram a influéncia dos pesticidas de
sementes, ndo observamos prejuizo no desenvolvimento da soja que pudesse ser
atribuido a falta de simbiose benéfica com os fungos micorrizicos.

Um segundo ponto que deve ser considerado é que as plantas do tratamento
controle ndo apresentaram doengas causadas por patégenos de solo ou pragas do solo,
portanto, a produc¢do de raizes e parte aérea nessas plantas foi semelhante as plantas
que tiveram as sementes tratadas com pesticidas. Essa observacao pode indicar uma
menor ou inexisténcia de patdgenos e pragas de solo naquela area, o que sugere que
avaliacdes de risco baseadas nas condi¢des abioticas e principalmente na incidéncia de
doencas de solo nas areas agricolas poderiam reduzir o uso de pesticidas de sementes
(Ayesha et al., 2021; Lamichhane et al., 2020). Além disso, a identificacdo de géneros de
patégenos que ocorrem na area poderia ajudar na escolha de fungicidas especificos para
controlar esses patégenos e, consequentemente, reduzir a aplicacdo de fungicidas
dispensaveis (Lamichhane et al., 2020).

Embora o impacto dos tratamentos de sementes nas comunidades microbianas
tenha sido mostrado anteriormente (Nettles et al, 2016), no presente estudo esses
efeitos foram explorados em quatro estigios de desenvolvimento da soja sendo
identificado grupos responsaveis por conduzir as diferencas de composi¢do nas
comunidades flingicas e bacterianas da rizosfera apds a exposicdo aos tratamentos de
sementes. Alteragdes na estrutura, principalmente em comunidades bacterianas, podem
ocorrer pela supressdo de grupos bacterianos, também pelo aumento da frequéncia de
potenciais degradadores de pesticidas, como sugerido pelo enriquecimento desses
grupos na rizosfera sob influéncia de pesticidas de sementes. Especula-se que essas
alteracdes poderiam ocorrer também devido a impactos na espermosfera, afetando a
transmissdo horizontal desta comunidade para a rizosfera. Além disso, distdrbios na

transmissao vertical podem ocorrer, pois as sementes servem como in6culo microbiano
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para a comunidade da rizosfera, e a montagem nesta interface pode ser alterada apds o
tratamento com pesticidas. (Vasanthakumari et al., 2019).

Concluindo, os resultados do presente trabalho demonstraram que os
tratamentos de sementes com pesticidas ocasionam alteragdes na estruturacdo na
comunidade bacteriana e fiingica na rizosfera de soja nos estagios iniciais da planta e
que essas alteracdes afetaram a sucessdo dessas comunidades ao longo do crescimento
da soja, evidenciado pelas mudancgas observadas na estrutura bacteriana até os 45 dias
ap6s o plantio. Os tratamentos também aumentaram a abundancia de alguns taxons que
sdo potenciais degradadores dos pesticidas aplicados e reduziram a abundancia do
tdxon ligado aos fungos micorrizicos arbusculares. Embora os tratamentos nao
demostraram efeitos negativos no desenvolvimento das plantas ao longo do
experimento, corroborados pelas analises fenotipicas, os resultados significativos na
estruturacdo das comunidades microbianas evidenciam a importancia de explorar se
essas modificagdes alteraram significativamente as fungdes de microrganismos que
possuem interacao benéficas com as plantas, em futuros experimentos em que incluam

analises que possibilitam acessar as fun¢des dos microrganismos presentes na rizosfera.
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Material suplementar capitulo 4

Tabela S1. Propriedades fisico-quimicas do solo utilizado no experimento.

Parametros quimicos Solo
pH (CaCly) 4,7
Matéria Organica (g.dm-) 11
Enxofre (mg.dm->) <8
Fésforo(mg.dm-) 15
Potassio (mmolc.dm-3) 1,1
Célcio (mmolc.dm-) 16
Magnésio (mmolc.dm-3) 7
Aluminio (mmolc.dm-3) 1
Saturacdo de bases (mmolc.dm-3) 24,1
V% 52
m% 4
Boro (mg.dm-3) <0.12
Cobre (mg.dm=) 1,1
Ferro (mg.dm-3) 34
Manganés (mg.dm-3) 17,1
Zinco (mg.dm-) 3,5
Estrutura fisica do solo Solo
Areia (g kg1) 775
Silte (g kg1) 15
Argila (gkg!) 210
R =
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Figura S1. Atributos fenotipicos mensurados ao longo do experimento. A) Nodulacdo, B) Colonizacdo
Micorrizica, C) Massa Seca parte Aérea e D) Massa seca das raizes.



Tabela S2. Resultados de PERMIDISP para as comunidades bacterianas.

Df Sum Sq Mean Sq F value Pr(>F)
;‘E Tratamento 3 0,026351668 0,0087839  3,913614 0,0112872
~ O
[£4]
> 2 Total 88 0,197511114 0,0022444
1y Tratamento 3 0,023909149 0,0079697 2,0653825 0,1407025
>
Total 18 0,069456819 0,0038587
Tratamento 3 0,009337851 0,0031126 0,8406315  0,487577
Total 20 0,074054251 0,0037027
© Tratamento 3 0,012031515 0,0040105 2,1622363 0,1242905
Total 20 0,0370959 0,0018548
S Tratamento 3 0,006698765 0,0022329 0,6773132  0,577192
Total 18 0,059341223 0,0032967
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Tabela S3. Resultados de PERMIDISP para as comunidades fingicas

Df Sum Sq MeanSq Fvalue Pr(>F)

~ N
§§ Tratamento 3 0,012951  0,004317 0,784536  0,505777
£ € Total 86 0,473217  0,005503
.y Tratamento 3 0,027086  0,009029 2,187344 0,124814
=
Total 18 0,074298  0,004128
- Tratamento 3 0,057488 0,019163 2,365871 0,109318
Total 16 0,129594 0,0081
0 Tratamento 3 0,021446  0,007149 0,835212 0,49031
Total 20 0,171185  0,008559
S Tratamento 3 0,050503 0,016834 1,172904  0,344928
Total 20 0,287054  0,014353
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Figura S2. Comparacdo das distincias de Bray-Curtis entre os estagios subsequentes de desenvolvimento
da soja para a comunidade bacteriana da rizosfera de soja sob influéncia de cada um dos pesticidas e
tratamento controle.
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Figura S3. Comparacdo das distancias de Bray-Curtis entre os estagios subsequentes de desenvolvimento
da soja para a comunidade flingica da rizosfera de soja sob influéncia de cada um dos pesticidas e

tratamento controle.

Tabela S4. Classificagdo utilizando o banco de dados FUNGuild das guildas fungicas para cada uma das 10
familias fingicas selecionadas pela andlise de SIMPER.

Guildas Troéficas Género Fungico Tratamentos

Estagio de emergéncia (VE) Ctr Stdk Carb Der
Saprotrofico indefinido Cercophora 4,23+5,66 3,99+3,24 9,11+8,81* 1,02+2,27
N3o classificado Condenascus 4,41+1,10 5,32+1,52* 4,63+1,50 3,70+1,18
Patégeno Animal-Parasita Fungico-
Saprotrofico indefinido Exophiala 9,28+5,23* 3,15+4,51 2,28+2,43 2,79+4,42
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotroéfico de madeira Fusicolla 4,38+1,78 3,75+2,00 4,76+0,97 5,46+1,40*
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotrofico de madeira Gibberella 4,44+1,61 5,31+2,48* 3,76+1,28 4,54+1,52
Endofitico-Saprotroéfico de serrapilheira-
Saprotrofico de solo-Saprotroéfico
indefinido Mortierella 6,40+0,83* 4,25+1,09 4,08+1,05 3,13+1,37
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotroéfico de madeira Neocosmospora 4,75+0,56 4,61+0,63 5,14+0,75%* 3,63+0,60
Saprotrofico indefinido Talaromyces 2,23+2,74 4,25+3,62 9,40+3,25 2,82+3,50
Patégeno de animal-Endofitico-Epifitico-
Parasita de fungo-Patégeno de planta-
Saprotroéfico de madeira Trichoderma 4,20+1,68 4,94+1,33 6,04+2,28* 2,98+1,13
Saprotrofico de esterco-Saprotroéfico de
planta Westerdykella 7,75+4,39* 3,01+2,75 3,20+1,96 3,88+2,34
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Estagio de primeiro N6 (V1) Ctr Stdk Carb Der
Saprotrofico indefinido Cercophora 4,05+9,07 4,56+8,00 8,37+5,38* 2,62+5,23
N3o classificado Condenascus 1,76+0,55 9,08+10,70* 4,90+5,53 3,046+1,32
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotroéfico de madeira Fusicolla 4,52+1,43 4,87+4,21 5,92+2,44* 4,65+0,85
Pat6geno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotréfico de madeira Gibberella 5,82+4,42 4,29+4,16 6,15+2,01* 3,61+1
Endofitico-Saprotrdfico de serrapilheira-
Saprotrofico de solo-Saprotroéfico
indefinido Mortierella 3,41+0,66 391+2,56  8,38+3,38* 4,39+1,46
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotroéfico de madeira Neocosmospora 3,32+0,88 3,97+3,20 7,10+2,23* 6,02+1,51
Saprotrofico indefinido Nigrospora 1,26+1,28 5,48+6,59 2,03+4,10 12,67+7,89*
N3o classificado Saitozyma 4,76+1,11 4,33+2,65 6,42+2,02* 4,54+2,96
Animal Pathogen-Endophyte-Epiphyte-
Fungal Parasite-Plant Pathogen-Wood
Saprotroph Trichoderma 5,81+1,40* 5,25+3,86 4,22+2,48 4,60+3,10
Saprotrofico de esterco-Saprotroéfico de
planta Westerdykella 3,45+2,88 6,04+7,34 9,38+8,82* 0,47+0,94
Estagio de terceiro noé (V3) Ctr Stdk Carb Der
Fungo parasita-Saprotroéfico de solo-
Saprotrofico indefinido- Saprotrofico de
madeira Albifimbria 15,93+18,59* 0,25+0,41 0,32+0,63 0,16+0,30
Saprotrofico indefinido Atractiella 4,35+4,47 2,66+4,36 7,73+3,66* 1,93+1,76
Micorriza arbuscular Claroideoglomus 13,11+9,90* 3,56+8,72 0+0 0+0
N3o classificado Condenascus 7,10+1,17* 3,63+3,67 2,45+2,01 3,50+2,37
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotrofico de madeira Fusicolla 1,75+1,04 5,08+2,80 6,36+1,75* 3,45+2,11
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotroéfico de madeira Gibberella 1,84+0,813 5,97+3 4,47+1,18 4,39+3,41*
Endofitico-Saprotrdéfico de serrapilheira-
Saprotrofico de solo-Saprotroéfico
indefinido Mortierella 2,55+1,36 4,36+3,87 4,85+1,72 4,91+4,26*
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotroéfico de madeira Neocosmospora 2,18+0,55 4,81+2,08 4,81+1,23 4,86+3,50*
N3ao classificado Saitozyma 2,63+1,54 4,50+1,67 5,95+2,44* 3,59+2,16
Patégeno Animal-Endofitico -Epifitico-
Parasita de fungo- Patdgeno de Planta-
Saprotrofico de madeira Trichoderma 2,01+1,31 6,70+6,06* 4,76+1,68 3,21+1,49
Estagio de florescéncia plena (R2) Ctr Stdk Carb Der
Parasita de fungo- Saprotroéfico de solo -
Saprotrofico indefinido- Saprotrofico de
madeira Albifimbria 2,30+5,54 2,66+4,49 11,23+26,98* 0,48+0,55
Saprotrofico indefinido Atractiella 15,22+28,17* 0,56+0,56 0,37+0,71 0,51+0,21
Micorriza arbuscular Claroideoglomus 6,19+5,16* 2,65+1,97 3,04+3,11 4,79+3,24
N3ao classificado Condenascus 2,75+2,04 4,98+2,29 3,47+2,34 5,46+1,33*
Pat6geno Animal-Endofitico-Parasita
Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de
Planta- Saprotrofico de madeira Fusicolla 6,44+3,34* 3,08+1,38 3,91+1,88 3,24+1,85
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Pat6geno Animal-Endofitico-Parasita

Flngico-Liquen Parasita-Patégeno de

Planta- Saprotrofico de madeira Gibberella 5,10+1,60* 4,53+5,61 3,97+1,27 3,08+1,26
Endofitico-Saprotraéfico de serrapilheira-

Saprotrofico de solo-Saprotroéfico

indefinido Mortierella 5,50+2,72%* 3,98+4,03 3,75+2,29 3,45+1,89
Patégeno Animal-Endofitico-Parasita

Fungico-Liquen Parasita-Patégeno de

Planta- Saprotroéfico de madeira Neocosmospora 4,85+1,72 2,81+2,50 6,40+4,97* 2,61+1,02
N3ao classificado Saitozyma 5,17+2,55* 4,13+3,15 3,60+1,61 3,78+3,76
Pat6égeno animal-Endofitico-Epifitico-

Parasita de fungo-Patégeno de planta-

Saprotrofico de madeira Trichoderma 4,60+2,97 4,86+5,00* 4,60+1,89 2,61+2,01

Legenda: Ctr (Controle), Stdk (Standak), Carb (carbendazim) e Der (Derosal) *Correspondem ao
tratamento em que a familia fingica apresentou maior abundancia.
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CONSIDERACOES FINAIS

Capitulo 2:

= Os resultados obtidos com esse experimento demonstram que um mesmo
pesticida pode ter efeitos distintos conforme o histérico de uso solo onde é
aplicado, demonstrado pelo efeito mais proeminentes nas comunidades fungicas
do solo florestal, enquanto no solo agricola os efeitos foram mais evidentes nas
comunidades bacterianas;

* Foi demonstrado que os principais pesticidas comercializados no Brasil
tém o potencial de modificar a dindmica das comunidades bacterianas e fingicas
em solos com e sem histdrico de manejo agricola. Os pesticidas pertencentes as
classes dos herbicidas e dos fungicidas ocasionaram maiores modificacoes nos
perfis dessas comunidades;

= Foi possivel observar alteracdes significativas nos perfis das comunidades
microbianas, na quantificacdo dos genes de interesse e no potencial enzimatico
dos solos testados nas trés amostragens, enfatizando a importancia de investigar
continuamente os efeitos dos pesticidas na microbiota do solo combinando

diferentes metodologias.

Capitulo 3:

* Comunidades microbianas menos diversas apresentaram alteragoes
significativas no potencial enzimatico da 3-glicosidase com aplicacao de fungicida,
no entanto, modificagdes na diversidade  da comunidade fingica foram mais
sutis. Embora ndo tenha sido evidente o efeito da diversidade na resposta da
comunidade fungica, foram identificados taxons que apresentaram a abundancia
alteradas com a aplicacdo dos fungicidas;

= Os grupos que apresentaram abundancia diferencial pertenciam
majoritariamente ao filo Ascomycota. As familias Nectriaceae e Hypocreaceae
pertencentes a esse filo mostraram-se mais abundantes em microcosmos
tratados com os fungicidas. Enquanto a familia Bionectriaceae do filo Ascomycota
e a familia Trichosporonacea do filo Basidiomycota apresentaram abundancia

reduzida nos microcosmos tratados com os fungicidas.
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Capitulo 4:

= Os resultados demonstraram que os tratamentos de sementes que
incluiram mistura de fungicidas com inseticidas e os tratamentos apenas com
fungicidas ocasionam modificacbes na diversidade [ das comunidades
bacterianas e flingicas na rizosfera de soja;

* As alteragdes na estruturacao das comunidades microbianas tiveram inicio
nos estagios iniciais do desenvolvimento da planta, afetando, portanto, a sucessao
dessas comunidades na rizosfera ao longo do crescimento da soja, evidenciado
pelas mudancas observadas na estrutura bacteriana até os 45 dias ap6s o plantio;

* Os pesticidas induziram o aumento na abundancia de tdxons que sdo
potenciais degradadores dos pesticidas aplicados, como, por exemplo, os géneros
Streptomyces, Sphingomonas que possuem o potencial de degradar o fungicida
carbendazim e o género Gemmatimonas com o potencial de degradar o fungicida
piraclostrobina. Pela analise de SIMPER foi possivel observar uma reducdo na
abundéancia do taxon ligado aos fungos micorrizicos arbusculares na rizosfera

tratada com os pesticidas de sementes.



